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Abkiirzungen

ATP Adenosintriphosphat
Ca* Kalzium
Ccr Chlorid
DCDPC 3’-5-Dichlorodiphenylamin-2-Carboxylsdure
DEPC H,0O Diethylpyrocarbonat
DNA Desoxyribonukleinsdure
EC;, halbmaximale Aktivierungskonzentration
EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
ENaC epithelialer Natriumkanal mit -, - und y-Untereinheit
Gd* Gadolinium
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N’-(2-Ethanschwefelsdure)
| (@ halbmaximale Hemmkonzentration
K* Kalium
Li* Lithium
LOE 908 (RS)-(3,4-Dihydro-6,7-Dimethoxyisochinolin-1-y1)-2-Phenyl-N,N-Di-
[2-(2,3,4-Trimethoxyphenyl)-Ethyl]-Acetamid
M mol/1
Mn* Mangan
MTX Maitotoxin
Na* Natrium
NH,* Ammonium
NMDG N-Methyl-D-Glutamin
P Signifikanz
PBS Phosphatpulfter (phosphate buffered saline solution)
RNA Ribonukleinsdure
mRNA messenger RNA
cRNA complementary RNA, in vitro hergestellt
SEM mittlerer Fehler des Mittelwerts (standard error mean)
SK&F 96365 1-(B-[3-(4-Methoxyphenyl)-Propoxy]-4-Methoxyphenethyl)-1H-
Imidazol-Hydrochlorid
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Einleitung

NIERE: SALZ- UND WASSERHAUSHALT

Das haufigste Kation im Extrazelluldrraum ist Na*. Es wird in Form von Kochsalz mit
der Nahrung aufgenommen. Die Regulation seiner Aufnahme und Ausscheidung ist ent-
scheidend fiir die Homoostase des Salz- und Wasserhaushaltes: Steigt der Na*-Gehalt im
Extrazelluldrraum, so kommt es zur vermehrten Einlagerung von Wasser und somit zur
Volumenzunahme des Extrazelluldrraums (Odembildung). Sinkt der Na*-Gehalt, so nimmt
das extrazellulédre Fliissigkeitsvolumen ab. Im Extremfall kann ein Kreislautkollaps ein-

treten.

Um Entgleisungen im Na*- und Wasserhaushalt zu verhindern, verfiigt der Korper
tiber ein komplexes Regelungssystem, das bisher nur in seinen Grundziigen aufgeklart
ist: Extrazelluldrer Volumenmangel fiihrt im Vas afferens des Nierenglomerulus zu einer
Ausschiittung von Renin aus spezialisierten Zellen der Media. Renin katalysiert die Ab-
spaltung von Angiotensin I von dem in der Leber gebildeten Angiotensinogen. Die Bil-
dung von Angiotensin II aus Angiotensin I wird durch ACE (Angiotensin converting enzyme)
katalysiert. Angiotensin II wirkt zum einen stark vasokonstriktorisch, zum anderen for-
dert es die Ausschiittung des Mineralokortikoids Aldosteron aus der Nebennierenrinde.
Aldosteron entfaltet seine Wirkung in der Niere vorwiegend im distalen Nephron, wo es
die Na*-Riickresorption aus dem Tubuluslumen sowie die K*- und H*-Ausscheidung in
das Lumen steigert. Verschiebungen im Na*- und Wasserhaushalt konnen sich auch in
Verdanderungen der Plasmaosmolalitdt niederschlagen. Eine Erh6hung der Plasmaosmo-
lalitdt, deren physiologischer Wert bei 290 mosm/kg H,O liegt, fithrt zur Erregung vor-
wiegend in der Leber und im Hypothalamus angesiedelter Osmorezeptoren und vermit-
tels dieser zur Ausschiittung des antidiuretischen Hormons (ADH) aus dem Hypothala-
mus und der Neurohypophyse. ADH wirkt ebenfalls am distalen Nephron und steigert
die Wasserriickresorption aus dem Tubuluslumen. Die Osmorezeptoren stellen die emp-
tindlichsten Ausloser der ADH-Ausschiittung dar. Des weiteren existieren weniger emp-
tindliche Volumenrezeptoren, hauptsdchlich in den Herzvorhofen, sowie Barorezeptoren
im Aortenbogen und im Karotissinus, die bei starkerem Volumen- bzw. Druckabfall im
Kreislauf die Ausschiittung von ADH anregen. Weiterhin sind die oben erwdhnten

Volumenrezeptoren in den Vorhtfen Sensoren des einzigen bekannten Regulationssystems,
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das entgegengesetzt zu den bisher aufgefiihrten volumenerh6henden Hormonen wirkt:
Bei einer Steigerung des extrazelluldren Volumens wird entweder tiber nervale Impulse
oder direkt {iber eine verstiarkte Vorhofdehnung der atriale natriuretische Faktor (ANF)
aus Vesikeln der Herzmuskelzellen freigesetzt. ANF steigert die glomeruldre Filtrations-

rate und hemmt die Na*-Resorption im Nephron.

Aus dem vorangegangenen Abschnitt geht hervor, dafs das distale Nephron der
Hauptwirkungsort fiir die hormonelle Regulation des Na*- und Wasserhaushaltes ist. Zwar
werden im proximalen Anteil des Nephrons bereits 60-70 % des filtrierten Wassers und
Na* resorbiert, jedoch ist das Epithel in diesem Teil des Nephrons mit den relativ losen
interzelluldren Verbindungen nicht in der Lage, den Harn zu konzentrieren und so harn-
pflichtige Substanzen bei minimalem Wasserverlust anzureichern. Die Feinregulation der
Resorption und Ausscheidung von Wasser und Elektrolyten obliegt dem dichten Epithel
des kortikalen und medulldren Sammelrohres, auf das im folgenden nédher eingegangen

wird.

Das Sammelrohrepithel besteht aus zwei Zellarten. Die am haufigsten vorkommenden
Zellen, die Hauptzellen, resorbieren Na* und sezernieren K*. Die weniger hdufigen Schalt-
zellen werden unterteilt in Typ A, der H* sezerniert und K* resorbieren kann, und Typ B,

der HCO, sezerniert.

Abbildung 1 zeigt die schematische Darstellung einer Hauptzelle aus dem Sammel-
rohr. Treibende Kraft aller Transportvorgange im Sammelrohr ist die in der basolateralen
Zellmembran gelegene Na*-K*-ATPase. Unter Energieverbrauch pumpt sie zwei K*-lo-
nen in die Zelle hinein und drei Na*-lonen aus der Zelle in die interstitielle Fliissigkeit
hinaus. Dadurch bildet sich ein chemischer Gradient fiir Na* mit niedriger intrazelluldrer
Na*-Konzentration und ein umgekehrter chemischer Gradient fiir K* mit hoher intrazel-
luldrer Konzentration aus. Da die basolaterale Zellmembran eine hohe K*-Permeabilitat
besitzt, fiihrt die Rezirkulation der K*-Ionen zur Entstehung eines Membranpotentials
von ca. -70 mV (Zellinneres negativ gegen Interstitium). Dieses Membranpotential wird
durch die Aktivitit der rheogenen Pumpe noch verstirkt. Die niedrige intrazelluldre Na*-
Konzentration und das Zytoplasma-negative Membranpotential stellen einen hohen elek-

trochemischen Gradienten zwischen Sammelrohrlumen und Zelle dar, der fiir die Na*-
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Resorption genutzt werden kann. Sobald
die Zelle Na*-Kandle in der apikalen Mem-
bran exprimiert oder aktiviert, kénnen
Na*-Ionen vom Sammelrohrlumen in die
Zelle einstromen und dann durch die
Na*/K*-Pumpe ins Interstitium weiter-
transportiert werden. Der Na*-Ausstrom
aus dem Tubuluslumen lafst das Lumen
elektrisch negativ geladen zuriick und
treibt damit den Nachstrom von CI-lonen
an, der aller Wahrscheinlichkeit nach iiber-
wiegend parazellulér erfolgt. Bei Offnung
von K*-Kandlen in der apikalen Zellmem-
bran konnen die Hauptzellen in Abhan-
gigkeit vom elektrochemischen Potential-
gefdlle fiir K*-Ionen auch K* in das Sam-

melrohrlumen sezernieren.

Bei den Na*-Kandlen, die in der apika-
len Zellmembran der Hauptzellen des
Sammelrohres exprimiert werden, und
deren Aktivitdt das Ausmafs der Na*-Re-
sorption vorrangig bestimmt, handelt es
sich um den hochselektiven , epithelialen”
Na*-Kanal (ENaC), der durch das Diure-
tikum Amilorid (s. Abbildung 2) und sei-
ne Derivate Benzamil und Phenamil ge-
hemmt werden kann. Die heute bekann-
ten Eigenschaften dieses Ionenkanals wer-

den nachfolgend zusammengefafst.
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Der EprTHELIALE NATRIUMKANAL (ENAC)

Der Amilorid-sensitive epitheliale Na*-Kanal (ENaC) findet sich bei Sdugetieren nicht
nur im kortikalen und medulldren Sammelrohr, sondern auch in anderen Epithelien, die
an der Regulation des Na*-Haushaltes beteiligt sind bzw. deren Funktion durch Aldoste-
ron oder Glukokortikoide reguliert wird. Dazu gehoren das distale Kolon, die Lungen,
Schweifs- und Speicheldriisen sowie die Geschmacksknospen der Papillen der Zunge. Bei
Amphibien wird er auch in der Haut exprimiert [Garty & Palmer (1997)]. Charakteristi-
sche Eigenschaften, die den epithelialen Na*-Kanal auszeichnen, sind 1) seine hohe Selek-
tivitat fiir Na* (sowie fiir Li*) bei fast vollstandiger Undurchldssigkeit fiir K* (das Verhalt-
nis der Na*- zur K*-Permeabilitdt kann mehr als 1000:1 betragen [Palmer (1982)]), 2) seine
geringe Einzelkanalleitfdhigkeit von 4-5 pS, 3) seine vergleichsweise langsame Schaltkinetik
mit mittleren Offen- und Geschlossenzeiten von mehr als einer Sekunde, sowie insbeson-
dere 4) seine hohe Empfindlichkeit gegen Amilorid. Die mittlere Hemmkonzentration

liegt charakteristischerweise im submikromolaren Bereich [Palmer (1992)].

Durch Expressionsklonierung gelang es im Jahr 1993 den beiden Arbeitsgruppen von
Canessa et al. (1993) und Lingueglia et al. (1994) fast zeitgleich, die cDNA eines epithelia-
len Na*-Kanals aus dem Rattenkolon zu klonieren und in Xenopus laevis Oozyten zu
exprimieren. Der Strom durch den exprimierten Kanal stimmte in seiner Selektivitdt und
Blockierbarkeit weitgehend mit der Amilorid-sensitiven Stromkomponente des Original-
epithels tiberein, war aber sehr klein. In weiteren Untersuchungen fanden Canessa et al.
(1994) zwei weitere sehr dhnlich aufgebaute cDNA-Stréange und zeigten, dafs erst die Ko-
expression der cRNA aller drei cDNA-Strénge zur Ausbildung des Vollbildes der epithe-
lialen Na*-Leitfahigkeit in der Zellmembran der Oozyten fiihrte. Die drei cDNA-Stréange
werden mit a-rENaC, B-rENaC und y-rENaC bezeichnet, wobei ,r” fiir die Tierspezies
(Ratte) steht. Jeder Strang enthélt zwei transmembranére Abschnitte und dazwischen ei-
nen grofsen extrazelluldren Anteil, so dafs sowohl das N-terminale als auch das C-termi-
nale Ende intrazelluldr liegt. Mittlerweile wurden auch ENaC-Untereinheiten von ver-
schiedenen Tierspezies kloniert, so existieren Klone aus dem Hiithnerkolon (cENaC), ei-
ner renalen Zellkultur von Xenopus laevis (A6 Zellen, xENaC), aus der menschlichen
Lunge, Niere und dem Kolon (hENaC), sowie vom Rind (bENaC) [Garty & Palmer (1997)].
Inzwischen wurde in menschlichen Geweben noch eine weitere Untereinheit, 5-hENaC,

isoliert. Diese Untereinheit findet sich im Gehirn, Pankreas, in den Testes und den Ova-

10



Einleitung

rien und wird dort anstelle von a-ENaC gemeinsam mit 8- und y-ENaC exprimiert [Wald-

mann et al. (1995)].

Seitdem wurden in zahlreichen Arbeiten die Eigenschaften dieses Ionenkanals ndher
charakterisiert sowie seine Regulationsmechanismen eingehend untersucht. Klinisch in-
teressant ist dieser Na*-Kanal dadurch, dafs Mutationen zu mehreren seltenen erblichen
Entgleisungen der Blutdruckregulation fithren kénnen. Das Liddle-Syndrom &ufSert sich
in schwerer jugendlicher Hypertonie bei niedriger K*-Konzentration im Plasma und me-
tabolischer Alkalose, was dem Bild eines Hyperaldosteronismus entspricht, jedoch mit
niedrigen Konzentrationen von Renin und Aldosteron im Plasma einhergeht. Inzwischen
kennt man die genetische Ursache des Liddle-Syndroms. Es beruht auf einer Mutation am
C-terminalen Ende der B- oder y-ENaC Untereinheit [Hansson et al. (1995); Schild et al.
(1995)], haufig mit Verkiirzung dieses intrazelluldr gelegenen Proteinendes. Folge dieser
Mutation ist eine gesteigerte Amilorid-sensitive Na*-Leitfdhigkeit, die hauptséchlich auf
einer Zunahme der Kanaldichte in der Zellmembran beruht, gleichzeitig aber auch mit
einer erhohten Offenwahrscheinlichkeit des Ionenkanals einhergeht [Firsov et al. (1996)].
Inzwischen wurde festgestellt, dafs die Verkiirzung der B- oder y-Untereinheit am C-ter-
minalen Ende zum Verlust eines prolinreichen Proteinabschnittes fiihrt [Hansson et al.
(1995)]. Dieser Abschnitt, auch PY-Motiv genannt, findet sich an allen drei Untereinheiten
von ENaC. Er ist an der B- und y-Untereinheit die Bindungsstelle fiir die Ubiquitin-Ligase
Nedd4 [Staub et al. (1996)]. Nedd4 vermittelt die Ubiquitinierung von ENaC und leitet
damit den Abbau des Kanalproteins ein [Staub et al. (1997); Abriel et al. (1999)]. Ausgeltst
wird dieser Mechanismus durch hohe intrazelluldre Na*-Konzentrationen [Harvey et al.
(1999)]. Folglich beruht die beobachtete Aktivierung der Amilorid-sensitiven Na*-Leitfa-
higkeit bei Liddle-Mutationen auf einem verminderten Abbau des epithelialen Na*-Ka-

nals.

