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1. Einleitung

Die Migration von Zellen spielt im Saugerorganismus bei einer Vielzahl von physiologischen
und pathophysiol ogischen Prozessen eine wichtige Rolle. Beispiele sind die Wundheilung, die
Immunabwehr und die Embryogenese, sowie die Ausbildung von Tumormetastasen. Bei der
Wundheilung kommt es zu einer Einwanderung von epidermalen Keratinozyten von den
Wundrandern in das Wundgebiet, um das betroffene Areal zu verschliessen. Dadurch wird der
Organismus vor dem Eindringen von Krankheitserregern geschiitzt [2]. Die Migration von
Leukozyten ist essentiell fur eine wirksame Immunabwehr [9, 31]. Fur die Metastasierung
von Tumoren ist die Migration ebenfalls von grof3er Bedeutung. Hierbel verlieren einzelne
Zellen oder Zellverbande die Fahigkeit, an Nachbarzellen zu binden und I6sen sich deshalb
vom Primértumor. Nach dem Kontaktverlust und dem Transport tber Blut- oder Lymphwege
kommt es zu einem Befall von gesundem Gewebe, indem die Tumorzelle die Blut- oder
Lymphschranke durchwandert [7, 44]. Es wurden unterschiedliche Fortbewegungsarten bei
Tumorzellen beobachtet. Zum einen gibt es die etwas schnellere Art der amdboiden
Fortbewegung und zum anderen die langsamere Form der fibroblastenghnlichen Migration
[7].

Verschiedene Modelle versuchen die Mechanismen der Migration zu beschreiben. Eine
zentrale Rolle kommt dabel dem Zytoskelett zu. Zytoskelettale Umbaumechanismen, wie die
Aktinpolymerisation bei der Ausbildung von Pseudopodien oder Lamellipodien am
Vorderende der Zelle, sind eine elementare Voraussetzung fur die Migration [3, 16]. Bel der
Migration kommt es zu Endo- und Exocytosevorgangen, die die Lipidmembran der Zellen
standig umbauen. [3]. Dabei findet an der Front die Exocytose statt, um die Membran dort zu
vergrof3ern und nach vorne zu schieben. An weiter hinten gelegenen Stellen der Zelle erfolgt
die Endocytose, wobei dieser Teil verkleinert wird. Eine wichtige Rolle spielen auch
Adhésionsmolekile (zum Beispiel Integrine), die den Kontakt zur umgebenden Matrix
vermitteln und damit die Voraussetzung schaffen, die fir die Fortbewegung notwendigen
Kréfte auf die Umgebung zu Ubertragen [3, 5, 24]. Diese Kontaktstellen missen am
V orderende gekniipft und am Hinterende gel st werden [22].

Zusétzlich zu den beschriebenen Mechanismen ist auch die Aktivitat von lonenkandlen und —
transportern von Bedeutung fir die Migration [36, 38, 39]. An migrierenden
Nierenepithelzellen (siehe unten: MDCK-F-Zellen), Fibroblasten, Melanomzellen und
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neutrophilen Granulocyten konnte gezeigt werden, dai3 die Hemmung eines Ca?*-abhéngigen
K*-Kanals (IK1-Kanal) die Migrationsgeschwindigkeit deutlich herabsetzt [29, 40, 42].
Gleiches gilt auch fur den Na'/H*-Austauscher und den CI'/HCOs™ -Austauscher. Fur diese fur
die Migration essentiellen lonenaustauscher wurde jeweils eine ungleiche Verteilung in den
migrierenden Zellen nachgewiesen. So konnte zum Beispiel der Natrium-Protonen-
Austauscher (NHE) an der Fuhrungskante des Lamellipodiums in Fibroblasten nachgewiesen
werden [8]. Der Natrium-Protonen-Austauscher und der Chlorid-Bikarbonat-Austauscher
(AE2) konzentrieren sich in MDCK-F-Zellen ebenfalls am Vorderende des Lamellipodiums.
Diese beiden Austauscher (AE2 und NHE1) transportieren Natrium und Chlorid in die Zellen.
Dem Natriumchlorid-Einstrom folgt aufgrund des osmotischen Gefélles eine
Wasseraufnahme in die Zelle und damit eine VVolumenerhdhung [30]. Diese Beobachtungen
wurden zu einem Modell zusammengefald, das den Beitrag von lonenkandlen und -
transportern zur Migration erklart: AE2 und NHE1l vermitteln in erster Linie ene
Volumenaufnahme am Vorderende der Zelle. Die Volumenabgabe am Hinterende der Zelle
wird durch die Aktivitét des Ca?*-abhangigen K*-Kanals, der vermehrt am Zelleib aktiv ist,
ausgelost [32, 37]. Diese Beispiele zeigen, dald dem polarisierten Einbau von
Membranproteinen und dem lonentransport in den migrierenden Zellen eine wichtige
Bedeutung zukommt. Eine Polarisierung von Proteinen ist auch in Epithelien zu beobachten,
so zum Beispiel im Nierenepithel. Ohne eine korrekte Verteilung der Proteine in der apikalen
und basolateralen Membran der Epithelzellen wére ein gerichteter transepithelialer Transport
nicht moglich. Erst die Polarisierung erméglicht die Funktion des Epithels[20].

Ziel meiner Arbeit war es, die Verteilung von lonenkanden in den migrierenden Zellen néher
zu untersuchen. Als Modell fir meine Untersuchungen wéhlte ich die migrierenden MDCK -
F-Zellen. Abgeleitet wurde diese Zellinie von den aus der Hundeniere stammenden Madin-
Darby-Canine-Kidney-Zellen [49]. Die MDCK-F-Zellen haben, wie Tumorzellen, die
Fahigkeit verloren, Nachbarzellen zu erkennen. Aus diesem Grund kénnen sie auch kein
Epithel mehr bilden, sondern wachsen und migrieren ohne Kontaktinhibition tibereinander.
Wie bel allen migrierenden Zellen 183t sich auch bei MDCK-F-Zellen ein Vorder- und ein
Hinterende mit Lamellipodium und Zellkorper voneinander abgrenzen. Wahrend normale
Epihelzellen in apikobasolateraler Richtung polarisiert sind, ist bel migrierenden MDCK-F-
Zellen eine Polarisierung in der Ebene ihrer Bewegungsrichtung zu beobachten [37]. Diese
betrifft sowohl das Zytoskelett als auch die Verteilung von Membranproteinen Die
Membranproteine in den migrierenden Zellen mussen deshalb in die fur sie ,richtige®

Membrandoméne inseriert werden. Deshalb mul3 es auch verschiedene Transportwege fir



Proteine in polarisierten Zellen geben, Uber die sie an die ,richtige Stelle” in die Zellmembran
gelangen. Die ,Adresse” kann zum Beispiel durch einen bestimmten Abschnitt in der
Aminosduresequenz determiniert sein, die dem Protein einen bestimmten Transportweg
vorgibt [13, 21]. Solche Polarisierungsmechanismen wurden bereits in migrierenden Zellen
beobachtet [23, 24, 27]. Es wurden Membranfragmente, sogenannte , rafts* gefunden, die im
Inneren der Zelle gefertigt werden und dann durch Exocytose zu einem Tell der Zellmembran
werden. ,Raft*-assoziierte Proteine gelangen dabei in migrierenden Zellen an die
Fuhrungskante, wogegen ungebundene Proteine diffusin der Membran verteilt werden [18].
In vorhergehenden Studien konnte an mehreren Beispielen gezeigt werden, dal3 Proteine, die
sich im intakten Epithel basolateral befinden, an der Fihrungskante des Lamellipodiums der
migrierenden MDCK-F-Zellen wiederzufinden sind. Dieser Sachverhat lief3 sich for
endogene Proteine wie zum Beispiel den Anionen-Austauscher (siehe Abbildung 1 A) und
den Natrium-Protonen-Austauscher zeigen [14]. Auch ein exogenes Markerprotein, der
spannungsabhangige K*-Kanal Kv1.4, dasin die Zellen transfiziert wurde und in epithelialen
MDCK-Zellen basolateral zu finden ist [19], findet sich am Vorderende der migrierenden
Zellen wieder (siehe Abbildung 1 B) [28].



Abb. 1: Verteilung ,basolateraler“ Markerproteine in migrierenden MDCK-F-Zellen. Die
beiden mit Hilfe der Immuncytochemie hergestellten Zellbilder zeigen die
Anreicherung von endogenen (Anionenaustauscher AE2 in 1 A) und exogenen (Kvi.4
in 1 B) Markerproteinen der basolateralen Epithelzellmembran in migrierenden
MDCK-F-Zellen. Sie sind an der Fiihrungskante des Lamellipodiums angereichert
(Pfeile). Das starke Fluoreszenzsignal im Bereich des Zelleibs ist auf intrazelluldr
lokalisierte AE2- und Kv1.4-Proteine zuriickzufiihren.

a) Anionenaustauscher AE2 (Mafstab: 20um)[Abbildung aus Ref. 14]
b) Kvil.4 [Abbildung aus Ref. 28]

Ungeklart war dagegen, wie Transportproteine, die in Epithelzellen in die apikale Membran
inseriert werden, in migrierenden Zellen verteilt sind. Ein solches apikales Protein ist zum
Beispiel der Kalium-Kanal ROMK2, der in Nierenepithel zellen des Sammelrohres exprimiert
wird [15, 51]. Dieser K*-Kanal stammt aus der Kir-Familie (K* inward rectifier) [25]. Der
ATP-empfindliche ROMK2-Kanal [21] gehort zur Untergruppe Kirl.2 und ist ein Kalium-
Kanal mit leicht einwérts-gleichrichtender Leitféhigkeit. Bei gleichen Triebkréften fliefst mehr
Kalium in die Zelle hinein, als aus der Zelle heraus [11]. Wie viele andere Kalium-Kandle ist
auch der ROMK2 durch Barium-lonen zu hemmen. Die Aktivitdt und damit die
Offenwahrscheinlichkeit (P,) werden mal’geblich durch die Proteinkinase A-abhéngige
(PKA) Phosphorylierung des Kanalproteins bestimmt [12, 47]. Wird das Kanaprotein
dephosphoryliert, nimmt seine Aktivitét ab [51]. Das zeigt sich in Patch-Clamp-Experimenten
oft as das sogenannte ,Run-Down“-Phdnomen: Mit zunehmender Dephosphorylierung



nimmt die Offenwahrscheinlichkeit (P,) ab [17]. Dem ,,Run-Down®* kann durch ATP-Gabe
entgegengewirkt werden [48].