Eine weitere Mutation von ENaC, die zu Blutdruckregulationsstorungen fiihrt, erzeugt
den Phanotyp des Pseudohypoaldosteronismus Typ I mit extensivem renalen Salzverlust
und daraus resultierendem stark erniedrigten Blutdruck bei hyperkalidmischer Azidose.
Ursache sind hier unterschiedliche Mutationen in der a- oder B-Untereinheit von ENaC,
die zu einer herabgesetzten Aktivitit des epithelialen Na*-Kanals fithren [Lifton (1996)].

Fiir eine bekannte Mutation am N-terminalen Ende der a-Untereinheit wurde eine Beein-
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flussung der Schaltkinetik des Ionenkanals festgestellt mit stark verringerter Offnungs-

zeit und verldngerten Schliefizeiten [Griinder et al. (1999)].

Auflerdem ist ENaC vermutlich an dem Krankheitsbild der Mukoviszidose, auch cys-
tische Fibrose (CF) genannt, beteiligt. Diese in Europa hadufigste rezessiv vererbbare Krank-
heit duflert sich unter anderem in einem ungewo6hnlich zdhen Bronchialsekret mit haufi-
gen Atemwegsinfektionen. Dem liegt eine Mutation des Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator (CFTR) zugrunde. CFTR ist ein cAMP-aktivierter Chloridkanal, der selbst eine
regulierende Wirkung auf andere Ionenkanile austibt, z.B. auf ENaC {iber eine Nukleo-
tid-bindende Doméne (NBD-1) [Schreiber et al. (1999)]. So bewirkt der aktivierte CFTR
bei Kontrollpersonen eine Hemmung des ENaC im pulmonalen Epithel, was in einer ver-
ringerten Na*-Resorption bei gesteigerter CI-Sekretion in den Alveolarraum resultiert.
Dies fithrt den osmotischen Gesetzen zufolge zum Nachstrémen von Wasser und somit
zur Verdiinnung des Bronchialsekretes. Bei CF-Kranken fehlt dagegen der CFTR-Kanal,
oder er ist nicht aktiv, womit auch seine inhibitorische Wirkung auf ENaC entfallt. Dies
fihrt zu einer gesteigerten Na*-Resorption bei fehlender Cl-Sekretion ins Alveolar- re-
spektive Bronchiallumen. Als Folge davon wird das Bronchialsekret eingedickt und z&h-

tlussig [Mall et al. (1998)].

RecuraTiON VON ENAC

In der Niere wird der epitheliale Na*-Kanal hauptsédchlich durch Aldosteron und zu-
sdtzlich vermutlich auch durch ADH reguliert. ADH bindet an Rezeptoren in der basola-
teralen Zellmembran und stimuliert dadurch die Adenylatzyklase. Dies fiihrt zu einem
Anstieg der intrazelluldaren cAMP-Konzentration, und innerhalb von 5-20 Minuten wer-
den neben Wasserkanilen (Aquaporin 2) wahrscheinlich auch Na*-Kanile in die apikale

Zellmembran eingebaut [Garty & Palmer (1997)].

Aldosteron passiert die Zellmembran, bindet an intrazelluldre Rezeptoren und fiihrt
tiber eine Steigerung der Transkription im Zellkern zu einer gesteigerten Proteinsynthese.
Dabei kann man einen frithen und einen spéten Effekt unterscheiden. Wahrend der ca.
3-24h nach Aldosterongabe auftretende spéte Effekt auf einer verstarkten Transkription
und Translation der ENaC Untereinheiten beruht, werden in der Frithphase der Aldoste-

ronwirkung (0,5-3h nach Aldosterongabe) bereits bestehende Kanaluntereinheiten ver-

12
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starkt in die Membran eingebaut. Dabei nimmt man an, dafs Aldosteron zunédchst die
Transkription eines oder mehrerer ENaC-regulierender Proteine férdert, die den Einbau
prdexistenter ENaC Untereinheiten in die Zellmembran vermitteln [Verrey (1999)]. Bisher
sind zwei solcher Proteine gefunden worden, deren Expression durch Aldosteron gestei-
gert wird: K-Ras2A [Spindler et al. (1997)], ein kleines G-Protein, und die Serum-Gluko-
kortikoid-Kinase sgk [Chen et al. (1999)]. Die Koexpression dieser Proteine mit ENaC in
Xenopus laevis Oozyten fiithrt zu einer Erhchung des Amilorid-sensitiven Stroms auf ein
Vielfaches [Mastroberardino et al. (1998); Chen et al. (1999)]. Ob diese regulierenden Pro-
teine direkt oder indirekt durch Aldosteron induziert werden und ob sie ihre Wirkung an
ENaC tiber Vermittler austiben, ist noch nicht geklart. Allerdings wurde eine Phosphory-
lierung der B- und y-ENaC Untereinheiten nach Aldosterongabe in vivo nachgewiesen
[Shimkets et al. (1998)], was fiir die direkte Wirkung am Kanal sprache. Offenbar ist die
Aldosteronwirkung aber nicht in allen Geweben gleich. So wird in der Niere eher die
Transkription der a-rENaC Untereinheit stimuliert, wahrend der Bestand an B- und
y-rfENaC mRNA konstant bleibt. Im Kolon hingegen werden B- und y-ENaC verstarkt
transkribiert, widhrend der Bestand an a-ENaC mRNA gleich bleibt [Asher et al. (1996)].

Aufserdem haben Glukokortikoide und Insulin einen stimulierenden Einfluf3 auf ENaC.

Neben der hormonellen Regelung der epithelialen Na*-Leitfdhigkeit gibt es auch loka-
le Regelungsvorgange, die innerhalb einer Zelle ablaufen. So ist bekannt, dafs Erhchung
der extrazelluldren und der intrazelluldren Na*-Konzentration sowie der intrazelluldren
Ca*-Konzentration und Erniedrigung des intrazelluldren pH die epitheliale Na*-Leitta-
higkeit inhibieren, eine Hyperpolarisation der apikalen Zellmembran die Leitfdhigkeit
erhoht [Garty & Palmer (1997)]. Schliefslich wurde zunédchst in A6 Zellen, einer epithelia-
len Zellreihe aus der Niere von Xenopus laevis, spéter auch in einer Zellreihe aus dem
kortikalen Sammelrohr von Méausen, eine Serinprotease (CAP1) beobachtet, die in Koex-

pression mit ENaC den Amilorid-sensitiven Einwértsstrom um das Zwei- bis Dreifache

erhoht [Vallet et al. (1997); Vuagniaux et al. (2000)].

M-1 ZELLEN

Ein geeignetes Untersuchungsmodell fiir Expressionsstudien an epithelialen Na*-Ka-
nélen stellt die M-1 Zellinie dar. Es handelt sich hierbei um eine Zellinie aus dem kortika-

len Sammelrohr einer fiir die Anfangsregion des Simian Virus (SV)40 transgenen Maus
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[Stoos et al. (1991)]. Uber bisher unvollstandig geklarte Mechanismen fiihrt die verander-
te genetische Ausstattung der SV40 transgenen Mduse zu einer verstdrkten Proliferations-
neigung der Zellen bei erhaltener Differenzierungstihigkeit [MacKay et al. (1988)]. So
zeigen M-1 Zellen in Kultur zum einen die typische Morphologie von Hauptzellen aus
dem kortikalen Sammelrohr mit Mikrovilli und einem zentralen Zilium und bilden pola-
re Epithelien mit Schlufileisten im apikalen Bereich, zum anderen unterhalten sie einen
transepithelialen Salz- und Wassertransport, und zeigen die fiir das kortikale Sammel-
rohr charakteristische Amilorid-sensitive Na*-Absorption [Stoos et al. (1991); Korbma-

cher et al. (1993)].

Die Northern Blot Analyse von M-1 mRNA zeigte, dafs der epitheliale Na*-Kanal (ENaC)
in diesen Zellen exprimiert wird. Dabei bildet die a-ENaC Untereinheit eine kréftige Ban-
de, wahrend die Banden der B- und y-ENaC Untereinheit weniger deutlich ausgepragt

sind. Proben aus der nativen Rattenniere zeigten sowohl im Mark als auch in der Rinde

Abb. 3 Northern Blot Analyse von ofy-rENaC
in der Nierenrinde und im Nierenmark der Ratte
sowie in konfluenten M-1 Zellen. Die Gesamt-
lange der flr die einzelnen Untereinheiten ver-
wendeten rENaC cDNA Proben ist am rech-
ten Rand angegeben. Fur alle drei Hybridisie-
rungen wurde derselbe RNA-Blot verwendet.
Die mit a- oder B-rENaC cDNA hybridisierten
Blots (obere und mittlere Abbildung) wurden
einen Tag inkubiert. Der mit y-rENaC cDNA
hybridisierte Blot (untere Abbildung) wurde 10
«— 22kb Tage inkubiert. (nach Letz et al. (1995))

<+« 3,7kb

+«— 3,2 kb

Rinde| Mark | M-1
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kraftigere Banden fiir die f- und die y-ENaC Untereinheit als fiir diea-ENaC Untereinheit
[Letz et al. (1995)] (s. Abbildung 3). In Patch-Clamp-Untersuchungen wurde gezeigt, daf3
ENaC in die apikale Zellmembran eingebaut wird. So konnten Letz et al. Einzelkanéle mit
den charakteristischen Eigenschaften beobachten: einer niedrigen Leitfdhigkeit, langen
Often- und Geschlossenzeiten, einer hohen Selektivitit fiir Na* gegentiber K* sowie einer

hohen Sensitivitidt gegentiber Amilorid [Letz et al. (1995)].

Die scheinbar {iberproportionale Expression von a-ENaC mRNA gegeniiber - und
y-ENaC mRNA in M-1 Zellen l&fst die Frage autkommen, ob dieser lonenkanal in diesen
Zellen durch die Expression der - odery-Untereinheit geregelt wird. In der vorliegenden

Arbeit wird auf diese Frage eingegangen.

O0zYTEN ALS EXPRESSIONSSYSTEM

Wie bereits mehrfach angesprochen, lassen sich die Eigenschaften von ENaC relativ
einfach durch heterologe Expression des Kanals in Oozyten des stidafrikanischen Kral-
lenfrosches Xenopus laevis studieren. Diese werden bereits seit Jahrzehnten zur Expres-
sion exogener mRNA verwendet. Obwohl die Zellmembran der Oozyten normalerweise
eine Vielzahl von Ionenkandlen enthdlt, treten diese nur in einer geringen Dichte auf. Da
die Oozyten aber in der Lage sind, nach Injektion kanalspezifischer cRNA Ionenkandle in
grofer Dichte in der Zellmembran zu exprimieren, ist es moglich, die Eigenschaften die-
ser Kanéle zu untersuchen [Dascal (1987)]. Des weiteren sind die Oozyten aufgrund ihrer
Grofse verhiltnisméfig einfach zu handhaben. Mit einem Durchmesser von etwa 1 mm
sind sie mit blofSem Auge erkennbar und kénnen mit einfachen Hilfsmitteln bearbeitet
werden. Auch erlaubt die grofse Kapazitit der Zellen die Injektion relativ grofier Volumi-
na von mRNA-Losungen (bis zu 100 nl). Schliefslich ermoglicht die Grofse der Oozyten
die relativ einfache und zuverldssige Anwendung elektrophysiologischer Mefstechniken
wie die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme, bei der zwei Mikroelektroden in die Zelle

eingestochen werden miissen.

Um als Expressionssystem fiir exogene lonenkandle verwendet werden zu konnen,
mufs allerdings sichergestellt werden, dafs endogene lonenkanéle der Oozyte mit den zu
untersuchenden Ionenkanélen nicht interferieren. Dafiir ist es notwendig, die endogenen

Ionenkanile der Oozyten zu kennen.
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ENDOGENE KANALE IN XENOPUS LAEVIS OOZYTEN

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die bisher charakterisierten endogenen lonenkanéle
in Xenopus laevis Oozyten. Im Hinblick auf mogliche Interferenzen mit ENaC Expressions-
studien sind insbesondere die endogenen Na*-Kanile und nichtselektiven Kationenkana-

le von Interesse.

Der durch langanhaltende Depolarisation aktivierte Na*-Kanal kann von ENaC durch
seine Blockersensitivitdt abgegrenzt werden: Er wird lediglich durch hohe Konzentratio-
nen von Tetrodotoxin gehemmt, wohingegen Amilorid auf diesen lonenkanal keine Wir-
kung haben soll. Dieser Kanal soll wahrend der Fertilisation eine Rolle spielen. Seine Ak-
tivierung 16st vermutlich den Einwértsstrom aus, der die Zellmembran depolarisiert und
damit das Eindringen weiterer Spermien (Polyspermie) verhindert [Kado et al. (1979);

Bossi et al. (1998)].

Die physiologische Bedeutung der durch NH,Cl induzierten Na*-Leitfdhigkeit ist bis-
her unbekannt [Burckhardt & Burckhardt (1997)]. Dariiberhinaus gibt es offenbar eine
weitere Na*-Leitfdhigkeit, die durch hohe extrazelluldre ATP-Konzentrationen
(EC5=0,2 mM) aktiviert und durch Amilorid in einer mittleren Hemmkonzentration von
ca. 2 mM gehemmt werden kann [Kupitz & Atlas (1993)]. Unter den Versuchsbedingun-
gen der vorliegenden Arbeit wurde diese Leitfahigkeit jedoch nicht beobachtet. Der endo-
gene Amilorid-sensitive Na*-Kanal in Xenopus laevis Oozyten wird durch ca. 10 mM
Amilorid gehemmt. Die Amiloridderivate Benzamil und Phenamil haben auf diesen Na*-
Kanal keine Wirkung, im Gegensatz zu ENaC, der fiir diese beiden Substanzen sogar eine

hohere Sensitivitdt aufweist als fiir Amilorid [Weber et al. (1995)].

Die endogenen nichtselektiven Kationenkanéle in Xenopus laevis Oozyten sind unter
Kontrollbedingungen kaum aktiv. Sie werden durch hohe extrazelluldre Ca**-Konzentra-
tionen gehemmt, sowie auch durch Amilorid, Gentamicin, Gd** und durch zwei bekannte
Hemmstoffe von Cl-Kanilen: Flufenaminsdure und Nifluminsédure [Arellano et al. (1995);

Zhang et al. (1998)].
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MArToTOoXIN UND OOZYTEN

Maitotoxin (MTX) ist ein polyzyklischer Ather, der aus dem Dinoflagellaten Gambier-
discus toxicus gewonnen wird (s. Abbildung 4). Es stellt eines der stdrksten marinen Toxi-
ne dar, die heute bekannt sind. In unterschiedlichen Geweben ruft MTX ein grofses Spek-
trum an zelluldren Antworten hervor: (1) Na*-Aufnahme und K*-Verlust [Sladeczek et al.
(1988); Pesando et al. (1991)], (2) Aktivierung des Ca*-Einstroms [Bernard et al. (1988);
Sladeczek et al. (1988); Murata et al. (1992); Soergel et al. (1992); Gusovsky et al. (1993);
Venant et al. (1994); Daly et al. (1995)] und Verédnderung der intrazelluldren Ca**-Bestande
[Pesando et al. (1991)], (3) Stimulation der Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-Bis-
phosphat zu Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP;) und Diacylglycerol (DAG) [Bernard et al.
(1988); Gusovsky et al. (1990); Soergel et al. (1992); Venant et al. (1994)], (4) Stimulation der
Phosphorylierung von Tyrosin [Gusovsky et al. (1993)], (5) Stimulation der Hormon-
sekretion [Soergel et al. (1992)] und Transmitterfreisetzung [Takahashi et al. (1983)] und
(6) Auslosung von Membranverdnderungen, die sonst nur nach Eindringen eines Sper-
miums beobachtet werden [Bernard et al. (1988)]. Noch ist unklar, welcher Effekt am ehe-
sten verantwortlich fiir die Toxizitdt von MTX ist und ob die unterschiedlichen Antwor-
ten auf MTX auf einem gemeinsamen initialen Mechanismus beruhen.

Im Falle der Xenopus Oozyten wurde gezeigt, dafs die Applikation von MTX die Spal-
tung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat auslost, die intrazelluldre Ca**-Konzen-
tration erh6ht und Membranverdnderungen induziert, die sonst nur im Rahmen einer

Befruchtung der Oozyten beobachtet werden [Bernard et al. (1988)]. In Amphibienoozy-
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Abb. 4 Maitotoxin, Strukturformel (nach Murata et al. (1993))
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ten wurde festgestellt, dafl wahrend des Ubergangs von Prophase zu Metaphase bemer-
kenswerte Anderungen der Ionenpermeabilitidten auftreten [Bernard et al. (1988)]. Die
erste Antwort auf eine Befruchtung besteht bei einer Vielzahl von Spezies in einer schnel-
len Depolarisation, die wahrscheinlich durch eine Erh6hung der Na*- oder der Cl-Leitta-
higkeit verursacht wird [Kline & Nuccitelli (1985); Kupitz & Atlas (1993)]. In letzter Zeit
wurde vermutet, dafs der initiale Effekt von MTX auf der Aktivierung eines nichtselektiven
Kationenkanals beruht [Dietl & V6lkl (1994); Musgrave et al. (1994); Worley et al. (1994);
Estacion et al. (1996); Nishio et al. (1996); Leech & Habener (1997)].

ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT

Grundlage des ersten Teils dieser Arbeit ist der Nachweis und die Charakterisierung
der MTX-aktivierten nichtselektiven Kationenkanale in Xenopus laevis Oozyten. Mit Hil-
fe des elektrophysiologischen Verfahrens der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (,, Two-
Electrode-Voltage-Clamp”) soll die Wirkung von MTX auf das Membranpotential (in Strom-
klemme) und auf den transmembrandren Ganzzellstrom (in Spannungsklemme) in Xeno-
pus Oozyten untersucht werden. Weiterhin soll der MTX-induzierte Strom charakteri-
siert werden durch die Untersuchung seiner Abhédngigkeit von der MTX-Konzentration,
seiner Selektivitat fiir Kationen und seiner Empfindlichkeit fiir bekannte Hemmstoffe

nichtselektiver Kationenkanile.

Im zweiten Teil der Arbeit wird M-1 mRNA gemeinsam mit verschiedenen Kombinatio-
nen von a-, B- und y-rENaC cRNA in Oozyten injiziert und der dadurch induzierte Ami-
lorid-sensitive Einwartsstrom unter Anwendung der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
untersucht. Dabei soll die Frage gekldrt werden, ob die mit molekularbiologischen Me-
thoden beobachtete unterschiedlich starke Transkription der einzelnen ENaC Unterein-
heiten in M-1 Zellen auf funktioneller Ebene bestétigt werden kann, d.h. ob die Koinjek-
tion von M-1 mRNA mit der cRNA der - und y-rENaC Untereinheit in Xenopus laevis
Oozyten zur Ausbildung eines grofieren Amilorid-sensitiven Stroms fiihrt als die alleini-
ge Injektion von M-1 mRNA. Aufserdem soll untersucht werden, ob die exprimierten Ionen-
kandle nach Koinjektion von M-1 mRNA mit a-, - und y-rENaC cRNA in unterschiedli-
chen Kombinationen andere Eigenschaften haben als lonenkandle nach Injektion aller drei
Untereinheiten von rENaC oder als der in M-1 Zellen beobachtete Amilorid-sensitive Na*-

Kanal.
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GEWINNUNG DER OOZYTEN

Um die Oozyten der Xenopus laevis-Weibchen zu erhalten, wurden einzelne Lappen
eines Ovars unter Narkose durch einen Leistenschnitt entfernt. Zum Teil wurden auch
Ovarien von frisch getdteten Froschen verwendet, die fiir Praktikumsexperimente im
Zentrum der Physiologie benutzt wurden. Die Oozyten wurden durch enzymatische Ver-
dauung mit Kollagenase von der umgebenden Schicht aus Follikelepithelzellen isoliert
(defollikuliert). Dazu wurde das ovarielle Gewebe bei 18-20 °C iiber Nacht in 1 mg/ml
Kollagenase aus Clostridium histolyticum mit einer Aktivitidt von 0,8 U/mg in modifi-
ziertem Barth’s Medium (s. Kap. ,,Losungen”) oder in 2,5 mg/ml Kollagenase fiir vier bis
sechs Stunden inkubiert. Anschliefiend wurden die Oozyten finf Minuten in Ca?*-freiem
modifizierten Barth’s Medium inkubiert und zuletzt mehrmals mit modifiziertem Barth’s
Medium gewaschen und bei 18-20 °C ebenfalls in modifizierter Barth’s Losung aufbe-
wahrt. Um bakterielles Wachstum zu verhindern, wurden der Losung 10 IE/ml Natrium-
penicillin und 10 pg/ml Streptomycinsulfat oder 70 ng/ml Gentamicinsulfat zugesetzt.
Unter dem Mikroskop wurden defollikulierte Oozyten im Reifestadium V bis VI (in arre-
tierter Prophase der ersten meiotischen Teilung) ausgewdihlt, die eine einheitliche Pig-
mentierung mit scharfer Abgrenzung zwischen dem hellen vegetativen und dem dunk-

len animalischen Pol zeigten.

Fiir Experimente mit Expression epithelialer Kationenkanile wurden die Oozyten in-
nerhalb eines Tages nach ihrer Gewinnung mit cRNA bzw. mRNA injiziert. Nach der In-
jektion wurden die Oozyten 20-34 h inkubiert, bevor die Expression epithelialer Kationen-
kandle mit dem Zwei-Elektroden-Spannungsklemmverfahren (Voltage-clamp) untersucht
wurde. Fiir die Untersuchung endogener nichtselektiver Kationenkanile wurden Oozy-
ten innerhalb von sieben Tagen nach ihrer Gewinnung mit dem Zwei-Elektroden-

Spannungsklemmverfahren (Voltage-clamp) untersucht.

ZFELLKULTUR

Die M-1 Zellen wurden in unbeschichteten Gewebekulturschalen (Becton Dickinson,
Plymouth, England) geziichtet und bei 37 °C und einer CO,-Konzentration von 5 % im
Brutschrank gehalten. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen mit 0,05 % Tryp-
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sin/0,53 mM EDTA in einem Ca**- und Mg**-freien Phosphatpuffer (PBS) in Suspension
gebracht. Die Trypsinwirkung wurde abgebremst durch Zugabe von proteinhaltigem
Earle’s MEM Zellkulturmedium (Gibco-BRL/ Life Technologies, Eggenstein) mit 10 % fo6-
talem Kalberserum (FCS: Seromed / Biochrom KG, Berlin). Die Zellsuspension wurde 5 min
bei 141 g zentrifugiert, und die Zellen wurden dann in PC-1 Medium resuspendiert. PC-1
ist ein speziell zusammengesetztes proteinarmes Zellkulturmedium (Hycor Biomedical,
Irvine, CA), das unter anderem 5 uM Dexamethason und 15 pg/ml Insulin enthélt und
das mit 2 mM Glutamin, 100 IE/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin versetzt wur-
de. Wahrend der ersten 24 Stunden nach Aussaat wurde fotales Kélberserum zum PC-1
Medium hinzugegeben, um die Anheftung und das Wachstum der Zellen zu beschleuni-
gen. Am ersten Tag nach Aussaat wurden tote Zellen und Zelltriimmer durch Waschen
mit PBS entfernt. Das Kulturmedium wurde alle zwei bis drei Tage ausgewechselt, und

nach ftinf bis neun Tagen hatte sich ein konfluenter Zellrasen gebildet.

PrRAPARATION DER M-1 Pory(A)* RNA

Fiir die Préparation von Poly(A)* RNA wurden konfluente M-1 Zellen mit eisgekiihl-
tem PBS gewaschen und darauthin mit einem Zellschaber (,,cell scraper”, Costar, Cam-
bridge, MA, USA) von der Unterlage entfernt. Fiir 60 cm? Zellrasen wurde 1 ml PBS ver-
wendet. Nach Zentrifugieren bei 141 g wurden die Zellen mit fliissigem Stickstoff tief-
gefroren und bei -80 °C bis zur Extraktion der Gesamt-RNA aufbewahrt.

Extraktion der RNA

Die Zellen wurden in 1 ml Guanidinthiocyanatpuffer, der 4 M Guanidinthiocyanat,
25 mM Na-Citrat, 0,5 % Sarcosyl, 0,1 M 2-Mercaptoethanol enthilt, bei Raumtemperatur
homogenisiert. Nach Uberfithrung in ein neues Geffd wurden der Mischung nacheinan-
der 0,1 ml 2-molares Natriumacetat, 1 ml Phenol (H,O gesittigt) und 0,2 ml einer Chloro-
formisoamyl-Alkoholmischung (49:1) unter vorsichtigem Umwenden zugesetzt. Die ent-
standene Suspension wurde 10 s kriftig geschiittelt und 15 min eisgekiihlt, bevor die Pro-
ben bei 4 °C fiir 20 min bei 10000 g zentrifugiert wurden. Nach dem Zentrifugieren lag die
RNA in der wiéssrigen Phase vor, wiahrend die DNA und Proteine sich in der Interphase

und der Phenolphase befanden.
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Priizipitation

Die wifsrige Phase wurde in ein neues Geféfs tiberfiihrt, mit 1 ml Isopropanol vermischt

und fur mindestens eine Stunde bei -20 °C zur Prézipitation inkubiert.

Repriizipitation

Nach weiterem Zentrifugieren bei 10000 g {iber 20 min wurde der dabei entstandene
Niederschlag in 0,3 ml Guanidinthiocyanatpuffer gelost, in ein Eppendorfrohrchen tiber-

tihrt und mit einem Volumenanteil Isopropanol bei -20 °C fiir eine Stunde prazipitiert.

Waschen

Das nach einer weiteren Zentrifugation bei 4 °C fiir 10 min in einer Eppendorfzentrifuge
entstandene RN A-Kiigelchen wurde in 75 % Ethanol resuspendiert, sedimentiert, fiir
15 min vakuumgetrocknet und in 50 pl 0,5-prozentigem Natriumdodecylsulfat bei 65 °C
fiir 10 min gelost (nach [Chomczynski & Sacchi (1987)]). Abschliefiend wurde die gewtiinsch-
te Poly(A)* RNA tiber Oligo(dT) Zellulosesdulen (Life Technologies, Rockville, MD, USA)
von der Gesamtheit der RNA abgetrennt.

PrAPARATION DER RENAC cRNA

Die vollstandigen cDNA-Klone von a-, - und y-rENaC wurden von Prof. Dr. B. Rossier
(Lausanne) zur Verfiigung gestellt. Als Transkriptionsvektoren wurden pSD5 [McNicholas
& Canessa (1997)] und pSPORT (Life Technologies, Karlsruhe) verwendet. Die Plasmid-
DNA wurde mit geeigneten Restriktionsenzymen (BglII fiir a- und B-rENaC in pSD5,
Pvull tir y-rENaC in pSD5 und Notl fiir y-rENaC in pSPORT) linearisiert. Danach wurde
sie mit SP6-Polymerase (a-,f- und y-rENaC in pSD5) oder T7-Polymerase (y-rENaC in
pSPORT) in vitro transkribiert.

VERSUCHSANORDNUNG UND DURCHFUHRUNG

Injektionskammer

Die fiir die Injektionen verwendete Kammer bestand aus einer Petrischale (Durchmes-

ser ca. 4 cm), an deren Boden eine Plexiglasscheibe aufgeklebt war, in die fiinf Rinnen von
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1 bis 2 mm Breite eingelassen waren. Die Oozyten wurden mit einer Pipette in diesen

Rinnen aufgereiht, jeweils mit dem animalischen Pol nach oben.

Kapillaren

Fiir die Injektionen wurden Glaskapillaren ohne Filament benutzt (Hilgenberg), die an
einem programmierbaren Elektrodenziehgerdt vom Typ Flaming/Brown P-87 (Sutter In-
struments Company, San Rafael, CA, USA) gezogen wurden. Nach dem Einsetzen der
Kapillare in das Injektionsgerdt wurde unter Beobachtung mit 16-facher Vergrofserung
die nach dem Ziehen der Kapillare noch verschlossene Spitze mit einer feinen Pinzette
abgebrochen, so daf? sie so fein wie moglich und ihre Offnung grof3 genug fiir das Aufsau-

gen und Ausspritzen von Fliissigkeiten war (ca. 3-8 pm).