Das eigentliche Ziel meiner Arbeit war es, zu kléren, wie in den migrierenden MDCK-F-
Zellen ein Markerprotein der apikalen Epithelzellmembran verteilt sein wirde. Wenn dieses
Protein anders verteilt wére as ein basolaterales Markerprotein, so wirde das auf
unterschiedliche Transportwege fur Proteine zur Membran der migrierenden MDCK-F-Zellen
hindeuten. Um dieser Frage nachzugehen, transfizierte ich den Kalium-Kanal ROMK2, ein
Markerprotein der apikalen Membran im Sammelrohrepithel der Niere [15, 51], in die
MDCK-F-Zellen, die diesen Kanal nativ nicht exprimieren. [1, 6].

Den Erfolg der Transfektion des ROMK2 in MDCK-F-Zellen zeigte ich zunédchst mit
Versuchen mit der Polymerase-K ettenreaktion nach reverser Transkription auf mRNA-Ebene.
Diese Versuche konnten lediglich kléaren, ob die Kanal-RNA in den Zellen vorhanden war.
Dadurch konnte noch keine Aussage dariber gemacht werden, ob das Protein exprimiert und
in die Zellmembran eingebaut wird. Erst durch die Patch-Clamp-Versuche und die
Migrationsexperimente konnte der eindeutige Beweis erbracht werden, dal3 funktionelle
ROMK2-Kanalproteine in die Zellmembran der MDCK-F-Zellen eingebaut worden sind. Sie
legten die Grundlage, um mittels Immunfluoreszenz schliefdlich die subzellulére Verteilung
des ROMK?2 in den migrierenden MDCK-F-Zellen zu untersuchen. Dabei sollte insbesondere
darauf geachtet werden, ob sich das ROMK?2-Protein ebenfalls an der Fihrungskante des
Lamellipodiums der MDCK-F-Zellen anreichern wirde oder nicht. Wirden diese Versuche
eine andere Lokalisation ergeben als fur basolaterale Markerproteine, so wirde das dafir
sprechen, dal3 es in migrierenden Zellen ebenso wie auch in normalen Epithelzellen
unterschiedliche Wege zum Transport von Proteinen vom endoplasmatischen Retikulum zur

Zellmembran geben wirde.



2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Die Experimente wurden mit MDCK-F-Zellen [26, 49] durchgefihrt, die ein etabliertes
Modell zur Untersuchung der Funktion und Verteilung von lonenkandlen in migrierenden
Zellen sind [32-41].

Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in beschichteten Petrischalen (Falcon,
Wiesbaden) in einem Brutschrank bei gleichbleibenden Bedingungen (37 °C,
wasserdampfgeséttigte, 5%ige CO2-Atmosphare) kultiviert. Als Kulturmedium diente HCOs'-
gepuffertes Minimum Essential Medium (MEM; Biochrom KG, Berlin) mit einem Zusatz von
10% fetalem Kéalberserum (Biochrom KG, Berlin). Die transfizierten Zellen wurden immer
unter Zugabe von 600ug/ml Geneticin (Gibco/BRL) kultiviert, um einen Selektionsdruck zu
erreichen. Hatten sich die Zellen nach 3 bis 4 Tagen so oft geteilt, dal3 circa 75% des Bodens
der Petrischalen bedeckt waren, so mufdten sie unter sterilen Bedingungen (Lamin Air Flow
BSB6 Gelair, Meckenheim) abgelGst und ein Teil von ihnen in einer neuen Kulturschale
angesat werden. Dieser Vorgang wird als,, Splitten” bezeichnet.

Dazu wurde zuerst das ate Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit circa 10 ml einer
EDTA-Lésung tberspiilt, um extrazelluldres Ca?* zu binden. Als nach circa 10 Sekunden
dieser Vorgang abgeschlossen war, wurde die EDTA-L6sung abgesaugt und circa 1 ml einer
Trypsin-Lésung in die Petrischale gegeben. Das Trypsin bewirkte ein Loslésen der Zellen
vom Schalenboden, das durch Schiitteln und Klopfen unterstiitzt wurde. Nachdem unter dem
Mikroskop kontrolliert wurde, dal} alle Zellen abgelést waren, wurden 10 ml des
Kulturmediums hinzugegeben, das die Wirkung des Trypsins aufhob. 1 ml dieser Zell-
Suspension wurden anschliessend in eine mit 10 ml Kulturmedium befillte Petrischale
pipettiert und diese wiederum in den Brutschrank zur Inkubation gegeben.

Far die Migrationsversuche wurden die Zellen auf speziellen Deckglésern (siehe 2.8) angesét.
Um die Zellen auf diesen Deckglasern zu kultivieren, muf3ten sie zuvor mit einer Poly-L-
Lysin-Losung (0,1g/l; Serva, Heidelberg) beschichtet werden. Dazu fillte man das Deckglas
mit 1 ml der Lésung und inkubierte sie fur circa 3 Minuten bel Raumtemperatur.
Anschliessend wurde die Poly-L-Lysin-Losung abgesaugt und die Deckglaser mit
Kulturmedium gespiilt. Zum Ansden wurden ein paar Tropfen der Zell-Medium-Suspension
auf die mit 1 ml MEM befillten Deckglé&ser gegeben und diese im Brutschrank fur 6 bis 24



Stunden inkubiert. Fir die Patch-Clamp-Experimente wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin-
beschichteten Deckglésern ohne den Polyethylenring angesét.

Fir die Immuncytochemie wurden vorgefertigte Objekttréger (DUNN, Asbach) verwendet.
Nach dem Einbringen der autoklavierten Objekttréger in unbeschichtete Kulturschalen
erfolgte wieder das Beschichten mit Poly-L-Lysin. Danach konnte den Schalen das
Kulturmedium und 2 ml der Zell-Medium-Suspension zugegeben werden.

Fur die Patch-Clamp-Versuche und die Immunfluoreszenz wurde zur Anregung der ROMK 2-
Expression dem Kulturmedium Natriumbutyrat (10mmol/l) zugegeben.

2.2 Stabile Transfektion

Der in einen eukaryontischen Expressionsvektor (pcDNA3) einklonierte ROMK?2 (Genbank
Accession-Nr.: s78154/s78153s2, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. J. Xu,
Nashville, U.S.A.)) wurde mit Lipofektin Pfx 4 (Invitrogen, San Diego) nach
Herstellerangaben in die MDCK-F-Zellen transfiziert. Als Kontrolle wurde der Vektor ohne
die ROMK2-cDNA transfiziert. Unter sterilen Bedingungen wurden fur beide Ansétze jewells
11 pg DNA und 33 pg Lipofektin zusammen fir 15 Minuten inkubiert. Das Gemisch konnte
den MDCK-F-Zellen zugegeben werden, wenn nach dem ,Splitten* circa 24h vergangen
waren und das Kulturmedium gegen MEM ohne fetalem K&l berserum ausgetauscht worden
war. Ein Mediumwechsel mit einem Antibiotikumzusatz von Penicillin/Streptomycin erfolgte
nach circa 5 Stunden, um einem Bakterienbefall der Kultur vorzubeugen. Da sich in den
Plasmiden das Resistenzgen fur Geneticin befand, wurden die Zellen ab dem néchsten Tag
nur noch mit einem Geneticin-Zusatz (600pg/ml) kultiviert, um die Selektion transfizierter
Zellklone zu ermoglichen. In Anwesenheit von Geneticin kénnen nur solche Zellen Uberleben,
die das Resistenzgen tragen, die also transfiziert sind.

Der Einbau des K*-Kanals ROMK2 in die Membran der transfizierten Zellen 14t erwarten,
dal3 deren Membranpotential massiv hyperpolarisiert. Um diese Hyperpolarisierung
abzuschwéchen, wurden die transfizierten Zellen zu Beginn mit einem Medium mit erhéhter
K*-Konzentration (20mmol/l) kultiviert. Durch diese Behandlung sollte vermieden werden,
dal} das Membranpotential durch den permanent aktiven ROMK2-Kanal auf zu negative
Werte ,, geklemmt” wird.