Aufbau der Pumpe

Das Prinzip des Injektionsgerdtes (Bachofer, Reutlingen) beruht auf einem diinnen
Metallstift, der durch einen Elektromotor langsam vom hinteren Ende der Kapillare in
das Kapillarlumen vorgeschoben wird. Dadurch entsteht ein Uberdruck, die inkompres-
sible Fliissigkeit wird verdrangt und kann durch die feine Offnung an der Spitze der Ka-
pillare entweichen. Bei Rotation des Stifts in umgekehrter Richtung entsteht ein Unter-
druck in der Kapillare, so dafs Luft oder Fliissigkeiten aufgesogen werden konnen. Die
Drehgeschwindigkeit des Elektromotors war auf eine Injektionsgeschwindigkeit von

100 nl/ min eingestellt.

Aufbau der gesamten Apparatur

Die Kapillaren wurden durch eine Kantile mit Mineralol (Sigma Diagnostics, St. Louis,
MO, USA) gefiillt und in das gleichfalls 6lgetiillte und dadurch luftfreie Injektionsgerat
eingesetzt. Uber einen an einem Stativ befestigten Mikromanipulator konnte das Injektions-

gerét in drei Ebenen bewegt werden.

Injektion der RNA

Die M-1 mRNA wurde in Eppendorfgetédfsen in Portionen von jeweils 2,5 ul bzw. 1,5 pl
und die rENaC cRNA in Portionen von 500 nl bei -80 °C aufbewahrt. Die RNA wurde bei
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Bedarf aufgetaut und nach dem jeweiligen Versuchsprotokoll fiir den folgenden Tag ge-

mischt.

Fiir jede Versuchsreihe mit Koexpression zweier RNA wurden vier verschiedene

Injektionsprotokolle durchgefiihrt. Die RNA-Kombinationen sind in folgender Tabelle

aufgefiihrt.
Versuchs- I I 11l v
reihe

1 a+pB+y o+ M-1 o M-1
2 a+pB+y B+M-1 B M-1
3 a+B+y y+M-1 y M-1
4 a+p+y a+p+M-1 a+f M-1
5 a+pB+y o+y+ M-1 a+y M-1
6 a+B+y B+y+M-1 B+y M-1
7 a+B+y a+B+y+M-1

Es wurden jeweils 500 nl cRNA in einer Konzentration von 0,1 g/1bzw. 1,5 pl mRNA in
einer Konzentration von 0,67 g/1 verwendet. Mit DEPC H,O (0,2 %) wurde die Mischung
gegebenenfalls auf 2,5 ul aufgefiillt. Pro Versuchstag wurden 800 nl verwendet; der Rest
wurde wieder eingefroren und in spateren Versuchen benutzt. Fiir die Koexpressionsex-
perimente von allen rENaC Untereinheiten mit M-1 mRNA ergab die Mischung der ver-
schiedenen Ansétze ein Volumen von 3,0ul, dem 1,0 pl pro Versuchstag entnommen wur-
de. Entsprechend erhohte sich bei diesen Experimenten das pro Zelle injizierte Volumen

von 50 auf 60 nl, wohingegen die Menge der injizierten RNA gleich blieb (s.u.).
Der zu injizierende Tropfen RNA wurde in den Deckel eines Eppendorfgeféfses ge-

bracht und sofort mit Mineraldl tiberschichtet, um Verdunstung zu verhindern. Unter

Sichtkontrolle wurde nun mit der Injektionskapillare in den RNA-Tropfen, der anhand
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der Wasser-Ol-Grenze ausgemacht werden konnte, eingedrungen und die Fliissigkeit
aufgesogen. Das Injektionsvolumen, das mit einer Pumprate von 100 nl/min in 30 bzw.
36 s eingebracht wurde, enthielt jeweils 1 ng cRNA der jeweiligen rENaC Untereinheit
bzw. 20 ng M-1 mRNA.

Die ,, Voltage-Clamp”-Technik

Die elektrischen Messungen wurden in der Regel 20-34 h nach Injektion durchgefiihrt.
Untersuchungen zum zeitlichen Verlauf der Expression an mit allen drei rENaC-Unter-
einheiten injizierten Oozyten zeigten, dafs sich die Amilorid-sensitive Stromkomponente

20 oder mehr Stunden nach Injektion nicht mehr signifikant verdanderte.

Die Voltage-Clamp-Technik ist eine Methode zur Messung von lonenstromen durch
Zellmembranen, die es erlaubt, Anderungen der Ionenstrome nach Applikation von Phar-
maka oder infolge von Verdnderungen des Membranpotentials und der l[onenzusammen-
setzung der Badlosung zu erfassen. Die Zellmembran wird von zwei fein ausgezogenen
Glaskapillaren (Mikroelektroden) durchdrungen, die mit 3-molarer KCI-Losung gefiillt
sind und tiber ein Silber-/Silberchlorid-Pellet mit dem Verstdrker verbunden sind; die
Referenzelektroden tauchen in das die Oozyte umgebende Bad ein. Ein Elektrodenpaar
mifst die Spannung zwischen Oozyte und Bad, das andere erlaubt Strom einzuspeisen.
Wird der transmembranére Strom nun auf 0 A geklemmt, so mifst das erste Elektroden-
paar das Ruhemembranpotential. Diese Mefsordnung bezeichnet man als Stromklemme.
Bei der Spannungsklemme wird tiber das Stromelektrodenpaar so viel Strom eingespeist,
bis das andere Elektrodenpaar eine vorgewdhlte Spannung anzeigt. Die erforderlichen
Strome werden gemessen, und ihre Verdnderung nach Austausch der Badlosung oder

Zugabe von Pharmaka zum Bad wird untersucht.

Die Mikroelektroden fiir die Voltage-clamp-Experimente wurden aus Filament-Borosi-
likatglaskapillaren (Hilgenberg) mit einem Aufsendurchmesser von 1,50 mm, einem Innen-
durchmesser von 0,87 mm und einer Filamentdicke von 0,2 mm an dem o.g. Elektroden-
ziehgerit gezogen. Mit Hilfe einer Kaniile wurden die Kapillaren durch die Offnung an
ihrem oberen Ende mit einer 3-molaren Kaliumchloridlosung gefiillt, die vorher filtriert
worden war (Spritzenfilter mit einer Porengrofse von 0,22 pm, Millipore). Die Kapillaren

wiesen beim Eintauchen in Standard-Froschringerlosung (NaCl-FR, siehe Tabelle fiir Lo-
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sungen) Widerstande von 0,5-3,0 MQ fiir die Spannungselektrode und 0,5-1,5 MQ fiir die
Stromelektrode auf. Fiir die Durchfiihrung der Experimente wurde eine runde Versuchs-
kammer mit einem Durchmesser von 3,0 cm und einer Badtiefe von ca. 0,3 cm bei einem
Volumen von ca. 200 ul verwendet. Sie wurde kontinuierlich mit einer Rate von 3-12 ml/min
durchspiilt. Diese Fluskammer war mit einem Verteiler verbunden, an den acht Geféfse
tur unterschiedliche Badlosungen angeschlossen werden konnten. So konnten Losungs-
wechsel tiber ein Ventil durch ein einfaches der Schwerkraft folgendes Saugsystem vorge-
nommen werden. Fiir einen vollstindigen Losungswechsel wurden nur wenige Sekun-
den benotigt. Uber einen Kanal war die eigentliche Versuchskammer mit einer kleineren

Kammer verbunden, die mit einer Absaugvorrichtung versehen war.

Nach Eindringen der beiden Mikroelektroden in die Zelle wurden die Oozyten auf ein
Haltepotential von in der Regel -60 mV geklemmt. Die durch epitheliale Natriumkanéle
verursachten Strome wurden aus der Differenz des Ganzzellstroms vor und nach Gabe
von 2 uM Amilorid, einem potenten Hemmstoff des ENaC, in die Badlosung bestimmt.
An jedem Versuchstag wurden Kontrollexperimente an mit a-, - und y-rENaC cRNA
injizierten Oozyten durchgefiihrt, und alle tibrigen am selben Tag registrierten Mefdwerte
wurden auf den mittleren Amilorid-sensitiven Einwértsstrom dieser Kontrollwerte nor-

miert.

Strome durch Maitotoxin(MTX)-aktivierte Kationenkanéle konnten durch Ersatz der
Na*-Ionen im Bad durch schlecht permeierende N-Methyl-D-Glucamin-Kationen (NMDG)
unterdriickt werden. Die Grofse dieser Strome wurde aus der Differenz des Ganzzellstroms
vor und nach Gabe von NMDG ermittelt. Um bei den Experimenten zu MTX-aktivierten
Kationenkanélen Zellen mit Membranschdden auszuschliefsen, wurden nur Oozyten in
die Studie aufgenommen, die ein Ruhemembranpotential V,, <-60 mV aufwiesen oder
alternativ bei einem Haltepotential von -60 mV (bzw. in den ersten Experimenten von

-100 mV) einen Einwértsstrom von weniger als 200 nA zeigten.
Die Oozyten wurden durch ein Stereomikroskop der Firma Zeiss bei 16-facher Vergro-

serung beobachtet. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur (22-25 °C) durchge-
fithrt.
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Gerite

Die Versuche wurden an einem Turbo TEC 01C Verstdrker (npi Electronic, Tamm) durch-
gefiihrt, und mit einem Schreiber (Kipp & Zonen, Erkerode) wurde sowohl der Strom als

auch die Spannung tiber der Zellmembran auf Papier aufgezeichnet.

Konventionsgemifs werden Einwértsstrome (Kationenstrome vom extrazelluldren in
den intrazelluldren Raum bzw. Anionenstréme in umgekehrter Richtung) mit negativem,
Auswadrtsstrome (Kationenstréme von der zytosolischen zur extrazelluldren Seite der
Zellmembran, Anionenstrome entsprechend umgekehrt) mit positivem Vorzeichen ange-

geben.

Losungen

Die Mikroelektroden waren gefiillt mit 3-molarer KCI-Losung. Die Perfusionslésungen

tur die Oozytenkammer, bzw. das Lagerungsmedium fiir die Oozyten waren wie folgt

zusammengesetzt:

NaCl KCI NMDG Na Mg Ca CaCh MgCl, Hepes pH

cl HCOs SO (NOa):

NaCl-FRt | 115 2 - - - - 1 1 10 74
NMDG- - 2 115 - - - 1 1 10 74
FRe
mod. 88 1 - 24 082 03 041 - 15 7,6
Barth's?

(Angaben in mM)

Um bakterielles Wachstum in den Losungen zu verhindern, wurde das modifizierte
Barth’s Medium mit 10 IE/ml Penicillin und 10 pg/ml Streptomycin bzw. mit 70 pg/ml

Gentamicin versetzt.

! NaCl-Frosch-Ringerlésung
2NMDG-Frosch-Ringerlosung
3 modifiziertes Barth’s Medium
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Fiir Experimente, in denen die Selektivitdat von MTX-aktivierten Kationenkanilen un-

tersucht wurde, wurde in der Frosch-Ringerlosung (NaCl-FR) das gesamte NaCl (115mM)
durch eine d&quimolare Menge von KCl, LiCl, NH,Cl oder N-Methyl-D-Glucamin-Chlorid
(NMDG-CI) ersetzt. Um den Effekt zweiwertiger Kationen im Rahmen der Untersuchung

MTX-aktivierter Kationenkandle zu tiberpriifen, wurde das im Bad befindliche NaCl

(115 mM) durch jeweils 57,5 mM MnCl, oder 57,5 mM CaCl, ersetzt. Die Hyposmolaritat

dieser Losungen wurde durch Zugabe von 57,5 mM Mannitol ausgeglichen.

Die folgende Tabelle fiithrt die verwendeten Wirkstoffe und Inhibitoren sowie deren

Bezugsquellen auf.

Kurzbezeichnung

Qubstanz

Herkunft

Amiloridhydrochlorid

Benzaml

DCDPC

Hufenaminsiure
Gadolinium

LOE 908

Maitotoxin (MTX)
Nifluminsaure

KE&F 96365

3,5-damino-N-
(Aminoiminomethyl)-6-
Chloropyrazinamoxamid

3,5'-Dichlorodiphenylamin-2-
Carboxylsaure

(RS-(3,4-Dihydro-6,7-
Dimethoxyisochinolin-1-y1)-2-
Phenyl-N,N-Di-[2-(2,3,4-
Trimethoxyphenyl)-Ethyl]-
Acetamid

1-(B[3-(4-Methoxyphenyl)-
Propoxy]-4-Methoxy phenethyl)-
1H-Imidazol-Hydrodlorid

Sgma, Deisenhofen

RBI, Nattick, Mass.,
UsAa

Hoechd,
Frankfurt/ Main

Sgma, Deisenhofen
Sgma, Deisenhofen

Boehringer Ingeheim,
Ingelhem

Calbiochem, Bad Soden
Sgma, Deisenhofen

9MithKline Beecham
Phamaceuticals
Wedwyn, UK
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Statistik

Bei den angegebenen Daten handelt es sich um die arithmetischen Mittelwerte + SEM
(standard error mean = mittlerer Fehler der Mittelwerts). Beim Vergleich von Datensétzen
aus unterschiedlichen Experimenten wurde zur Bestimmung der Signifikanz der unge-
paarte t-Test angewandt. Wenn es sich um Datensétze handelte, die aus demselben Expe-
riment an denselben Zellen unter unterschiedlichen Versuchsbedingungen stammten,
wurde die Signifikanz unter Verwendung des gepaarten t-Tests tiberpriift. Zwei Daten-
sdtze wurden als signifikant verschieden voneinander erkannt, wenn p<0,05 war, und mit
* gekennzeichnet. Zur genaueren Einteilung wurden Signifikanzen von p<0,01 mit ** und
p<0,001 mit *** gekennzeichnet. Fehlende Signifikanz wurde mit n.s. (nicht signifikant),

die Anzahl der durchgefiihrten Experimente mit ,n” angegeben.
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I. N1cHTSELEKTIVE M TX-AKTIVIERTE KATIONENKANALE IN XENOPUS OOZYTEN

Der erste Teil dieser Arbeit befafst sich mit endogenen durch Maitotoxin stimulierbaren

nichtselektiven Kationenkanélen in Xenopus laevis-Oozyten.