2.3 RNA-Isolation

Fur die folgenden Experimente war es erforderlich, die RNA aus den Zellen zu isolieren. Die
RNA ist ein sehr labiles Molekiil, das sehr einfach durch die nahezu ubiquitér vorkommenden
RNAasen zerstort werden kann. Deshalb mufdten besondere Mal3nahmen getroffen werden,
um diesen unerwiinschten Effekten entgegenzutreten: Bei allen Arbeiten wurden neben der
Ublichen Laborkleidung auch Latexhandschuhe getragen. Sdmtliche Reagenzien, die mit der
RNA in Berdhrung kamen, muf3ten fir diesen speziellen Zweck geeignet sein, also RNAse
frei sein. Alle Glasgeféasse und Dosierspatel wurden vor Gebrauch mehrere Stunden bei 180°
C ,,ausgebacken”, um das Risiko einer RNA se-K ontamination zu minimieren.
Auf grof3e, mit Zellen bewachsene Petrischalen wurden nach Absaugen des Mediums 2 ml
Guanidiniumisothiocyanat-L6sung gegeben, um dadurch die Zellen zu lysieren. Nach
Aufnahme der GITC-Ldsung wurde 0,1 ml 2mol/l Na-Acetat (pH 4), Iml Aqua-Phenol und
0,2 ml Chloroform, zugegeben. Nach Inkubation auf Eis wurde 30 Minuten bei 4° C und 10
000g zentrifugiert, wodurch eine Phasentrennung mit Interbande entstand. Die obere wassrige
Phase enthielt die RNA und wurde abpipettiert. Es folgte eine F&llung mit 1sopropylalkohol (-
20° C und gleichem Volumen, wie die RNA-LAsung), eine einstiindige Inkubation bei —20° C
und abermals eine Zentrifugation bei 10 000g und 4° C. Der Uberstand wurde danach
dekantiert und das zurtickbleibende RNA-Pellet in 300pl Guanidinium-L6ésung resuspendiert.
Danach wurde die RNA mit 1/10 Volumen 3mol/l Na-Acetat (pH 5,2) und 1 Volumen
Isopropylalkohol (-20° C) erneut gefdlt und 30 Minuten bei —20° C inkubiert. Nach
wiederholtem Abzentrifugieren wurde das Pellet mit 85% Ethanol gewaschen und
anschliessend in einem Wéarmeschrank bei 40° C getrocknet, um es dann in 100ul Wasser
aufnehmen zu konnen. 5ul dieser RNA-Losung wurden fir die Konzentrationsbestimmung
mit einem Photometer (SPEKOL UV-VIS, Fa. ZEISS) abgezweigt. Dabei wurde die optische
Dichte bei Wellenléngen von 260 und 280 nm bestimmt. Mit der Formel

X =40* ODysp * Verdinnung
konnte die Konzentration der Proben in pg/ml errechnet werden. Eine optische Dichte (OD)
von 1 entspricht dabei 40 pg/ml RNA. Der Quotient OD260/OD2gy konnte herangezogen
werden, um eine Aussage Uber den Reinheitsgrad der Proben zu machen. Dabei lief3en Werte
zwischen 1,8 und 2,0 auf sehr saubere | solationsproben schliessen.
Diese Isolation erfolgte bel alen acht mit dem ROMK2 transfizierten Zellklonen und
untransfizierten MDCK-F-Zéellen.



Mit einem denaturierenden RNA-Agarosegel (Gelbeschreibung siehe unten) wurde die
Qualitét der extrahierten RNA Uberprdift.

2.4 cDNA-Synthese

Um PCR-Versuche durchfihren zu konnen, mufdte die aus den Zellen gewonnene RNA
zunéchst zu cDNA revers transkribiert werden. Dazu wurden 11 pl einer RNA-LGsung mit
einer Konzentration von 0,5 pg/pl zunéchst fur 10 Minuten auf 65° C erwarmt und dann auf
Eis abgekihlt. Die danach zugegebenen 8ul Puffergemisch enthielten 4 ul 5xPuffer, 2ul 0,1
M DTT, 1ul 10mmol/l dNTP und 1l 0,5 mg/ml pd(T). Die cDNA erhdt man nach Zugabe
des Reverse-Transkriptase-Enzyms SUPERSCRIPT (Gibco BRL) und anschliessender
Inkubation fir eine Stunde bel 37°C.

Um spéter bel der PCR auch eine Negativkontrolle zu haben, wurde ein sogenannter RT -
Ansatz hergestellt, der auf dieselbe Art und Weise behandelt wurde, wie der RT -Ansatz, nur

ohne Zugabe der reversen Transkriptase.

2.5 Polvymerase-Kettenreaktion nach reverser Transkription (RT-PCR)

Zum Nachweis der erfolgreichen Transfektion des ROMK2-Kanalproteins in die MDCK-F-
Zellen wurden RT-PCR-Versuche mit einem Thermocycler (Progene, Techne, Cambridge,
U.K.) durchgefiihrt. Ein Reaktionsansatz setzte sich aus 3 pl cDNA, 3ul 10x Puffer, 6ul Q
Solution, 1,2 pul dNTP (10 mmol/l), jewells 0,6 ul der zwei ROMK 2-spezifischen Primer
(20pmol/pl), 0,3ul Tag Polymerase (5 u/ul) (Qiagen, Hilden) und 15,3ul HO zusammen.
Die Uberschichtung der Ansitze mit 40ul leichtem Mineralél (Sigma-Aldrich, Steinheim),
sollte deren Verdampfen bei hohen Temperaturen verhindern. Mit dem sense-Primer (MWG
Biotech, Ebersberg) (5-GGCATCCAAACTCTTGAATC-3’, ab Position 69) und dem
antisense-Primer (5-TTTGGGTCTAGAGATCTTGGC-3', ab Position 692) sollte ein 623
Basenpaare grofdes Fragment aus der cDNA der ROMK2-transfizierten Zellen amplifiziert
werden. Nach einem initialen Denaturierungsschritt von 94° C fur 5 Minuten, wurde bei
jedem der 30 Zyklen das Materia verdoppelt. Das ROMK 2-Fragment wurde mit folgendem
Temperaturprofil amplifiziert: ein Zyklus bestand aus der Abfolge von 1 Minute
Denaturierung der DNA bei 94° C, 1 Minute Anlagerung der Primer bei 50°C und 1 Minute
und 15 Sekunden Verlangerung der Primer. Es wurde die cDNA aler 8 Zellklone, die nach

der Transfektion isoliert wurden, Uberprift. Als Kontrollen dienten die sogenannten RT -



Ansdtze und die cDNA der nativen MDCK-F-Z€llen, die nicht mit dem ROMK2 transfiziert

waren.

2.6 Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden durch Agarose- oder Polyacrylamidgelelektrophorese der Grof3e
nach getrennt. Das 1%ige Agarosegel setzte sich zusammen aus 0,6g Agarosepulver (Sigma-
Aldrich, Steinheim) und 60 ml 0,5x TBE-Puffer. Um die Agarose aufzultsen, wurde das
Gemisch in einem Mikrowellenofen aufgekocht und anschlief3end zur Aushértung in einer
Gelkammer in einen Kihlschrank gestellt. Um das denaturierende RNA-Gel zu erhalten,
mischte man zu 0,6g Agarosepulver und 51 ml HLO 6 ml 10x MOPS (3-(N-Morpholin)-
Propansulfonsaure) und 3 ml Formaldehyd.

Zur Herstellung des Polyacrylamidgels (PAGE) mischte man 11 ml Wasser mit 2,25 ml 40%
Acrylamid/Bisacrylamid 29:1 (Bio-Rad, Hercules, Californien), 1,5 ml 10x TBE-Puffer,
150pl Ammoniumpersulfat (10% wi/v) und 15ul TEMED (Amresco, Solon, Ohio) und
pipettierte das Gemisch in die PAGE-Gelkammer (Peglab, Erlangen).

Bevor die PCR-Ansétze in die Geltaschen pipettiert werden konnten, wurden sie mit einem
Ladepuffer (Peglab, Erlangen) vermischt, um die Dichte der Probe zu erhdhen. Nach
Einbringen der Proben in die Geltaschen sackten diese auf den Boden des jewelligen
Kompartiments und konnten sich nicht mehr im Laufpuffer verflichtigen. Um die Grof3e der
aufgetragenen DNA-Fragmente ermitteln zu koénnen, wurde auf jedes Gel zusétzlich ein
Langenstandard (Marker X, 0,07-12,2 kb, Boehringer, Mannheim) aufgetragen. Die
Grolenfraktionierung der eingebrachten DNA-Proben erfolgte durch Anlegen einer Spannung
von 80 mV bei Agarosegelen beziehungsweise 120 mV bei Polyacrylamidgelen. Nach 1 —-1,5
Stunden war Ublicherweise eine ausreichende Trennung erreicht und die Gele wurden mit 10
pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) in einem Wasserbad geférbt. Ethidiumbromid lagert sich an
die DNA an, so dal3 diese mit einem UV-Translluminator (Biometra, Gottingen) als
fluoreszierende Bande erkannt werden kann. Bevor das Gel ausgewertet werden konnte,
mufdte es in einem Wasserbad wieder entfarbt werden, um eine Verbesserung der
Kontrastierung zu erreichen.
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Substanzen 10x PBS-Puffer 10x TBE-Puffer
(in mmol/l) (in mmol/l)
NaCl 1370 -
KCI 27 -
KH>PO4 14 -
NaoHPO,4 x 7TH.O 43 -
C4H11NGOs3 - 890
HsBO4 - 890
0,5M EDTA - 20

Tab. 1: Zusammensetzung von Pufferlosungen.

2.7 Umklonierung des PCR-Produkts

Um sicher zu sein, dai es sich bei genanntem Amplifikat tatsdchlich um ein Fragment des
ROMK?2 handelte, wurde es zur Sequenzierung an ein Fremdlabor geschickt (MWG Biotech,
Ebersberg). Dazu mufdte es zunéchst in einen prokaryotischen Expressionsvektor (pCR 2.1)
einkloniert werden. Dies geschah mit dem ,,Original TA Cloning Kit“ (Invitrogen, Carlsbad,
Californien). Das Prinzip beruht darauf, dal3 die Tag-Polymerase an die 3'-Enden der beiden
DNA-Strange Adeninreste anhangt, die komplementdr zu den 3-Thymidinresten des
linearisierten Vektors sind. Zuerst mufte das PCR-Produkt aus dem Agarosegel mit einer
Rasierklinge ausgeschnitten werden. Die in diesem Agaroseblock befindliche DNA wurde mit
Hilfe von Membranextraktionssdulen (QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN, Hilden)
extrahiert. Von dieser DNA-L6sung wurden 6 pl mit 2 pl des Vektors pCR2.1, 1 pl 10x
Puffer und 1 pl (4 units) T4 DNA Ligase (Invitrogen) vermischt und 16 h bei 14° C im
Thermocycler inkubiert. Das Ligationsprodukt wurde anschliessend in einen E. coli-
Bakterien-Stamm transformiert (TOP10F’, Invitrogen), indem 2 ul der Ligationsldsung zu
den Bakterien pipettiert wurden. Es folgte eine 30 minitige Inkubation auf Eis, eine
Erwarmung im Wasserbad auf 42° C fur exakt 30 Sekunden, die Zugabe von 250 pl S.O.C-
Medium und eine Inkubation im Thermoschuttler (Heidolph, Kehlheim) fir eine Stunde bei
37° C. Beim Ausplattieren, dem gleichmassigem Verteilen der transformierten Bakterien auf
ampicillinhaltigen (50 pg/ml) Luria-Bertani-(LB)-Agar-Platten, wurden 8 pl X-Gal (5-bromo-
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4-chloro-3-indolyl-D-Galactosid; 40 mg/ml) und 40 ul IPTG (Isopropyl-D-thiogalakosidase;
100 mmol/l) mitverteilt. Die Platten wurden tber Nacht im Brutschrank bei 37° C inkubiert.
IPTG und X-Gal bewirken eine Farbverénderung durch ,, Anschalten” des , lac”-Promotors,
wenn ein Vektor ohne Insert transfiziert wurde. Bakterienkolonien mit dem Vektor ohne
Insert erschienen blau. War der Vektor mit Insert transfiziert, erschienen diese well3.
Vermeintlich positiv-transfizierte Bakterienkolonien, die an ihrer weil3en Farbe zu erkennen
waren, konnten so nach der Inkubation von den Platten ,gepickt® und in LB-Medium
suspendiert werden. Um die erfolgreiche Transformation zu zeigen, wurde von dieser L6sung
nochmals eine PCR nach oben beschriebenem Muster durchgefiihrt. Von den , positiven®
Bakterienkolonien wurden jeweils Ubernachtkulturen im Thermoschiittler gezogen, um am
darauffolgenden Tag die Plasmid-DNA isolieren zu kdnnen. Die DNA-Isolation erfolgte mit
dem QIAprep Miniprep Kit (QIAGEN, Hilden). Mit der so gewonnenen Plasmid-DNA fuhrte
ich zudem einen Restriktionsverdau durch, mit dem nachgewiesen werden sollte, dal3 sich das
PCR-Amplifikat im Vektor befand. 5 pul der DNA-L6sung (circa 1 pg DNA) wurden mit 0,7
pl Eco RI (entspricht 7 units), 2 pl 10X Puffer, 2ul 10X BSA und 10,3 pl H2O vermischt und
fur 2 Stunden bei 37° C inkubiert. Anschliessend wurde der Reaktionsansatz wiederum durch
ein Agarosegel getrennt.

Nach Féllung (Natriumacetat, Waschschritte in Ethanol) und Trocknung der verbleibenden
DNA konnte diese dem Labor (MWG Biotech, Ebersberg) in einem Eppendorf-Cap zur

Sequenzierung zugesendet werden.

LB-Medium (/1) LB-Agar (/1) S.0.C.-Medium
Substanzen o
NaCl 59 59 10mmol
Trypton 10 g 109 209
Hefe-Extrakt 59 59 59
1 N NaOH 1ml 1ml -
Agar - 159 -
KCI - - 2,5 mmol
MgSO4 - - 10 mmol
MgCl, - - 10 mmol
Glukose - - 20 mmol
Ampicillin 100 mg 50 mg -

Tab. 2: Zusammensetzung von Nihrmedien fiir die Bakterienkultur.
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2.8 Migrationsexperimente

Mit diesen Versuchen sollte geklart werden, ob sich der Einbau des ROMK2-Kanals in die
MDCK-F-Zellen auf die Migration der Zellen auswirken wirde. Die Versuche wurden an
einem inversen Mikroskop mit Differentialinterferenzkontrast (Zeiss IM 35, Oberkochen) bei
400-facher VergrofRerung durchgefiihrt. Wahrend der Experimente wurden die Zellen
kontinuierlich mit HEPES-gepufferter Ringerldsung superfundiert. Die Zellen befanden sich
auf einem Deckglas, auf das ein Polyethylenring aufgeklebt war. Dieser ermdglichte, dald sich
sténdig ein konstanter Spiegel an Ringerlosung auf dem Deckglas befand. Dieser Spiegel
konnte durch Einstellen der Zulauf- und Absaugpipette, die zu beiden Seiten des Mikroskops
montiert waren, reguliert werden. Die Superfusionslésung wurde vor dem Austritt aus der
Zulaufpipette in einem Wasserbad auf 37° C erwéarmt.

Das Mikroskop war an eine Videoanlage (Videokamera Panasonic TV Camera; Matsushita
Communication Industrial Co. Ltd., Japan; Videorekorder HR-D430EG, JVC, Deutschland)
mit einem Bildverarbeitungsprogramm (JAVA, Jandel Scientific, Corte Madera, USA)
angeschlossen. Die Migration lief3 sich damit am Bildschirm verfolgen und tiber ein Standbild
mit einer individuellen Zellmarkierung, die zu Beginn eines jeden Experiments festgelegt
wurde (siehe Abbildung 2), dokumentieren. Die Auswertung erfolgte anhand von
Videoausdrucken (Video Graphic Printer UP 850, Sony, Japan). Als Mal3 fir die
Migrationsgeschwindigkeit einzelner Zellen diente die Strecke, welche die Vorderkante des
Lamellipodiums pro Zeitintervall zurticklegte. Diese Strecke konnte direkt aus den
Videoausdrucken ermittelt werden. Es mufite dabei gewdahrleistet sein, dal3 sich wahrend der
Versuchsphase sowohl das Lamellipodium, as auch der Zellkern in dieselbe Richtung
bewegen. Damit war sichergestellt, dald3 es sich nicht nur um ein Abflachen der Zellen
(»Spreading®) handelte. Zellen, die unter Kontrollbedingungen eine Geschwindigkeit von
0,4um/min nicht erreichten, wurden nicht gewertet.

Mit dieser Methode untersuchte ich die Migraton von ROMK2- und Mock-transfizierten
Zéllen.
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Abb. 2: Migration einer MDCK-F-Zelle. Diese Abfolge von Bildern dokumentiert die
Migration einer MDCK-F-Zelle. In diesem Experiment wurde alle 5 Minuten
ein Videoausdruck festgehalten. Anhand der Umrandung um die Zelle (weifs),
die zu Beginn des Experiments gelegt wurde, konnte anschliessend zu jedem
Zeitpunkt die zuriickgelegte Strecke ermittelt werden. In diesem Fall migriert
die Zelle mit einer Geschwindigkeit von circa 1 um/min von rechts unten im

Bild nach links oben (Balken entspricht 20 um).

2.9 Patch-Clamp-Experimente

Die Patch-Clamp-Experimente wurden in der sogenannten Ganzzellkonfigration durchgefthrt

[10]. Mit dieser Technik war es moglich, Strome an einzelnen Zellen zu messen. Dazu war es
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notig, zunéchst eine dichte Verbindung, die, Seal* genannt wird, zwischen Zelle und Pipette
herzustellen, wie in Abbildung 3 ersichtlich wird. Die Pipette wurde dabel unter
mikroskopischer Kontrolle vorsichtig auf die Zelle gefahren, ohne sie dabel zu verletzen.
Dann wurde durch Saugen an einem Schlauchsystem, das mit der Pipette verbunden war, ein
Unterdruck erzeugt. Die Ganzzellkonfiguration wurde dann dadurch erreicht, da3 der
Unterdruck die Membran im Bereich der Kontaktstelle Zelle-Pipette aufbricht und eine
Verbindung zwischen Zelle und Pipette entstand.

(o o
T o1

& &

Abb 3.: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte zum Erreichen eines ,Seals‘. (Uber

o

den Zellschemata sind die Anzeigen im Oszilloskop aufgezeichnet.)

A. Die Pipette ist noch weit von der Zelle entfernt. Es fliefst ein grofser Strom.

B. Die Pipette ndihert sich der Zelle. Der Strom verkleinert sich aufgrund des hoher
werdenden Widerstands.

C. Das ,Seal‘ist gebildet. Es flief3t kein Strom mehr.

D. Durch Anlegen eines Unterdrucks wird die Zellmembran aufgebrochen. Die Zelle ist
nun direkt mit dem Verstdrker verbunden. Man kann so den iiber die gesamte

Zellmembran flieffenden Strom messen.
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Innerhalb kurzer Zeit tauschte sich die exakt definierte Pipettenldsung mit der intrazelluléren
Flissigkeit aus. Nun konnte Uber die Verstdrker, der enerseits mit der Pipette und
andererseits mit der Badlsung in Verbindung stand, der Strom gemessen werden, der durch
alle lonenkanéle der Zellmembran flof3.