Ruhemembranpotential und stationire Membranstrome

Das Ruhemembranpotential (V,,) der in dieser Arbeit verwendeten Oozyten betrug
V,,.=-62+4 mV (n=84). Bei einem Haltepotential von -60 mV zeigten die Oozyten in Abhan-
gigkeit von ihrem anfdnglichen Ruhemembranpotential entweder einen Einwarts- oder
einen Auswartsstrom. In Oozyten mit einem negativeren Ruhepotential als -60 mV wur-
de ein durchschnittlicher Auswértsstrom von 8948 nA (n=37) gemessen. Zwei Oozyten
hatten ein Ruhemembranpotential von V =-60 mV. In Oozyten mit einem positiveren
Ruhepotential als -60 mV wurde ein Einwértsstrom von -93+12 nA gemessen (Oozyten
mit Einwértsstromen tiber 200 nA wurden nicht fiir die Messungen verwendet). Aus der
Kenntnis der mittleren intrazelluldren Ionenkonzentrationen fiir durch Collagenase de-
follikulierte Oozyten (K*: 106 mM; Na*: 8 mM; Cl: 40 mM [Kusano et al. (1982); Barish
(1983); Costa et al. (1989); Cougnon et al. (1996)]), und der lonenzusammensetzung der
Badlosung konnen die Umkehrpotentiale errechnet werden. Fiir K*-, Na*- bzw. Cl-Ionen
betragen diese ca. -100 mV, 67 mV und -28 mV. Die Permeabilitit fiir diese drei Ionen ist
ausschlaggebend fiir praktisch die gesamte Membranleittdhigkeit von Oozyten. Folglich
diirften bei einem Haltepotential von -60 mV die Netto-Auswértsstrome durch einen
Ausstrom von K* und die Netto-Einwértsstrome durch einen Einstrom von Na* und (oder)

einen Ausstrom von Cl- verursacht sein.

Effekt von MTX

Die Applikation von MTX in Konzentrationen von 50 pM bis 1 nM depolarisierte die
Oozyten rasch. In 84 Zellen fiel das Membranpotential von -49+7 mV auf -14+1 mV ab.
AnschliefSender Austausch des im Bad befindlichen Na* gegen das schlecht permeierende
Kation NMDG (N-methyl-D-Glucamin) hob das Potential V., von -14+1 mV wieder auf
-53+5 mV (n=29) an. Dies weist daraufhin, dafs MTX eine Kationenleitfdhigkeit in Xeno-

pus laevis Oozyten aktiviert.
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I (nA) Abb. 5 Die Aktivierung eines von Natrium ge-
250 LA tragenen Einwartsstroms durch MTX ist rever-
0 sibel. MTX wurde in einer Konzentration von
-250 10" M appliziert (schwarzer Balken). Wahrend
-500 10 min des Experimentes wurde Na* im Bad wieder-
-750 = . holt durch das nicht permeierende Kation
O v DNube  N-Methyl-D-Glucamin (NMDG, grauer Balken)

ersetzt. Die Oozyte war kontinuierlich auf ein
Haltepotential von -60 mV geklemmt.

Messungen des transmembrandren Stroms bestédtigten diese Vermutung (Abb. 5). Die
abgebildete Stromlinie wurde an einer Oozyte gemessen, die auf ein konstantes Membran-
potential von -60 mV geklemmt war. Unter Kontrollbedingungen in Frosch-Ringer wurde
ein kleiner Auswartsstrom von 156 nA beobachtet, der wahrscheinlich von K* getragen
wurde (s.0.). Wahrend der Aufzeichnung wurde das extrazelluldre Na* im Bad wieder-
holt durch NMDG ersetzt, um die von Na* getragene Komponente des Einwértsstroms
zu bestimmen. Unter Kontrollbedingungen vor Applikation von MTX betrug die NMDG-
sensitive Stromkomponente 15 nA, in 62 gleichartigen Experimenten im Mittel sogar
80+9 nA. Das zeigt, dafs Xenopus laevis Oozyten unter Kontrollbedingungen eine relativ
niedrige Na*-Permeabilitidt aufweisen. Die Applikation von MTX in einer Konzentration
von 10 pM induzierte jedoch einen grofien Einwiértsstrom, und nachfolgender Entzug
von Na* zeigte, dafs diese StromerhShung vollstindig auf einem Anstieg der NMDG-sen-
sitiven Stromkomponente beruhte, die sich im Experiment der Abb. 5 von 15 auf 1020 nA
erhohte. Der Strom in Abwesenheit von extrazelluldirem Na* war dagegen nicht veran-
dert. Dieser Befund zeigt, dafs MTX einen Einwdartsstrom stimuliert, der durch Na* getra-
gen wird. Nach dem Auswaschen von MTX ging der MTX-aktivierte Strom innerhalb von
ca. 60 min wieder bis in die Ndhe des Ausgangswertes zurtick, der in der Regel jedoch
nicht ganz erreicht wurde, insbesondere nicht bei hohen MTX-Konzentrationen. Bei er-

neuter Gabe von MTX war die Stromaktivierung auch mehrfach reproduzierbar.

Konzentrationsabhingigkeit des M'TX-induzierten Stroms

Um die Konzentrationsabhangigkeit des MTX-induzierten Stroms zu tiberpriifen, wurde
tur jeweils eine Minute MTX in aufsteigenden Konzentrationen von 1 pM bis 10 nM appli-
ziert (Abb. 6A). Schon die Applikation von 1 nM MTX fiihrte zu einer mehr als hundertfa-
chen Erhohung der NMDG-sensitiven Stromkomponente (von 0,14+0,03 pA auf 21+3 pA,
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101 M MTX 1010 M MTX 10° M MTX
. | L

K

Abb. 6 Der Effekt von MTX ist konzentrationsabhangig. A zeigt reprasentative Stromaufzeichnungen
von drei Experimenten, in denen die Oozyten auf -60 mV geklemmt waren. Die schwarzen Balken
zeigen die Zugabe von MTX in Konzentrationen von 10" M, 10-"°M und 10° M zum Bad an. Die
durch Na* getragene Einwartsstromkomponente wurde bestimmt, indem Na* im Bad vollstandig
durch NMDG (grauer Balken) ersetzt wurde, nachdem der Einwartsstrom ein Maximum erreicht
hatte.

I (LA) B: Die NMDG-sensitiven Einwartsstréme aus
ahnlichen Experimenten wie in A sind gegen
307 die MTX-Konzentration (102 M bis 10-8M) auf-
getragen. Das Michaelis-Menten Diagramm
[ zeigt eine EC,, von 250 pM. Die einzelnen
20 - { Punkte stellen Durchschnittswerte von 3-11
Beobachtungen dar. Senkrechte Balken ge-
ben die SEM an.
10 -
[}
0 -+

1012 1011 1010 10° 108
MTX-Konzentration in mol/l
B

n=11), und bei maximaler Stimulation der MTX-sensitiven Kanile konnte der Wert ein

250-faches des Ausgangsstroms erreichen.

Das aus den gewonnenen Werten ermittelte Michaelis-Menten Diagramm (Abb. 6B)

ergibt eine halbmaximale Aktivierungskonzentration EC;, von 250 pM. Dieser Wert be-
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findet sich in derselben Grofsenordnung wie die EC;-Werte fiir durch MTX hervorgerufe-
ne Effekte in MDCK Zellen, BC,H, Muskelzellen und Astrozyten [Sladeczek et al. (1988);
Dietl & Vo6lkl (1994)]. Zu beachten ist, dafd in Abb. 6A die Nullstromlinie in Gegenwart
von NMDG nach Applikation von MTX in einer Konzentration von 10°M leicht erh6ht
wurde. Diese NMDG-insensitive Stromkomponente, die an Oozyten beobachtet wurde,
wenn sie hohen MTX-Konzentrationen ausgesetzt waren, konnte moglicherweise durch

einen Cl-Ausstrom durch Ca?*-aktivierte Cl-Kanéle verursacht sein.

Selektivitit fiir einwertige Kationen

Abb. 7 zeigt ein Experiment, in dem zur Untersuchung der Kationenselektivitdt des
MTX-stimulierten Einwéartsstroms das Na* in der Badlosung durch andere Kationen sub-
stituiert wurde. MTX wurde in einer Konzentration von 10 pM oder 100 pM zugegeben,
um die NMDG-sensitive Komponente des Einwartsstroms um einen Faktor von minde-
stens 10-20 zu erhohen. Wahrend der Phase der langsamen Riickbildung des stimulierten

Einwértsstroms wurde das Na* im Bad durch verschiedene einwertige Kationen ersetzt

| (NA) I (%)
r 250 250.
Lo n_|_=3
- -250 2001 L
- -500 150 n=11
- 750
- 1000 1,Min 1001
n=12
L1250 - Onat | =
101 M MTX ENMDG 50
[T ITTTITTTIT I IT 0
K+ Li*  NH Na* K* Li* NH,"
A B

Abb. 7 Selektivitat des MTX-aktivierten Einwartsstroms fir einwertige Kationen. A zeigt eine re-
prasentative Stromaufzeichnung von einer auf -60 mV geklemmten Oozyte. Zur Stimulation eines
Einwartsstroms wurde MTX in einer Konzentration von 10" M zum Bad gegeben (schwarzer Bal-
ken). Die Kationenselektivitat dieses Einwartsstroms wurde getestet, indem Na*® im Bad durch
unterschiedliche Kationen ausgetauscht wurde, wie unter der Aufzeichnung angegeben. B: Zu-
sammenfassung der Ergebnisse von zwolf gleichartigen Experimenten wie in A. Die durch Na*,
K*, Li* bzw. NH,* getragenen Stréme wurden aus der Differenz zwischen dem in Gegenwart von
NMDG gemessenen und dem in Gegenwart von Na*, K*, Li* bzw. NH,* beobachteten Strom be-
stimmt. Die Stréme wurden auf den NMDG-sensitiven Na*-Strom normiert. Die Anzahl der jeweils
durchgefuhrten Experimente ist Uber jeder Saule angegeben, senkrechte Balken geben die SEM
an.
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(Abb. 7A), wobei der NMDG-sensitive Strom wiederholt bestimmt wurde. Der Wechsel
von Na* zu K* erhohte den MTX-stimulierten Einwéartsstrom leicht, wihrend der Wechsel
von Na* zu Li* ihn leicht erniedrigte. Der Wechsel von Na* zu NH,* provozierte eine
zweiphasige Antwort mit einer anfédnglichen Spitze eines Einwdartsstroms, der eine nied-
rigere Plateauphase folgte. Wahrend der Plateauphase war der beobachtete Einwartsstrom
in Gegenwart von NH,* immer noch betrachtlich hoher als in Gegenwart von Na*, K*
oder Li*. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abb. 7B zusammengefaft, in der die
Grofse der MTX-stimulierten Einwértsstrome in Gegenwart unterschiedlicher einwerti-
ger Kationen verglichen wird. Die Kationenstrome werden relativ zu dem in Gegenwart
von NMDG bestimmten Strom angegeben und sind auf den unmittelbar vor und nach
dem Wechsel zu einem anderen Kation gemessenen Na*-Strom standardisiert. Wie in Abb.
7B gezeigt, unterscheidet die MTX-stimulierte Leitfahigkeit kaum zwischen Alkaliionen
und zeigt eine leichte Praferenz fiir NH,* mit der folgenden Leitfdhigkeitssequenz: NH,*

(2,1) > K* (1,5) > Na* (1,0) > Li* (0,7).

Effekte zweiwertiger Kationen

In Experimenten wie in Abb. 8 A wurde iiberpriift, ob der MTX-stimulierte Strom auch
durch die zweiwertigen Kationen Mn** oder Ca** aufrecht erhalten werden kann. Das
Versuchsprotokoll war das gleiche wie in den Versuchen zur Selektivitét fiir einwertige
Kationen. Nach der Stimulation eines NMDG-sensitiven Einwéartsstroms durch MTX
wurden in der Phase der langsamen Riickbildung die Na*-Ionen im Bad (115 mM) durch
Mn?*- bzw. Ca*-lonen (je 57,5 mM) ersetzt. Mn** fiithrte zu einer dhnlichen Abnahme des
Einwirtsstroms wie NMDG (n=10). Das bedeutet, dafs die aktivierten Kanile eine sehr
geringe, kaum mefsbare Leitféhigkeit fiir Mn**-Ionen haben. Die Substitution von Na* durch
Ca* hingegen verursachte eine komplexere Antwort (n=13). Wahrend der ersten 20-30 s
wurde eine kurze Erhohung des Einwértsstroms mit unterschiedlicher Auspragung be-
obachtet. Wie in Abb. 8A zu sehen, ist lief diese Erthchung typischerweise in zwei Phasen
ab, mit einer initialen Stromspitze, die von einem sekundéren, langsamen und voriiberge-
henden Anstieg gefolgt wurde. In einigen Experimenten wurde nur eine einzelne oder
eine doppelte Stromspitze beobachtet (Abb. 8B). Im Anschlufs daran gingen die Strome
innerhalb von 3,3+0,3 min anndhernd auf null zuriick (n=12). Diese Abnahme des Ein-
waértsstroms erfolgte betrdchtlich schneller und war vollstandiger als die spontane Riick-

bildung, die nach dem Auswaschen von MTX in Na*-Badlosung zu beobachten war (vgl.
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Abb. 8 Effekt zweiwertiger Kationen auf den MTX-aktivierten Einwartsstrom. A zeigt die reprasen-
tative Stromaufzeichnung von einer Oozyte nach kurzer Exposition (ca. 10 s, nicht gezeigt) ge-
genlber 5*10'°M MTX. Durch Austausch von Na*im Bad durch Mn?* oder Ca?* (wie angegeben)
wurden die Effekte von zweiwertigen Kationen auf den MTX-aktivierten Strom untersucht. B: Bei
einer durch MTX (10° M) stimulierten Oozyte (Exposition: 30 Sekunden (nicht gezeigt)) wurde Na*
im Bad zunachst in Gegenwart von Nifluminsaure (10#M) durch Ca?* ersetzt. Nach einer weiteren
Stimulation durch MTX wurde der Versuch wiederholt, diesmal in Abwesenheit von Nifluminsaure.
In A und B waren die Oozyten auf -60 mV geklemmt, der MTX-stimulierte Einwartsstrom wurde
durch wiederholtes Austauschen von Na* im Bad durch NMDG dokumentiert.