Mit diesen Experimenten sollte gezeigt werden, dal? sich funktionelle ROMK 2-K anal proteine
in der Membran der transfizierten Zellen befanden. Die Versuche wurden mit ROMK2-
transfizierten Zellen und mit Mock-transfizierten Zellen durchgefiihrt. Die Zellen wurden in
ahnlicher Weise, wie bel den Migrationsexperimenten behandelt und kontinuierlich mit 37° C
warmer Ringer-Losung Ubersplilt. Die Blockade des ROMK2-Kanals wurde durch Zugabe
des Kalium-Kanal-Blockers Bariumchlorid (5 mmol/l) erreicht. Zusétzlich wurden auch
Ringerl6sungen verwendet, die 140 mmol/l KCI enthielten. Die Pipettenlésung war nominell
Ca’*-frei, um eine Aktivierung der endogenen, Ca&*-abhdngigen Kalium-Kande zu
vermeiden. Die Pipetten (Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt) wurden mit einem Puller (FMI
GmbH, Pohlheim) in einem zweistufigen Prozess gezogen. Anschliessend wurden sie
»poliert”, das heifdt, sehr nahe an einen glihenden Wolfram-Draht gefthrt, um sie zu
verguten. Die Pipetten wurden durch eine diinne Kunststoffkantle mit der Pipettenldsung
gefullt. Um dem ,,Run-Down“-Effekt des ROMK2-Kanas entgegenzuwirken, wurde die
Pipettenlésung mit 0,1 mmol/l ATP versetzt [48]. Aufgrund der Instabilitdt des ATP mulite
die Pipettenlésung stets auf Eis aufbewahrt werden. Die Pipetten waren an einem
Mikromanipulator (ZEISS, Oberkochen) befestigt, mit dem es Uber eine elektronische
Joystick-Steuerung (ZEISS, Oberkochen) mdglich war, sie moglichst nahe an die Zellen
heranzubringen. Verbunden waren die Pipetten mit einem Patch-Clamp-Verstarker (L/M-
EPC7, List Electronic, Darmstadt). Dieser Verstarker depolarisierte die Zellen ale 2
Sekunden fir 400 ms, ausgehend bei einem Haltepotential von —80 mV, in 10 mV — Schritten
bis +60 mV (siehe Abbildung 4). Die Strdme wurden auf einem EDV-System mit PCLAMP
Software V 5.5.1 (Axon Instruments, Foster City, CA, USA) digitaisiert und analysiert. Die
Kurvenverlaufe wurden mit einem Thermodrucker aufgezeichnet (EasyGraf TA 240,
GOULD, Valley View, Ohio, USA; siehe Abbildung 8).

Die Ergebnisse wurden, um sie tbersichtlicher darstellen zu kdnnen, normiert. Dazu wurde
der jeweilige Maximalstrom einer Messreihe gleich 1 gesetzt und die dbrigen Strome im
Verhdltnis dazu umgerechnet.
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— 40 mV
- 0 mV
- -40mV

-80 mV

Abb. 4: Pulsprotokoll fiir die Patch-Clamp-Experimente. Ausgehend von —80 mV wurde das

Membranpotential alle 2 Sekunden fiir 400 ms auf einen jeweils 10 mV héheren Wert

bis hin zu 60 mV geklemmt.

Hoch-Kalium-Ringerl6sung
Substanzen Ringerlésung (in (in mmol/l) Pi pettenl 6sun
mmol/l) g
NaCl 122,5 - -
KCl 54 140 140
MqgCl, 0,8 0,8 1
CaC|2 1,2 1,2 -
NapHPOsx H20 1 1 -
Glukose 55 55 -
HEPES 10 10 10
EGTA - - 1
PH 74 74 74

Tab. 3: Zusammensetzung verschiedener Ringerlésungen fiir Migrations- und Patch-
Clamp-Experimente. Die mit HEPES gepufferten Losungen wurden mit 1 mol/l
NaOH-Losung auf pH 7,4 titriert.
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2.10 Immunfluoreszenz-Versuche

Die Lokalisation der ROMK2-Proteine in der Zellmembran der transfizierten MDCK-F-
Zellen sollte mit Hilfe der indirekten Immuncytochemie untersucht werden. Der polyklonale,
affinitétsgereinigte  Antikorper, war durch Immunisierung von Kaninchen gegen das
gesammte Kanalprotein hergestellt worden (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr.
Jason Xu, Nashville, U.SA.).

Zuerst wurden die auf den Objekttragern angesdten Zellen mit PBS-Puffer in den
Kulturschalen kurze Zeit gewaschen, bevor sie 30 Minuten in 4%igem Paraformaldehyd in
PBS (pH 7,4) fixiert wurden. Dieser und die weiteren Schritte erfolgten in Glaskivetten, in
der die Objekttrager stehend gelagert werden konnten. Es folgte wiederum ein Waschschritt
mit PBS, bevor die Zellen mit 0,1 % Triton in PBS permeabilisiert wurden. Die
Zellmembranen wurden damit durchldssig gemacht, so dass die priméren Antikorper spater
bei der Inkubation in die Zellen gelangen konnten. Nach zwel weiteren PBS-Wasch-Schritten
a 5 Minuten wurde 30 Minuten mit Ziegennormalserum (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) (10% in 10 mmol/l Phosphat, 150 mmol/l NaCl, bei pH 7,8) bei Raumtemperatur
»geblockt®, um ein unspezifisches Anlagern des 1. Antikorpers zu verhindern. Hierzu wurde
das Serum mit einer Pipette direkt auf die Felder auf dem Objekttrager aufgetragen. Wéahrend
dieser Zeit wurden die Objekttrager in einer grof3en, befeuchteten Petrischale, die als eine Art
»Humidor” funktionierte, gelagert, um ein Austrocknen der bedeckten Felder zu verhindern.
Danach wurde der 1. Antikorper in einer Verdinnung von 1:400 in 10% Ziegennormal serum
auf die Zellfelder gegeben und wiederum in der befeuchteten Petrischale 2-3 h bel
Raumtemperatur inkubiert. Um den 1. Antikdrper zu entfernen, folgten zwei Waschschritte
mit einer PBS-LOsung, die zusétzlich 28 g/l NaCl enthielt, und zwei weitere Waschschritte
mit normalem PBS. Der zweite Antikorper (Anti-Kaninchen 1gG cy3, DIANOVA, Hamburg),
der sich spezifisch an den ersten anlagern sollte und der nach Anregung mit gefiltertem,
monochromatischem Licht der Wellenlange 520 nm fluoreszierte, wurde danach fir eine
Stunde bei Raumtemperatur, in einer Verdinnung von 1:100 auf die Zellfelder des
Objekttragers gegeben. Nach weiteren Waschschritten mit Natriumchlorid-angereichertem-
PBS und normalem PBS erfolgte das , Eindecken* der Objekttrager mit ein paar Tropfen
Eindeckmedium (VECTASHIELD, Vector Lab., Burlingame, Californien) und einem
Deckglas. Die angeféarbten Zellen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop (IM 35, Zeiss,
Oberkochen) betrachtet. Der Fluoreszenzfarbstoff am zweiten Antikdrper wurde mit Hilfe

eines entsprechenden Filters (IM 35, Zeiss, Oberkochen), der am Mikroskop montiert war,
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mit der Wellenlange | = 520 nm angeregt. Das Ergebnis wurde durch Aufnahmen mit einer

Spiegelreflexkamera (CONTAX, Japan), die ebenfalls am Mikroskop montiert war,
dokumentiert.

Sichtbares Licht
A
A ! A

! 7
/\ L
!
i /\Zellmembran

Antigen
(ROMK?2)

Fluoreszenz-
lichtquelle

Abb. 5: Schemazeichnung der Funktionsweise der indirekten Immunfluoreszenz.
Der erste Antikorper bindet an das Kanalprotein. Der zweite Antikorper ist gegen den
ersten gerichtet. Der fluoreszierende Farbstoff cy3 ist an den zweiten Antikérper

gekoppelt und fluoresziert nach Anregung mit Licht der Wellenlinge | =520 nm.

2.11 Statistik

Die Ergebnisse sind as Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) angegeben.
Signifikante Unterschiede wurden mit dem Student’s t-test fir gepaarte, beziehungsweise
ungepaarte Stichproben geprift, wobei das Signifikanzniveau bel p <0,05 lag.
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3. Ergebnisse

3.1 Stabile Transfektion

Etwa eine Woche nach der Transfektion der MDCK-F-Zellen mit dem ROMK2-Kanal und
der Selektion mit dem Antibiotikum Geneticin begannen die meisten Zellen abzusterben. In
dieser Zeit wurde das Kulturmedium &fters ausgetauscht, um kein totes Zellmaterial in den
Kulturschalen zu belassen. Nach einer weiteren Woche verblieben in den Schalen lediglich
einzelne Zellkolonien. Die Zellen in diesen Anhaufungen hatten die gleiche Morphologie wie
MDCK-F-Zellen (siehe Abbildung 6).

Abb. 6: Aufnahmen aus der Zellkultur. Diese Photographien zeigen, daf3 vor (4) und
nach (B) der Transfektion die fiir die MDCK-F-Zellen typische Morphologie zu

erkennen ist: Die Zellen lassen ein Vorderende, das Lamellipodium (Pfeil) und ein

Hinterende, den Zelleib (Stern), erkennen (Balken entspricht 20 um).
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Unter dem Mikroskop wurden unter sterilen Bedingungen aus diesen Kolonien einzelne
Zellen isoliert und in kleinere Kulturschalen mit Medium Gbertragen. Es konnten acht stabile
MDCK-F/ROMK2-Zellklone gewonnen werden. Nach der Transfektion der MDCK-F-Zellen
mit dem Leervektor pcDNA3 konnten drei mock-transfizierte Klone nach selbigem Schema
isoliert werden.

Auch bei diesen Zellen fiihrte die Transfektion zu keiner Anderung der Morphologie.

3.2 RT-PCR-Versuche

Die RNA der ROMK2-transfizierten Zellklone war das Ausgangsmaterial fir den Nachweis
der erfolgreichen Transfektion mittels der RT-PCR. Nach Herstellung der cDNA mit der
reversen Transkriptase wurden ale Proben mit dieser Methode untersucht. Lediglich bei
einem Zellklon liefd sich das zu erwartende Amplifikat mit einer Grél3e von 623 Basenpaaren
nachweisen. Dieser Klon wurde ab diesem Zeitpunkt fir alle weiteren Experimente
verwendet. Aus der cDNA der nativen MDCK-F-Zellen und der Negativkontrolle RT konnte
kein ROMK 2-Fragment amplifiziert werden.
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Abb. 7: RT-PCR-Nachweis der erfolgreichen ROMK2-Transfektion. Abbildung eines
Polyacrylamidgels. In diesem wurden in den Taschen 1-4 folgende Proben
aufgetragen: 1. Der Marker dient als Ldngenstandard.

2. Bei nicht-transfizierten MDCK-F-Zellen lief3 sich kein Fragment
nachweisen.

3. RT-Ansatz, bei dessen cDNA-Synthese das Enzym reverse
Transkriptase fehlte, enthdlt ebenfalls kein ROMK?2-Fragment.

4. Hingegen war das erwartete Fragment mit einer Grofse von 623
Basenpaaren beim RT -Ansatz eines ROMK2-transfizierten Zellklons

nachzuweisen (rechts).

Das PCR-Produkt wurde in den pcR2.1-Vektor einkloniert und danach in Bakterien
transformiert. Von den vermeintlich positiven weil3en Bakterienkolonien ergab sich durch die
folgende PCR eine Bestdtigung, da? es sich um ROMK?2-positive Kolonien handelte.
Abbildung 8 zeigt, dai3 in allen Kolonien das ROMK2-Fragment nachzuweisen war. Somit

war die Umklonierung erfolgreich.
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Abb. 8: Agarosegel einer PCR von Bakterienkolonien. Das Amplifikat mit einer Grofie von
623 Basenpaaren konnte durch einen erneuten PCR-Versuch in allen untersuchten

Bakterienkolonien nachgewiesen werden.

Um ein falsch positives PCR-Ergebnis auszuschlief3en, fuhrte ich einen Restriktionsverdau
durch, wobei das ROMK2-Fragment aus allen Plasmiden herausgeschnitten werden konnte.
Nach diesem Ergebnis wurde eine der Bakterienkolonien fir eine Sequenzierung
herangezogen. Nach erneuter Vervielféltigung des ROMK2-Fragments in Bakterienkulturen
konnte die Firma MWG Biotech (Ebersberg) bel der Sequenzierung feststellen, dal3 es sich
bei dem PCR-Produkt um ein Fragment des ROMK2-Kanals handelte. Damit hatte ich auf
MRNA-Ebene zweifelsfrel nachgewiesen, dal? der untersuchte MDCK-F-Zellklon mit dem
ROMK2-Kanal transfiziert war

3.3 Patch-Clamp-Experimente

Ziel der Patch-Clamp-Experimente war es, den funktionellen Einbau des ROMK?2 in die
Plasmamembran der MDCK-F-Zellen zu zeigen. Bei den Kontrollzellen (n=6) (Mock-
transfizierte Zellen, siehe Abbildung 10 A) ergab sich in physiologischer Ringerlésung ein
Strom mit geringer Amplitude, dessen Umkehrpotential bei anndhernd 0 mV lag. Das spricht
dafiir, dal? kein nennenswerter K*-Strom vorhanden ist. Es kann davon ausgegangen werden,
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da3 es sich dabei vor allem um CI'-Strome handelt, deren Umkehrpotential bei den
verwendeten Ldsungen O mV betragt.

Die Expresson des ROMK2-Kalium-Kanals ruft einen charakteristischen, leicht
einwartsgleichrichtenden Kalium-Strom hervor [18]. Das heildt, bei identischen Triebkréften
zwischen Zelle und Aulenmedium leitet der Kanal die Kaliumionen besser in die Zelle as
aus der Zelle heraus. Entsprechend ist die Amplitude fir einwdrts gerichteten Strom grof3er
alsdie fur auswarts gerichteten Strom.

Die Abbildung 9 zeigt die Originalaufzeichnung der Messung einer ROMK2-transfizierten
MDCK-F-Zelle in physiologischer Ringerlosung. Die Werte dieser Ausdrucke wurden
gemittelt, normiert und sind in Abbildung 10 B dargestellt. Wie die Abbildung 10 B zeigt,
liegt das Umkehrpotential deutlich negativer als bel den Mock-transfizierten Zellen, ndmlich
bei circa-50 mV. Oft war dabel ein ,, Run-Down*-Phanomen zu beobachten, das typisch fur
diesen Kalium-Kanal ist [48]. Dieser Effekt auf3ert sich in einem Verlust des ROMK2-
kennzeichnenden Kaliumstromes nach einer bestimmten Versuchszeit. Dem konnte
entgegengewirkt werden, indem der Pippettenlosung jeweils 0,1 mmol/l ATP zugegeben
wurde. Der ,,Run-Down* konnte dadurch hinausgezogert werden.

Abbildung 10 B zeigt dartiber hinaus ein weiteres Charakteristikum des ROMK2-Kanals.
Durch die Zugabe von Bariumionen konnte gezeigt werden, dal? der K*-Strom durch den
Einbau des ROMK?2 zustande kam. Der Strom durch diesen Kanal ist gut hemmbar durch
Bariumionen (Ba®") im Extrazelluldrmilieu [48]. Nach der Zugabe von 5 mmol/l
Bariumchlorid senkte sich die Stromamplitude ab und das Umkehrpotentia verschob sich in
Richtung 0 mV.

In weiteren Experimenten wurde die K*-Selektivitat des neu aufgetretenen Stromes Uberprift.
ROMK 2-transfizierte Zellen wurden sowohl unter physiologischen Bedingungen (n=10) mit
einer extrazelluldren Kaiumkonzentration von 5 mmol/l (Abb. 10 B), als auch unter
Bedingungen mit einer hohen extrazelluldren Kaliumkonzentration von 140 mmol/l
untersucht (n=7, Abb. 10 C). In Abbildung 10 C sind die Versuche von ROMKZ2-
transfizierten Zellen in Ringerlésung mit hohem Kaliumgehalt (140mmol/l) zusammengefalit.
Wie fir einen K'-selektiven Kanal zu erwarten, verschiebt sich bei ausgeglichenen
lonenverhdtnissen auf beiden Seiten der Zellmembran das Umkehrpotential gegen OmV.
Auch hier ist ein eindeutiger Riickgang der Stromamplitude nach Ba®*-lonen-Gabe zu
verzeichnen. Diese Ergebnisse bestdtigten den Einbau von funktionellen ROMK2-
Kanalproteinen in die Zellmembran der transfizierten MDCK-F-Zellen.
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Abb. 9: Originalaufzeichnung eines typischen Patch-Clamp-Experiments bei
physiologischem K'-Gradienten. Die dicke, nahezu durchgehende Linie zeigt den
Strom bei der Haltespannung von —80 mV. Die verschieden grofsen Ausschldge sind

die Stromantworten, mit denen die Zelle auf die Spannungspulse des Patch-Clamp-
Verstdirkers ,, antwortet “.
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A. MDCK-F/Mock

Abb. 10 A-C: Diagramme, die den

Einbau funktioneller ROMK2-Proteine

in den transfizierten MDCK-F-Zellen
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zeigen.

A. Mock-transfizierte MDCK-F-Zellen in

physiologischer Ringerlosung. Das
Umkehrpotential liegt bei etwa 0 mV.
Das heifst, in diesen Zellen ist kein K -
Strom nachzuweisen.

ROMK 2-transfizierte Zellen in
physiologischer Ringerlosung. Das
Umkehrpotential liegt bei ca. —50 mV.
Nach Zugabe von Ba*" fiillt die
Stromamplitude deutlich ab und das
Umkehrpotential verschiebt sich zu
positiveren Werten.
ROMK2-transfizierte Zellen in Hoch-
Kalium-Ringerlosung (140mmol/l).
Das Umkehrpotential verschiebt sich
gegen 0 mV und die Stromamplitude

nimmt nach Gabe von Ba’" ab.