Abb. 5). Wenn die Nullinie einmal erreicht war, fithrte der Wechsel von Ca* zurtick zu
Na* im Bad nicht mehr zu einem starken Anstieg des Einwartsstroms, wie nach dem Wech-
sel von Mn?** zu Na* in entsprechenden Experimenten beobachtet worden war (Abb. 8A).
Aufserdem war die NMDG-sensitive Stromkomponente wieder klein und fast auf den
Wert wie unter Kontrollbedingungen zurtickgekehrt (n=12). Das lafst vermuten, dafd die
Exposition gegentiber hohen extrazelluldren Ca**-Konzentrationen die MTX-induzierte
Aktivierung des Stromes ausloscht. Nach Auswaschen der Ca**-reichen Losung rief die
erneute Zugabe von MTX in Gegenwart von Na* dieselbe Stromerhohung wie unter Kon-

trollbedingungen hervor (n=9) (Abb. 8B).

In dem in Abb. 8B dargestellten Experiment wurde gepriift, ob die initiale voriiberge-
hende Stromerhshung nach dem Wechsel von einer Na*- zu einer Ca**-reichen Badlosung
durch CI'-Kandle hervorgerufen wurde. Diese kénnten dann méglicherweise durch 104 M
Nifluminsdure, einen bekannten Blocker Ca**-abhdngiger Cl'-Kandle, inhibiert werden.

Wie in Abb. 8B dargestellt, unterdriickte Nifluminsdure diese initiale Stromantwort nicht
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(n=7), was gegen eine Beteiligung Nifluminsdure-sensitiver Cl--Kanéle spricht. Kontroll-
versuche an Oozyten, die nicht mit MTX stimuliert worden waren, zeigten, dafs der Aus-
tausch von Na* durch Mn?* (n=6) oder Ca?* (n=10) den Einwértsstrom um ungeféhr den-
selben Betrag verringerte wie der Ersatz von Na* durch NMDG. Eine zweiphasige Ant-
wort auf Ca*, wie sie nach MTX-Stimulation gesehen worden war, blieb unter Kontroll-
bedingungen aus (n=10). Diese Experimente lassen vermuten, dafs die Permeabilitét der

Oozytenmembran fiir zweiwertige Kationen unter Kontrollbedingungen sehr niedrig ist.

Wirkung von Hemmstoffen

Um die durch MTX stimulierte nichtselektive Kationenleitfahigkeit genauer zu beschrei-
ben, wurde ihre Sensitivitit fiir verschiedene Hemmstoffe, die bekanntermafien andere
nichtselektive Kationenkanéle blockieren, untersucht. Tabelle 2 fafst die Ergebnisse dieser
Experimente zusammen. Die Applikation von 1 mM Amilorid, einem Hemmstoff mecha-
nosensitiver Kationenkanéle und ATP-induzierter Na*-Strome in Xenopus laevis Oozy-
ten [Lane et al. (1991); Kupitz & Atlas (1993)], hemmte in Gegenwart von 115 mM Na* im
Bad den MTX-induzierten Einwértsstrom um 62+2 % (n=13). Wie in Abb. 9A dargestellt,
zeigte Amilorid dhnliche Effekte in Gegenwart von Li*, K* und NH,*. Die Werte der ent-
sprechenden Experimente sind in Abb. 9B zusammengefafst. Sie zeigt die durchschnittli-
che durch Amilorid verursachte Hemmung des MTX-induzierten Einwdartsstroms in Ge-
genwart unterschiedlicher Kationen. Die Daten bestdtigen, dafs die durch diese unter-

schiedlichen Kationen getragenen Strome durch dieselben nichtselektiven Kationenkana-

le flief3en.

Hemmstoff Konz. (M) Hemmung (%) n Tab. 2 Auswirkungen von Hemmstoffen
Benzamil 103 8114 ** 3 auf den MTX-aktivierten Einwértsstrom
10 3341 *r+ 3 (nach Weber (1999))

10° 2+1 " 3 ™ nicht signifikant verschieden von Kon-
Amilorid 103 6212 *+* 13 trolle.
10™ 12+ Q *xx 3 ** bzw. ***: signifikant verschieden von
SK&F 96365 10* 6514 *** 4  Kontrolle mit p<0,01 bzw. p<0,001
10° 145" 2
Gadolinium 10* 3843 *** 5
10° 292 wh 5
Flufenaminsaure 10* 1+4 "s 3
Nifluminsaure 10* 0+x0 " 5
DCDPC 10 0+0 " 5
LOE908 10° 0+0 "S- 4
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Abb. 9 Effekt von Amilorid auf den MTX-aktivierten Einwartsstrom in Gegenwart von Na*, K*, Li*
bzw. NH,*. A zeigt eine reprasentative Stromaufzeichnung von einer Oozyte, die wahrend 7 min
mit einer MTX-Konzentration von 10" M stimuliert worden war (nicht abgebildet). Der Effekt von
Amilorid (Ami) in einer Konzentration von 10 M (schwarze Balken) wurde in Gegenwart verschie-
dener Kationen Uberprift (dunkelgraue Balken). Die Oozyte war auf -60 mV geklemmt, der MTX-
aktivierte Einwartsstrom wurde durch wiederholtes Austauschen von Na* im Bad durch NMDG
dokumentiert. In B sind die Daten von zehn gleichartigen Experimenten zusammengefal3t. Ange-
geben ist die durchschnittliche prozentuale Hemmung der durch Na*, K*, Li* bzw. NH,* getragenen
Strome durch Amilorid. Die durch Amilorid (10-*M) hemmbare Einwartsstromkomponente wurde
standardisiert auf die NMDG-sensitive Einwartsstromkomponente. Die Anzahl der jeweils durch-
gefuhrten Experimente ist Uber jeder Saule angegeben, senkrechte Balken geben die SEM an.

Benzamil, ein Amiloridanalogon, das den durch MTX verursachten Einstrom von*Ca?
in 3T3 Zellen und den durch MTX verursachten Anstieg des intrazelluldren Ca** in HL-60
Zellen hemmt [Daly et al. (1995)], zeigte die stiarkste Wirkung mit einer Hemmung um
81 % bei einer Konzentration von 1 mM. SK&F 96365, das als Hemmsubstanz fiir den
rezeptorvermittelten Ca®*-Einstrom [Merritt et al. (1990)] und fiir nichtselektive Kationen-
kandle [Krautwurst et al. (1992)] beschrieben wurde und das die Effekte von MTX in vie-
len verschiedenen Zellarten hemmt, blockierte in der vorliegenden Arbeit den MTX-in-
duzierten Strom in einer Konzentration von 100uM um 65 %. Gd**, von dem gezeigt wurde,
dafs es dehnungsaktivierte nichtselektive Kationenkanile [Yang & Sachs (1989)] und eine
nichtselektive Kationenleitfdhigkeit in Xenopus laevis Oozyten [Cougnon et al. (1996)]
hemmt, hatte einen inhibitorischen Effekt von 29 % bei einer Konzentration von 10 uM
bzw. von 38 % bei einer Konzentration von 100 uM. Flufenaminsiure, ein Hemmstoff vie-
ler nichtselektiver Kationenkandle [Gogelein et al. (1990)], der z.B. schrumpfungsaktivierte

nichtselektive Kationenkanile in M-1 Zellen aus dem kortikalen Sammelrohr der Maus
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hemmt [Volk et al. (1995)] und auch einen MTX-aktivierten nichtselektiven Kationenkanal
in L-Zellen von Mé&usen blockiert [Estacion et al. (1996)], hatte keine Wirkung auf den
MTX-aktivierten Einwértsstrom in diesen Experimenten. Desgleichen zeigten zwei che-
misch verwandte Verbindungen - Niflumins&ure, die einen nichtselektiven Kationenkanal
im exokrinen Pankreas der Ratte hemmt [Gogelein et al. (1990)] und DCDPC, das eine
nichtselektive Kationenleitfdhigkeit in Xenopus laevis Oozyten hemmt [Cougnon et al.
(1996)] - keinen signifikanten inhibitorischen Effekt. LOE 908, ein weiterer Blocker
nichtselektiver Kationenkandle [Krautwurst et al. (1993)], war in einer Konzentration von

10 pM wirkungslos.

TI. AMILORID=-SENSITIVE EPITHELIALE NATRIUMKANALE

Expression des epithelialen Na*-Kanals der Ratte (affy-rENaC) in Xenopus laevis Oozyten

Gegenwdrtig wird angenommen, daf3 der epitheliale Na*-Kanal der Ratte aus drei Un-
tereinheiten (a-rENaC, B-rENaC, y-rENaC) in der Zusammensetzung 2o, 1B, 1y besteht
[Firsov et al. (1998); Kosari et al. (1998)]. Nachfolgend wird der epitheliale Na*-Kanal, der
sich nach der Injektion gleicher cRNA-Mengen von a-rENaC, f-rENaC und y-rENaC in
der Oozytenmembran ausbildet und der vermutlich die gleiche Zusammensetzung von
Untereinheiten aufweist (20, 1, 1y), vereinfachend als affy-rENaC bezeichnet. Die gleiche
Bezeichnung wird auch fiir die entsprechende cRNA-Mischung (o:p:y=1:1:1) verwendet.
Die Injektion von afy-rENaC cRNA in Xenopus laevis Oozyten fiithrte in 349 Versuchen
zur Ausbildung eines Amilorid-sensitiven Einwartsstroms von 900+60 nA (p<0,001). Die-

ser Wert stimmt gut mit den Ergebnissen von Canessa et al. (1994) tiberein.

Da Amilorid - wie oben beschrieben - auch den MTX-stimulierten endogenen Ein-
wartsstrom der Oozyten hemmt, und zwar bei 10° M um 60 % und bei 10* M immerhin
noch um 12 %, wurde zunichst die Konzentrationsabhéngigkeit der Amiloridwirkung
untersucht, um sicherzustellen, dafd durch Gabe von Amilorid nur der Strom blockiert
wurde, der durch ENaC getragen wird. Nach Canessa et al. (1994) hemmt Amilorid den
epithelialen Na*-Kanal bereits in submikromolaren Konzentrationen mit einer IC;, von
1,04*107 M, so daf} keine Uberlappung zu befiirchten war. Wie Abb. 10 zeigt, lief} sich
diese Erwartung bestédtigen. An Oozyten, denen afy-rENaC cRNA injiziert worden war,

ergab sich eine IC,; von 3*10®*M (n=6), und aus dem Kurvenverlauf von Abb. 10B kann
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Abb. 10 Konzentrathsabhangiket der Hemmung durch Aerid nach Injektin von a3y-rENaC
cRNA. A zegt ene Stromaufzehnung von eier auf -60 mV gekimmten Oozyte nach Inje&h
von afy-rENaC cRNA. Bischwarzen B&len zegen de Zugabe von Antorid zum Bad m anstei
gender Konzentrath von 10-'°M Isi104 M an. Dé Amiorid-sensiive Enwartsstromkomponente
wurde aus der Dierenz zwschen dem Gesamtstrom Abwesenhdiund nach Zugabe von Ami
lord zum Bad errechnet. B: ®Amiorid-sensiiven Enwartsstrome aus dhishen Expernenten
wie in A wurden auf den Arorid-sensiiven Strom bei 10 Amilorid standardiiert und sind
gegen die Konzentratin von Amlorid (10-'°© M k8 104 M) aufgetragen. Das bhiaels-Menten Da-
gramm zegt ene IC,, von 3*10-M. De einzehen Punkte stéén Durchschrtswerte von sechs
Versuchen dar. Senkrechte Beh geben &&@ SEM an.

man schlief3en, dafs apy-rENaC bereits durch Konzentrationen von 10 M bis 10° M voll-
stindig gehemmt wird. Damit ist eine Interferenz von nichtselektiven Na*-Kanélen prak-
tisch ausgeschlossen. In den weiteren Versuchen wurde, wenn nicht anders angegeben,

deshalb Amiloridlosung in einer Konzentration von 2*10°M verwendet.

Um eventuelle Uberlappungen mit anderen endogenen Na*-Kanélen festzustellen,
wurde zudem die Kationenselektivitdt der Amilorid-inhibierbaren Strome vonafy-rENaC
cRNA injizierten Oozyten untersucht. Abb. 11 A zeigt die Aufzeichnung eines solchen Ex-
periments. In Gegenwart von Na* betrdgt die Amilorid-sensitive Einwértsstrom-
komponente ca. 200 nA. Beim Wechsel von Na* zu Li* im Bad nimmt der Einwértsstrom
in die Zelle deutlich zu. Hinzufiigen von Amilorid zur Badlosung zeigt, dafs diese Zunah-
me des Einwirtsstroms auf einer Zunahme der Amilorid-sensitiven Stromkomponente
beruht. Bei Wechsel von Li* zu K* kehrt der Strom um und nimmt in etwa den gleichen
Betrag an, den er unter Amilorid hatte. Der Strom durch afy-rENaC ist also gehemmt.

Entsprechend zeigt die Zugabe von Amilorid zur Badlosung jetzt keine Wirkung mehr.
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Abb. 11 Selektivitdt des Amilorid-sensitiven Einwartsstroms nach Injektion von afy-rENaC cRNA
fur Kationen. A zeigt eine reprasentative Stromaufzeichnung von einer auf -60 mV geklemmten
Oozyte nach Injektion von apy-rENaC cRNA. Die schwarzen Balken zeigen die Zugabe von Ami-
lorid zum Bad in einer Konzentration von 2*10°M an. Die Kationenselektivitat der Amilorid-sensi-
tiven Einwartsstromkomponente wurde getestet, indem Na" im Bad durch unterschiedliche Katio-
nen ausgetauscht wurde, wie unter der Aufzeichnung angegeben. B: Zusammenfassung der Er-
gebnisse von sechs gleichartigen Experimenten wie in A. Die Hemmung der durch Na* bzw. Li*
getragenenAmilorid-sensitiven Einwartsstromkomponente wurde aus der Differenz zwischen dem
Strom inAbwesenheit und dem Strom in Gegenwart vonAmilorid in einer Konzentration von 210 M
im Bad bestimmt und auf den Amilorid-sensitiven Einwartsstrom unter Na® im Bad standardisiert.
Der senkrechte Balken gibt die SEM an. n.s.: Werte sind nicht signifikant unterschiedlich (p>0,05).

Der Wechsel von K* zu Na* fithrt wieder auf ungefdhr denselben Stromwert wie zu Be-
ginn des Experimentes. In sechs gleichartigen Experimenten ergab sich zusammengefafst
eine hohe Selektivitat fiir Na* und Li* mit einer Préferenz fiir Li* (Li*/Na*=1,59+0,05, n=6)
und praktisch keiner Durchlassigkeit fiir K* (s. Abb. 11B). Offensichtlich ist der heterolog
exprimierte Na*-Kanal hochselektiv fiir Na* und hochsensitiv fiir Amilorid. Ein dhnlicher
Kanal ist in Kontrolloozyten nicht nachweisbar. Die unterschiedliche Kationenselektivitét
und die Hemmwirkung von Amilorid in mikromolarer Konzentration erlaubt es, den
heterolog exprimierten epithelialen Na*-Kanal klar von dem durch MTX-stimulierten
endogenen nichtselektiven Kationenkanal zu unterscheiden und ihn als Strom durch ty-

pische epitheliale Na*-Kanile zu identifizieren.
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Expression verschiedener Kombinationen von o, - und yrENaC

Obwohl man davon ausgeht, dafs der voll funktionsfdhige rENaC aus drei Unterein-
heiten gebildet wird [Firsov et al. (1996)], wurde beschrieben, dafs manche Epithelien nur
eine oder zwei Untereinheiten von rENaC konstant exprimieren und dennoch funktio-
nierende Na*-Kandle ausbilden konnen [Lingueglia et al. (1994); Asher et al. (1996); Farman
et al. (1997)].

In Abb. 12 sind die Ergebnisse von Versuchen dargestellt, die diese Aussage bestétigen.
Danach fiihrt die Injektion von - oder y-rENaC cRNA allein oder zusammen (By-rENaC)
nicht zu einem signifikanten Amilorid-sensitiven Strom; es wurden lediglich 0,2+0,10 nA
(n=34, p>0,05) und 0,14+0,14 nA (n=28, p>0,05) bzw. 0,28+0,14 nA (n=54, p>0,05) gemes-
sen. Dagegen fiihrte die Injektion vona-rENaC cRNA allein sowie die Injektion der Zweier-
kombinationen af- und ay-rENaC cRNA zu signifikanten Amilorid-sensitiven Einwérts-
stromen, die fiir o bei 10£2,2 nA (n=30, p<0,001), fiir aff bei 46+11 nA (n=31, p<0,001) und
tiir ay bei 107£19 nA (n=32, p<0,001) lagen. Erst die Injektion aller drei Untereinheiten
fihrte zur Ausbildung maximaler Amilorid-sensitiver Strome, die wie oben bereits ge-

nannt ca. 900 nA betrugen.

Vergleich von affy-rENaC mit Na*-Kandlen, die aus M-1 mRNA exprimiert wurden

Oozyten, in die M-1 Poly(A)* RNA injiziert wurde, zeigten unter den oben beschriebe-

nen Bedingungen einen sehr kleinen aber von null signifikant verschiedenen Amilorid-

Abb. 12 Nur die Koexpression aller drei
rENaC-Untereinheiten ermdéglicht die Ausbil-

H(nA) i dung eines maximalen Amilorid-sensitiven
1000, =349 stroms. Aufgetragen ist der Amilorid-sensiti-
800. —1_ ve Einwartsstrom nach Injektion verschiede-

ner Kombinationen der mRNA von rENaC-Un-
600+ tereinheiten in Oozyten. Die jeweilige Kombi-
nation der Untereinheiten ist unter der x-Ach-
se angegeben, die Anzahl der jeweils durch-
200] . ns ns n*:gz s gefiihrten Experimente steht Uiber jeder Sau-
n=30 n=34 n=28 rll_—ﬁll I_I_| =54 Ig. S.e.nkrechte Balken geber.1 die SEM an. ***:
signifikant von Null verschieden (p<0,001),

a B Y o ay Py apy o o .
n.s.: nicht signifikant von Null verschieden

(p>0,05).
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| (A) 1 min Abb. 13 Expression von M-1 mRNA in Oozy-
ten fuhrt zur Ausbildung eines Amilorid-sensi-
tiven Stroms. Repréasentative Stromauf-

m zeichnung von einem Experiment nach Injek-
tion von M-1 mRNA. Die Oozyte ist auf -60 mV
geklemmt. Der schwarze Balken zeigt die

-50 r— Gabe von Amilorid in einer Konzentration von
Ami 2*10¢ M zum Bad an.

sensitiven Einwartsstrom von 3,2+0,50 nA (n=174, p<0,001). Die Hemmkonstante fiir
Amilorid wurde hier nicht bestimmt. Da diese Experimente aber mit 2 pM Amilorid durch-
gefithrt wurden (Abb. 13), ist davon auszugehen, dafs die exprimierten Kandle eine dhn-
lich hohe Amiloridempfindlichkeit besitzen wie die oben beschriebenen heterolog expri-
miertenafy-rENaC. In der Tat wurde in mit Wasser injizierten (n=31) und in nichtinjizierten
(n=8) Kontrolloozyten nie ein solcher Amilorid-sensitiver Strom beobachtet. Da der Ami-
lorid-sensitive Strom nach Injektion von M-1 mRNA in Oozyten sehr klein war, war es
mit der Technik der Zwei-Elektroden Spannungsklemme nicht moglich, die Selektivitat
des exprimierten Ionenkanals zu untersuchen. Patch-Clamp Untersuchungen an M-1 Zel-
len zeigten jedoch, daf$ die in diesen Zellen beobachtete Amilorid-sensitive Leitfdhigkeit
hochselektiv fiir Na* gegentiber K* ist, mit einer leichten Praferenz fiir Li* gegentiber Na*
[Letz et al. (1995)]. Die Expression von M-1 Poly(A)* RNA diirfte somit zur Insertion von
Kanilen fiihren, die die gleichen Eigenschaften besitzen wie Kanile nach Injektion von

afy-rENaC cRNA.

Koexpressionsexperimente von M-1 mRNA und offy-rENaC cRNA

Da das Ausmafs der Expression der in die Oozyten injizierten RN A an den verschiede-
nen Versuchstagen stark variierte, wurden die absoluten Stromwerte auf den jeweiligen
Tagesmittelwert der Stromwerte in den mit afy-rENaC injizierten Oozyten normiert. In
den folgenden Abschnitten sind deshalb die Stromwerte nicht nur in nA sondern auch in

Prozent des jeweiligen Tagesmittelwertes von afy-rENaC injizierten Oozyten angegeben.

Koinjektion von - und yrENaC cRNA mit M-1 mRNA

Abb. 14A-C fafit Experimente zusammen, in denen B- und y-rENaC cRNA mit M-1

mRNA exprimiert werden sollte.
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Abb. 14 Koexpression von M-1 mRNA mit 3-, y- oder By-rENaC cRNAin Oozyten. Alle Stréme sind
auf den jeweiligen Tagesmittelwert des Amilorid-sensitiven Stroms in Oozyten nach Injektion von
ofy-rENaC cRNA standardisiert. A zeigt den standardisierten Amilorid-sensitiven Strom nach In-
jektion von B-rENaC cRNA und M-1 mRNA. Die Kombinationen der injizierten RNA sind unter der
x-Achse angegeben. Die Anzahl der jeweils durchgefuhrten Experimente steht tUber jeder Saule.
Senkrechte Balken geben die SEM an. n.s.: Werte sind nicht signifikant unterschiedlich (p>0,05).
B zeigt das entsprechende Diagramm nach Injektion von y-rENaC cRNA und M-1 mRNA. C zeigt
den standardisierten Amilorid-sensitiven Strom nach Injektion von By-rENaC cRNA mit M-1 mRNA.
*** Werte signifikant voneinander verschieden (p<0,001).

Die Injektion von B-rENaC cRNA fiihrte zur Ausbildung eines nicht signifikant von
null verschiedenen Amilorid-sensitiven Einwartsstroms (0,2+0,10 nA bzw. 0,08+0,05 %,
n=34). Der Amilorid-sensitive Einwé&rtsstrom nach alleiniger Injektion von M-1 mRNA
war sehr klein (1,0£0,47 nA bzw. 0,54+0,3 %, n=30) und unterschied sich nicht signifikant
von dem Strom nach Koinjektion von M-1 mRNA mit B-rENaC cRNA (2,2+0,57 nA bzw.
1,2+0,48 %, n=31).

Auch die nach Injektion von y-rENaC cRNA beobachtete durch Amilorid hemmbare
Stromkomponente (0,14+0,14 nA bzw. 0,03+0,03 %, n=28) war nicht signifikant von null
verschieden und unterschied sich deutlich von der Stromkomponente, die in dieser Ver-
suchsreihe nach alleiniger Injektion von M-1 mRNA beobachtet wurde (2,5£0,69 nA bzw.
0,840,25 %, n=24). Die Koinjektion von M-1 mRNA mit y-rENaC cRNA fiihrte zu einem
Amilorid-sensitiven Einwértsstrom (4,3£0,76 nA bzw. 1,5+0,28 %, n=26), der sich nicht

signifikant von dem beobachteten Strom nach Injektion von M-1 mRNA allein unterschied.

Der Amilorid-sensitive Einwértsstrom nach Injektion von fy-rENaC cRNA (0,28+0,14 nA
bzw. 0,05+0,03 %, n=54) war nicht signifikant. Injektion von M-1 mRNA fiihrte in dieser
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Versuchsreihe wieder zur Ausbildung eines kleinen Amilorid-sensitiven Einwértsstroms
(4,310,88 nA bzw. 0,5610,13 %, n=49). Die Koinjektion von M-1 mRNA mit fy-rENaC cRNA
bewirkte jedoch einen 24-fachen Anstieg des Amilorid-sensitiven Einwdartsstroms auf
97+12,8 nA bzw. 13,5+1,65 % (n=55) im Vergleich zur alleinigen Injektion von M-1 mRNA
(s.0.). Dies ldfst vermuten, dafs die Kombination der cRNA der p- und y-rENaC-Unterein-
heiten mit a-ENaC Untereinheiten aus der M-1 mRNA zur Expression zahlreicher kom-
pletter afy-rENaC fiihrt; und das wiirde darauf hindeuten, dafs diea-rENaC Untereinheit

in M-1 Zellen im Vergleich zu den beiden anderen {iberproportional exprimiert wird.

Hemmuwirkung von Amilorid auf den aus M-1 mRNA und fy-rENaC cRNA zusammengesetzten
ENaC

Um zu untersuchen, ob die Koinjektion von M-1 mRNA mit der - und der y-rENaC
Untereinheit moglicherweise zur Expression von Ionenkanélen fiihrt, die sich von
afy rENaC hinsichtlich der Amilorid-Empfindlichkeit unterscheiden, wurde die Hemm-
wirkung von Amilorid bei aufsteigenden Amiloridkonzentrationen von 10 M bis 10° M
bestimmt. In Abb. 15A ist ein Experiment wiedergegeben, in dem die hemmende Wir-
kung von Amilorid auf den Na*-Einwdartsstrom bei Amiloridkonzentrationen von 10° M
bis 10° M gemessen wurde. Das Michaelis-Menten Diagramm in Abb. 15B zeigt in der
Zusammenfassung dhnlicher Experimente, dafs der aus M-1 mRNA und y-rENaC cRNA
zusammengesetzte Na*-Kanal mit einer IC;;, von 5,1*10°M in etwa dieselbe Amilorid-

Sensitivitdt aufweist wie afy-rENaC (s.o. und [Canessa et al. (1994)]: 1,0¥10"M).

Selektivitit des ENaC nach Injektion von M-1 mRNA und fyrENaC cRNA

Um zu tiberpriifen, ob die durch M-1 mRNA + By-rENaC cRNA exprimierten lonen-
kandle dieselben Selektivitdtseigenschaften aufweisen wie ofy-rENaC, wurden Experi-
mente an Oozyten durchgefiihrt, denen M-1 mRNA und By-rENaC cRNA injiziert wor-
den war. Wie oben beschrieben wurde das Na* in der Badlosung wieder durch Li* bzw. K*
ersetzt. In dem in Abb. 16A wiedergegebenen Experiment stieg die Amilorid-sensitive
Stromkomponente in Gegenwart von Li* um 210 % gegeniiber dem Wert in Na* an, wah-
rend der Wechsel von Na* zu K* zum volligen Erliegen des Amilorid-sensitiven Einwarts-
stroms fiihrte. Aus weiteren Experimenten dieser Art ergab sich eine mittlere Erhohung

der Einwértsstromkomponente beim Wechsel von Na* zu Li* um 184+16 % (n=10; p<0,001),

44



Ergebnisse

| (NA) 1 min I (%)
— - .
0 100
.50 B Ami
- 80 J
-100
-150 60 -
-200
250 - 401
B0 m m Em m O m 20
10° 10® 107 10° 10° i
0

10° 10® 107 106 10°
Amiloridkonzentration in mol/l

A B

Abb. 15 Konzentrationsabhangigkeit der Hemmung durch Amilorid nach Koinjektion von fy-rENaC
cRNA mit M-1 mRNA. A zeigt eine reprasentative Stromaufzeichnung von einer auf -60 mV ge-
klemmten Oozyte nach Injektion von M-1 mRNA mit By-rENaC cRNA. Die schwarzen Balken
zeigen die Zugabe von Amilorid zum Bad in aufsteigenden Konzentrationen von 10°M bis 10°M
an. Die Amilorid-sensitive Einwartsstromkomponente wurde aus der Differenz zwischen dem
Gesamtstrom in Abwesenheit und nach Zugabe von Amilorid zum Bad errechnet. B: Die Amilorid-
sensitiven Einwartsstréme aus dhnlichen Experimenten wie in A wurden auf den Amilorid-sensiti-
ven Strom bei 10° M Amilorid standardisiert und sind gegen die Konzentration von Amilorid (10° M
bis 10° M) aufgetragen. Das Michaelis-Menten Diagramm zeigt eine IC, von 5,1*10® M. Die ein-
zelnen Punkte stellen Durchschnittswerte von drei Experimenten dar. Senkrechte Balken geben
die SEM an.

s. Abb. 16B. Diese Préferenz fiir Li* ist deutlich hoher als in Oozyten, die af3y-rENaC (59+5 %,
n=6, s.0.) exprimierten. Das bedeutet, dafs die fy-rENaC Untereinheiten im Zusammen-
spiel mit M-1 RNA einen voll funktionsfahigen, aber vermutlich hinsichtlich der Kationen-

selektivitit leicht modifizierten Na*-Kanal ausbilden.