3.4 Migrationsexperimente

Diese Versuche sollten zeigen, ob sich der Einbau des ROMK2-Kanals in die Zellmembran
der MDCK-F-Zellen auf das Migrationsverhaten auswirkt. Dazu wurden ROMK?2-
transfizierte Zellen und zur Kontrolle auch Mock-transfizierte Zellen untersucht. Damit sollte
ausgeschlossen werden, daf3 die Transfektion an sich die Migration beeinflufl®t. Unter
Kontrollbedingungen ergab sich mit HEPES-gepufferter Ringerlosung fur Kontrollzellen
(Mock-transfiziert) eine durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit von 1,04 + 0,04
pm/min (n = 20). Diese Geschwindigkeit entspricht genau derjenigen von untransfizierten
MDCK-F-Zellen [39]. Die ROMK2-transfizierten Zellen wanderten mit ener
Geschwindigkeit von 0,74 + 0,02 pm/min (n = 21). Der Einbau ROMK2-Kanals senkt damit
die Migrationsgeschwindigkeit signifikant um fast 30%.

Das kann als weiterer Hinweis daflir gewertet werden, dal sich funktionelle Kanalproteine in
der Zellmembran der ROMK 2-transfizierten MDCK-F-Zellen befinden missen.

——= MDCK-F-mock (h=20)
1,2 === MDCK-F/ROMK2 (n=21)

1,0
0,8
0,6

0,4

Migration (um/min)

0,2

0,0

Abb. 11: Migrationsexperimente. Die Grafik zeigt die Durchschnittsgeschwindigkeiten von
Mock-transfizierten Zellen und ROMK2-transfizierten Zellen. Letztere migrieren um
circa 30% langsamer.
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3.5 Verteilung des ROMK? in migrierenden MDCK-F-Zellen

Um die Kernfrage nach der Lokalisation des ROMK2-Kanalproteins in den transfizierten
MDCK-F-Zellen zu kléren, wurden Versuche mit indirekter Immunfluoreszenz durchgefiihrt.
Vorhergehende Versuche, bel denen Markerproteine der basolateralen Zellmembran an der
Fihrungskante des Lamellipodiums der MDCK-F-Zellen nachgewiesen werden konnten,
sollten as Vergleich dienen. Dabei wurde wiederum besonderes Interesse auf die
Fihrungskante der migrierenden MDCK-F-Zellen gelegt. Von Interesse war dabel
herauszufinden, ob auch der ROMK2, ein Markerprotein der apikalen Membran von
Epithelzellen, an der Fiihrungskante lokalisiert sein wirde oder nicht. Der gegen den ROMK?2
gerichtete, polyklonae Antikorper wurde schon verwendet, um den ROMK2 in
Nierentubuluszellen nachzuweisen [15]. Kontrollexperimente wurden durchgefihrt, um eine
unspezifische Anférbung auszuschliessen. Hierbei wurde das Versuchsprotokoll auf Mock-
transfizierte MDCK-F-Zellen angewendet, beziehungsweise bei ROMK 2-transfizierten Zellen
der 1. Antikorper weggelassen und nur mit dem 2. Antikorper angeférbt.

Wiedie Abbildung 12 A zeigt, konnte der transfizierte ROMK2-Kanal diffus tiber den Zelleib
der migrierenden MDCK-F-Zéelle verteilt nachgewiesen werden. An der Fihrungskante des
Lamellipodiums der ROMK2-transfizierten Zellen war keine Farbmarkierung durch die
Antikorper zu beobachten (Pfeile). Eine starke Anfarbung war um die Kernregion der Zellen
zu beobachten. Das ist damit zu erkldren, dal? die Zelle an dieser Stelle am dicksten ist. Dort
hat sie die ,,meiste Substanz“ und es Uberlagern sich vermutlich in diesem Bereich Signale
intrazelluldren Ursprungs im Endoplasmatischen Retikulum und dem Golgi-Apparat.

Wie zu erwarten, war in den Mock-transfizierten MDCK-F-Zellen keine spezifische
Anférbung durch den ersten oder den zweiten Antikorper nachzuweisen. Ebenso waren die
Anférbungen ohne den ersten Antikorper negativ. (siehe Abbildung 12 B). Die ROMK2-
Proteine sind demnach in den migrierenden Zellen anders verteilt als ,basolaterale” Proteine.
Um zu zeigen, dal3 in den transfizierten MDCK-F-Zellen auch andere Markerproteine
differenziert nachzuweisen sind, wurden Experimente mit Antikdrpern gegen den Chlorid-
Bikarbonat-Austauscher (AE2) durchgefuhrt. Wie in vorhergehenden Experimenten [23]
konnte dieser, im Gegensatz zum ROMK2, an der Fuhrungskante des Lamellipodiums
nachgewiesen werden (Abildung 12 C).

Dies zeigt, da’3 durch die Transfektion mit dem ROMK2 die Vertellung von anderen
Proteinen in den migrierenden MDCK-F-Zellen nicht beeinflufdt wird.
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Abb. 12: Immunfluoreszenzversuche.

A.  Anfdrbung des ROMK2 in Fiihrungskante des Lamellipodiums
(Pfeilmarkierungen den transfizierten MDCK-F-Zellen. Das Kanalprotein verteilt
sich diffus in den Zellen. Es ist keine Anreicherung an der) nachzuweisen (Balken
entspricht 20 um).

B. In Mock-transfizierten MDCK-F-Zellen war kein ROMK?2-Kanalprotein
nachzuweisen.

C. Auch in ROMK?2-transfizierten MDCK-F-Zellen ist der CI/HCO; -
Austauscher (AE2) am Vorderende der Zelle angereichert (Pfeilmarkierungen).
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4. Diskussion

MDCK-F-Zellen haben den typischen morphologischen Aufbau von migrierenden Zellen.
Man kann an ihnen klar ein Vorderende (Lamellipodium) von einem Hinterende (Zelleib)
unterscheiden [16, 36]. Die Migration wird sowohl durch dynamische Umbauvorgange des
Zytoskeletts [3], als auch von polarisiert in der Membran verteilten lonenkandlen und —
austauschern unterstiitzt [37]. Dabei kommt es zu einem engen Zusammenspiel dieser beiden
Komponenten. Die lonenkanal e und —transporter schaffen unter anderem durch Einstellen des
Zellvolumens das intrazellulare Milieu fur das optimale Funktionieren der zytoskelettalen
»Migrationsmaschine“ [33]. Ohne die Polariserung der migrierenden Zellen ware die
Migration nicht moglich, da in diesem Fall nicht definiert wére, an welchem Ende der Zelle
das Zytoskelett erweitert und an welchem Ende es abgebaut werden mufte. Dabei betrifft die
Polariserung sowohl das Zytoskelett als auch die Verteilung und Funktion von
Membranproteinen. Der unterschiedlichen Verteilung von lonenkanden und —transportern
liegt ein unterschiedliches , Sorting' zugrunde. Dabei handelt es sich um den Transport von
Membranproteinen auf dem Weg vom endoplasmatischen Retikulum, dem Ort der
Proteinbiosynthese, Uber das Trans-Golgi-Netzwerk in bestimmte Bereiche der Zellmembran,
dem Bestimmungsort. Die unterschiedliche Verteilung von Membranproteinen ist fur die
korrekte Funktionsweise, zum Beispiel von Epithelzellen, von grof3er Bedeutung. Bei
Epithelzellen  wurde das ,Sorting' und  folglich  die  unterschiedliche
Membranproteinverteilung bisher gut beschrieben [8, 13, 20, 21, 46]. Fir das ,Sorting'
werden unter anderem Sequenzabschnitte in den jeweiligen Proteinen verantwortlich
gemacht. Ein solches , Sorting-Motiv*, das den Transport eines Proteins zur basolateralen
Membran in Epithelien hervorruft, ist das Dileucin (LL) [4]. Genau dieses Dileucin-Maotiv ist
auch verantwortlich fiir den Transport eines Ca?*-empfindlichen K*-Kanals zum Vorderende
in migrierenden Zellen [41]. Damit war die Korrelation zwischen basolateraler Membran im
Epithel einerseits und dem Vorderende in migrierenden Zellen anderereseits gezeigt. Besitzt
ein Protein kein bestimmtes Motiv, so wird es zur apikalen Zellmembran transportiert oder
diffus in Epithelzellen verteilt [13]. Die Anreicherung von bestimmten , basolateralen®
lonentransportern am Vorderende der migrierenden Zelle ist ebenso von grof3er Bedeutung fir
die Migration.

Das Ziel meiner Arbeit war, herauszufinden, ob es bel migrierenden MDCK-F-Zellen, wie bei
polarisierten Epithelzellen verschiedene Wege fir den Proteintransport in die Zellmembran
geben wirde. Es war bis dahin ungeklart, wo sich in den migrierenden Zellen ein Protein der
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apikalen Epithelzellmembran wiederfinden wirde. Um dieser Frage nachzugehen,
transfizierte ich den apikalen K'-Kanal ROMK?2 [15] in die migrierenden MDCK-F-Zellen.
Die stabile Transfektion wurde durch molekularbiologische und elektrophysiologische
Experimente bewiesen. Zum Nachweis der Funktionalitdt von ROMK2-Kanalproteinen in der
Zellmembran der transfizierten MDCK-F-Zellen wurden Patch-Clamp-Experimente
durchgefihrt. Eindeutig ist eine Verringerung der Stromamplitude nach Zugabe des Kalium-
Kanal-Blockers Bariumchlorid (BaCly) zu erkennen. Diese Beobachtungen wurden zuvor
auch in anderen Studien Uber die Eigenschaften des ROMK2 gemacht [11, 45]. Um dem
» Run-Down“-Phénomen entgegenzuwirken und die Offenwahrscheinlichkeit (P,) der
ROMK2-Kande zu erhohen, wurde der Pipettenlosung bei diesen Experimenten ATP
zugegeben [48].

Ganz offensichtlich hat der Einbau des ROMK2-Kanals auch einen Einflu auf das
Migrationsverhalten. Das Ergebnis der um 30% herabgesetzten Migrationsgeschwindigkeit
korreliert mit einer frilheren Studie. Die pharmakologische Aktivierung des endogenen Ca?*-
abhangigen K*-Kanals senkte die Migrationsgeschwindigkeit der MDCK-F-Zellen um 20-
40% [39]. Ebenso wie die Aktivierung des Ca?*-abhangigen K*-Kanals ruft auch der Einbau
des ROMK2-Kanals in die Membran von MDCK-F-Zellen eine erhdhte K*-Kanalaktivitét
hervor, was zum Beispiel durch eine Verdnderung der Volumenhomd@ostase zu einer
Verringerung der Migrationsgeschwindigkeit fuhrt. Die Volumenhomd@ostase ist eng mit der
Migrationsfahigkeit verbunden [32].

Die Beobachtung, daf3 der ROMK2-Kanal diffus in der Plasmamembran der migrierenden
MDCK-F-Zellen verteilt ist und keine Anreicherung an der Vorderkante des Lamellipodiums
nachgewiesen werden konnte, deckt sich auch mit den Uberlegungen (ber das
Migrationsmodell, das in der Einleitung schon angesprochen wurde: Am Lamellipodium der
migrierenden Zelle tragen zum Beispiel die beiden lonenaustauscher AE2 und NHEL, tber
die Aufnahme von Na" und CI", zur Zunahme des Volumens bei [14]. Dieses Volumen muR,
um der Volumenhomoostase gerecht zu werden, auch wieder abgegeben werden. In nativen
Zellen geschieht das durch die oszillierende Aktivitdt des endogenen Ca®*-abhangigen K*-
Kanals [32]. Diese oszillierende K*-Kanalaktivitat wird in den transfizierten Zellen durch die
permanente Aktivitét des ROMK?2 (berlagert und damit wird der Einfluld auf die Migration
offensichtlich  abgeschwacht.  Moglicherweise  spielt  dabei  eine  verénderte
V olumenhoméostase eine wichtige Rolle [39].

Ahnliche Beobachtungen zur Lokalisation apikaler Markerproteine wurden zuvor mit dem
Influenzavirus-Hamagglutinin gemacht [23]. Auch ein apikaler lonentransporter (Na'/H*-

31



Austauscher NHE3) konnte nicht am Vorderende migrierender Zellen nachgewiesen werden,
sondern ist diffusin der Plasmamembran verteilt [43].

Wichtig ist auch festzuhalten, dal’ das ROMK 2-Protein trotz Uberexpression in den MDCK -
F-Zellen nicht an der Vorderkante des Lamellipodiums angereichert ist. Meine Befunde
unterstiitzen daher die Hypothese, dal3 es auch bei migrierenden Zellen unterschiedliche
Sorting-Mechanismen gibt, die den apikalen und basolateralen Transportwegen in normal
polarisiertem Epithel entsprechen. Dabel bleibt zu kléaren, ob es sich bei den transformierten
MDCK-F-Zellen um die gleichen oder um ahnliche Sorting-Motive handelt, wie man sie aus
den unverénderten Epithelzellen kennt.

Die Untersuchungen Uber die Zusammenhange von lonenkandlen und —transportern und der
Migration von Zellen befinden sich in einer frihen Phase. Das zuvor beschriebene Modell der
migrierenden Zelle bedarf noch vieler Studien zur Klarung wichtiger Sachverhalte, zum
Beispiel wie der lonentransport die zytoskelettalen Vorgénge beeinflud und durch welche
M echanismen die Proteine zu den bestimmten Membrandomanen gelangen.

Gerade im Hinblick auf die Tatsache, dal3 circa 90% aller Tumoren epithelialen Ursprungs
sind, ist es bedeutsam, solch grundiegende Fragen wie die Polarisierung von migrierenden
Zellen ndher zu untersuchen. Von grofler Wichtigkeit scheinen mir auch die
Gemeinsamkeiten und die Unterschiede zwischen Epithelzellen und migrierenden Zellen. Auf
diese Art und Weise konnte die Klarung einfacher physiologischer Modelle und
Zusammenange vielleicht eines Tages ein Gewinn fur die klinische Forschung im Bereich der
Neoplasien und ihrer Metastasen sein.
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5. Zusammenfassung

Die Zellmigration hat eine grof3e Bedeutung in essentiellen Prozessen im Saugerorganismus,
wie der Tumormetastasierung, der Wundheilung, der Embryogenese oder im Immunsystem.
Neben der zytoskelettalen Komponente, die den Zellen Bewegungsfahigkeit ermdglicht, sind
auch Vorgange auf ionaler Ebene von Bedeutung. Bel den in dieser Arbeit untersuchten
MDCK-F-Zellen handelt es sich um transformierte Nierenepithelzellen, die urspringlich aus
der Hundeniere stammen. Fir die Funktion eines Epithels ist es essentiell, dal3 lonenkanédle
und —transporter korrekt in die apikale und basolaterale Zellmembran eingebaut sind. Bisher
war bekannt, dal3 Markerproteine der basolateralen Epithelzellmembran am Vorderende der
migrierenden MDCK-F-Zellen |okalisiert sind. Es sollte nun geklart werden, wo in den
MDCK-F-Zellen ein Markerprotein zu finden sein wirde, das sich physiologischerweise in
der apikalen Membran von Epithelzellen befindet. Damit sollte ein Beitrag zur Beantwortung
der Frage geleistet werden, ob in migrierenden Zellen, ebenso wie in epithelialen Zellen,
Membranproteine tber unterschiedliche Transportwege in die Zellemembran gelangen.

Die Zellen wurden dazu stabil mit dem Kalium-Kanal ROMK2 transfiziert, ein Protein dasin
der apikalen Zellmembran von Sammelrohrepithelzellen der Niere zu finden ist. Der Erfolg
der Transfektion wurde durch RT-PCR-Versuche nachgewiesen. Ganzzell-Patch-Clamp-
Experimente wurden durchgefiihrt, um den Einbau funktioneller ROMK2-Kanalproteine in
die Zellmembran der transfizierten MDCK-F-Zellen zu beweisen. Migrationsexperimente
haben gezeigt, dal? sich der Einbau des Kanals auf die Migration der transfizierten Zellen
auswirkt. Mit der Immuncytochemie wurde die Lokalisation des ROMK2 in den migrierenden
Zellen geklart. Folgende Ergebnisse zeigten sich:

RT-Polymerasekettenreaktion und die anschlieffende Sequenzierung des PCR-Produkts
wiesen nach, daf? die MDCK-F-Zellen stabil mit dem ROMK2-Kanal transfiziert wurden.
Die Expression des ROMK2-Kanals in den transfizierten MDCK-F-Zellen ruft einen
Ba’*-hemmbaren K*-Strom hervor, der in den Wildtyp- und Mock-transfizierten Zellen
nicht nachzuweisen war.

Die Transfektion mit dem ROMK2 senkt die Migrationsgeschwindigkeit der MDCK-F-
Zellen um circa 30%.

Das ROMK2-Kanaprotein ist diffus in der Zellmembran der transfizierten migrierenden
Zellen verteilt. Sein Einbau beeinflul®t nicht die Anreicherung des CI/HCOs -
Austauschers (AE2) am Vorderende der MDCK-F-Zellen.
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Ein apikales Markerprotein (ROMK?2) hat demnach eine von den basolateralen Proteinen
unterschiedliche Lokalisation in den migrierenden MDCK-F-Zellen. Das deutet darauf hin,
dal3 es in den migrierenden Zellen wie in den polarisierten Epithelzellen unterschiedliche

Transportwege flr Proteine zur Zellmembran gibt.

basolateral

HCO,’

Abb. 13: Zusammenfassung. Diese Schemazeichnung fal3t zusammen, dal3 basolaterale
Membranproteine in migrierenden Zellen am Vorderende lokalisiert sind,
wohingegen apikale Markerproteine diffus verteilt sind.
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Abkiirzungen:

AE2
ATP
cDNA
DMF
DNA
dNTP
DTT
1-EBIO
EDTA
HEPES
IPTG
Kir
LB-Medium
MDCK
MDCK-F
MEM
MOPS
NHE
PAGE
PBS
PCR
PKA
RNA
ROMK
RT
TBE
X-Gal

Chlorid-Bikarbonat-Austauscher
Adenosin-triphosphat

copy DNA

Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsaure
desoxy-Nukleotid-triphosphat
Dithiothreitol (Cleland’ s reagent)
1-Ethyl-2-benzimidazolon
Ethylendiamintetraacetat
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethansulfonsaure
| sopropy!-D-thiogal actosidase
Einwértsgleichrichtender Kalium-Kanal (Kalium inward rectifier)
Luria-Bertani-Medium
Madin-Darby-Canine-Kidney
Madin-Darby-Canine-Kidney Focus
Minimum Essential Medium
3-(N-Morpholin)-Propansulfonsiure
Natrium-Protonen-Austauscher
Polyacrylamidgel -Elektrophorese
Phosphat-Buffered Saline
Polymerase-Chain-Reaction
Proteinkinase A

Ribonukleinséure

Rat outer medulla potassium channel
Reverse Transkriptase
Tris/Borate/EDTA-Puffer
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galactosid
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