Koinjektion von M-1 mRNA mit a-, afp- oder ay-rENaC cRNA

Die alleinige Injektion von a.-rENaC cRNA fiihrte zur Expression eines kleinen Amilo-
rid-sensitiven Einwartsstroms (10+£2,2 nA bzw. 3,1+0,95 %, n=30). Dieser Strom war deut-
lich grofser als der nach alleiniger Injektion von M-1 mRNA (1,8+0,61 nA bzw. 0,3+0,11 %,
n=24). Nach Koinjektion von M-1 mRNA mit a-rENaC cRNA war der Amilorid-sensitive
Einwértsstrom jedoch etwas niedriger (5,4+0,94 nA bzw. 1,4+0,37 %, n=29) als nach allei-
niger Injektion von a-rENaC cRNA. Der Unterschied war allerdings nicht signifikant.
(Abb. 17A)
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Abb. 16 Selektivitat des Amilorid-sensitiven Einwartsstroms nach Koinjektion von 3y-rENaC cRNA
mit M-1 mRNA fir Kationen. A zeigt eine reprasentative Stromaufzeichnung von einer auf -60 mV
geklemmten Oozyte nach Injektion von M-1 mRNA und By-rENaC cRNA. Die schwarzen Balken
zeigen die Zugabe von Amilorid zum Bad in einer Konzentration von 2*10%M an. Die Kationense-
lektivitat der Amilorid-sensitiven Einwartsstromkomponente wurde getestet, indem Na* im Bad
durch unterschiedliche Kationen ausgetauscht wurde, wie unter der Aufzeichnung angegeben.
B: Zusammenfassung der Ergebnisse von zehn gleichartigen Experimenten wie in A. Die Hem-
mung der durch Na* bzw. Li* getragenen Amilorid-sensitiven Einwartsstromkomponente wurde
aus der Differenz zwischen dem Strom in Abwesenheit und dem Strom in Gegenwart von Amilorid
in einer Konzentration von 2*10® M im Bad bestimmt und auf den Amilorid-sensitiven Einwartsstrom
unter Na* im Bad standardisiert. Der senkrechte Balken gibt die SEM an. ***: Werte signifikant
voneinander verschieden (p<0,001).

Ahnliche Beobachtungen wurden mitaB-rENaC gemacht. Nach Injektion von af-rENaC
cRNA wurde ein Amilorid-sensitiver Strom von 4611 nA bzw. 7,941,90 % (n=31) gemes-
sen, der sich deutlich von dem Strom unterschied, den mit M-1 mRNA injizierte Oozyten
aufwiesen (2,6+0,98 nA bzw. 0,4+0,16 %, n=24). Nach Koinjektion von M-1 mRNA mit
af-rENaC cRNA war der durch Amilorid hemmbare Strom jedoch signifikant kleiner
(p<0,01) und betrug nur noch etwa ein Fiinftel des nach Injektion von af-rENaC cRNA
gemessenen Stroms (9,7+1,80 nA bzw. 1,6+0,29 %, n=31) (Abb. 17B).

Des weiteren wurden Experimente nach Koinjektion von M-1 mRNA mit ay-rENaC
cRNA durchgefiihrt. Oozyten, denen ay-rENaC allein injiziert worden war, bildeten ei-
nen deutlichen Amilorid-sensitiven Einwartsstrom aus (107£19 nA bzw. 5,7+0,95 %, n=32).
Kontrollexperimente mit alleiniger Injektion von M-1 mRNA ergaben einen Strom von
6,412,79 nA bzw. 0,310,14 %, n=23. Auch hier kam es nach Koinjektion von M-1 mRNA
mit ay-rENaC cRNA zu einer signifikanten Verkleinerung des Einwértsstroms (5045,9 nA

bzw. 2,640,31 %, n=32, p<0,01) gegeniiber alleiniger Injektion von ay-rENaC (Abb. 17C).
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Abb. 17 Koexpression von M-1 mRNA mit a-, af3- oder ay-rENaC cRNA in Oozyten. Alle Strome
sind auf den jeweiligen Tagesmittelwert des Amilorid-sensitiven Stroms in Oozyten nach Injektion
von af3y-rENaC cRNA standardisiert. A zeigt den standardisierten Amilorid-sensitiven Strom nach
Injektion von a-rENaC cRNA und M-1 mRNA. Die Kombinationen der injizierten RNA sind unter
der x-Achse angegeben. Die Anzahl der jeweils durchgefihrten Experimente steht Uber jeder
Saule. Senkrechte Balken geben die SEM an. **: Werte signifikant voneinander verschieden
(p<0.01); n.s.: Werte sind nicht signifikant unterschiedlich (p>0,05). B zeigt das entsprechende
Diagramm nach Injektion von a3-rENaC cRNA und M-1 mRNA. C zeigt den standardisierten Ami-
lorid-sensitiven Strom nach Injektion von ay-rENaC cRNA mit M-1 mRNA. ***: Werte signifikant
voneinander verschieden (p<0,001).

Koinjektion von cRNA aller drei rENaC Untereinheiten mit M-1 mRNA

Im Vergleich zum Amilorid-sensitiven Einwértsstrom nach Injektion aller drei rENaC-
Untereinheiten (980£100 nA bzw. 100 %, n=148) fiihrte die Koinjektion von af}y-rENaC
cRNA mit M-1 mRNA aber nicht etwa zu einem Abfall, sondern zu einem Anstieg des
Amilorid-sensitiven Stroms auf ungeféhr das Doppelte (1470£167 nA bzw. 208+25 %, n=154)

I (%) — Abb. 18 Koexpression von M-1 mRNA mit
ofy-rENaC cRNA in Oozyten.Alle Stréme sind

250 n=154 o o -
auf den Amilorid-sensitiven Einwartsstrom
i nach Injektion von oy-rENaC cRNA normiert.
200 1 l Die jeweils exprimierte RNA ist unterhalb der
x-Achse angegeben. Die Anzahl der jeweils
150 durchgefiihrten Experimente steht Uber jeder
Saule. Senkrechte Balken geben die SEM an.
n=148 ***. Werte sind signifikant unterschiedlich

100 - (p<0,001).
50 1
n=174
0
M-1 opy opy+M-1
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(Abb. 18)." Dieser Anstieg des Amilorid-sensitiven Stroms nach Injektion von apy-rENaC
cRNA in Kombination mit M-1 mRNA konnte darauf hinweisen, dafs M-1 mRNA eventu-
ell eine weitere Komponente des epithelialen Natriumkanals oder mRNA fiir eine regula-

torische Untereinheit des Kanals beinhaltet.

Zusammenfassend ist fiir die Experimente mit Koinjektion von affy-rENaC cRNA mit
M-1 mRNA folgendes festzustellen: Die Koinjektion von fy-rENaC cRNA mit M-1 mRNA
tiithrt zur Ausbildung eines vielfach grofieren Amilorid-sensitiven Einwértsstroms als die
Injektion von Py-rENaC cRNA oder von M-1 mRNA allein. Im Gegensatz dazu fiihrt die
Koinjektion vona-, af- oder ay-rENaC cRNA mit M-1 mRNA zu einer Verkleinerung des
Amilorid-sensitiven Einwartsstroms gegentiber der jeweiligen cRN A-Kombination allein.
Schliefslich ist der Amilorid-sensitive Einwértsstrom nach Koinjektion von afy-rENaC
cRNA mit M-1 mRNA deutlich grofser als nach alleiniger Injektion der drei rENaC-Unter-

einheiten.

! Hier scheinen sich die absoluten und die normierten Werte des Amilorid-sensitiven Stroms zu widersprechen.
Obwohl der gemittelte Absolutwert des Amilorid-sensitiven Stroms nach Injektion von afy-rENaC cRNA +
M-1 mRNA nur etwa 50 % grofier ist, als der des Amilorid-sensitiven Stroms nach alleiniger Injektion von
ofy-rENaC cRNA, geben die normierten Mittelwerte eine Steigerung des Amilorid-sensitiven Stroms von
iiber 100 % nach Injektion vonoBy-rENaC cRNA+ M-1 mRNA gegentiber dem Strom nach alleiniger Injektion
von ofy-rENaC cRNA an. Die Statistik umfafst Werte von zwolf Versuchstagen. An einem Versuchstag war
der mittlere Amilorid-sensitive Strom nach Injektion vonoy-rENaC cRNA relativ niedrig (187 nA), wahrend
der mittlere Amilorid-sensitive Strom nach Injektion von ofy-rENaC cRNA + M-1 mRNA &hnliche Werte
wie an anderen Versuchstagen annahm (1600 nA). Dadurch kam es bei einer nicht sehr grofien absoluten
Differenz zwischen den Werten zu einer sehr grofien relativen Differenz von 750 %. Im wesentlichen ist es
dieser aus dem Mittel der iibrigen Versuchstage ausbrechende Wert, der zu der scheinbaren Diskrepanz

zwischen den absoluten und den normierten Werten fiihrte.
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In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene durch Amilorid hemmbare Kationenkanéle
untersucht. Bei dem ersten handelt es sich um den endogenen MTX-aktivierten nicht-
selektiven Kationenkanal in Xenopus laevis Oozyten. Der zweite untersuchte Kationen-
kanal (ENaC) ist hochselektiv fiir Na* und stammt aus dem kortikalen Sammelrohr der
Maus bzw. dem Rattenkolon. Er wurde nach Injektion der jeweiligen mRNA bzw. cRNA

in Xenopus laevis Oozyten exprimiert.

I. NicHTSELEKTIVE M TX=-AKTIVIERTE KATIONENKANALE IN XENOPUS LAEVIS OOZYTEN

Die entscheidenden Beobachtungen des ersten Teil dieser Arbeit sind folgende: 1) Mes-
sungen des Ruhemembranpotentials (V,,) zeigten, dafs MTX die Oozyten depolarisiert
und daf$ diese Depolarisierung von Na* abhingig ist; 2) Messungen des transmembrana-
ren Stroms zeigten, dafs MTX eine starke einwérts gerichtete Stromkomponente indu-
ziert, die von Na* getragen ist; 3) Experimente mit Substitution der Kationen offenbarten,
dafs die aktivierten Einwéartsstrome auch von NH,*, K* und Li* getragen sein kénnen. In
ihrer Summe zeigen diese Befunde, dafs MTX nichtselektive Kationenkanéle in Xenopus
laevis Oozyten aktiviert. Nachfolgend wird diskutiert werden, in welcher Beziehung die
MTX-aktivierte Leittdhigkeit zu friither beschriebenen lonenleittdhigkeiten in Xenopus
laevis Oozyten steht und wie MTX seine Wirkung entfaltet.

Welche nichtselektiven Kationenkandile werden durch MTX in Xenopus laevis Oozyten aktiviert?

Aus Einzelkanal-Patch-clamp-Untersuchungen ist bekannt, dafs Xenopus laevis Oozy-
ten endogene nichtselektive Kationenkandle besitzen [Methfessel et al. (1986); Yang & Sachs
(1990); Lane et al. (1991)]. Diese Kandle sind in der Regel stumm, kénnen aber durch Deh-
nung der Membran (z.B. durch Erh6hung des hydrostatischen Drucks in der Patch-Pipet-
te) aktiviert werden. Die physiologische Bedeutung dieser Kandle und ihr Aktivierungs-
mechanismus sind noch unbekannt. Es fragt sich nun, ob diese Kanile eventuell durch

MTX aktiviert werden und fiir die hier beobachteten Strome verantwortlich sind.

Die Selektivitdtsabstufung aus Einzelkanalleitfahigkeitsmessungen (K*:1,4; Na*: 1; Li*:
0,6 [Yang & Sachs (1990)]) stimmt gut mit der Abstufung der Selektivitat fiir Alkalikationen

tiberein, die hier in Ganzzell-Strommessungen an der Oozyte bestimmt wurde: K* (1,5) >
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Na* (1) > Li* (0,7). Dehnungsaktivierte nichtselektive Kationenkanéle mit &hnlicher Selek-
tivitat fiir Alkalikationen wurden kiirzlich ebenfalls in Studien an Rana Oozyten [Taglietti
& Toselli (1988)] und Seeigeleiern [Lii et al. (1996)] beschrieben. Unterschiede scheinen
aber hinsichtlich der Permeabilitdt von NH,* zu bestehen. In der vorliegenden Arbeit waren
die MTX-stimulierten Einwértsstréme in Gegenwart von NH,* ungefahr 40 % grofser als
in Gegenwart von K*. Demgegentiber war die Einzelkanalleitfdhigkeit der dehnungs-
aktivierten nichtselektiven Kationenkandle in Xenopus laevis Oozyten in Gegenwart von
NH," und in Gegenwart von K* fast gleich. Sie betrug 76 pS bzw. 78 pS [Yang & Sachs
(1990)].

Diese letzteren Befunde liefsen sich mit den vorliegenden Beobachtungen in Einklang
bringen, wenn die Offenwahrscheinlichkeit der Kanile in Gegenwart von NH,* ansteigen
wiirde. Viele Kanéle zeigen eine potentialabhéngige Offenwahrscheinlichkeit, in dem Sinn,
dafs Depolarisation die Offenwahrscheinlichkeit erh6ht, und Applikation von NH,* im
Bad fiihrt in der Tat zu einer transienten Depolarisation der Oozyte [Cougnon et al. (1996)].
Eine depolarisationsabhingige Zunahme der Offenwahrscheinlichkeit kann die hier be-
obachtete Selektivitat fiir NH,* tiber K* aber nicht erklédren, weil die vorliegenden Befun-
de alle unter den Bedingungen der Spannungsklemme, d.h. bei konstantem Potential er-
hoben wurden. Andererseits erinnert die schnelle transiente Depolarisation, die in Zell-
potentialmessungen beobachtet wurde, an die initiale Stromspitze, die in der vorliegen-
den Arbeit nach dem Wechsel von Na* zu NH,* auftrat. Die Ursache dieses transienten
Effekts von NH," ist noch unklar. Die initiale Stromspitze konnte aber tiber einen lokalen
(submembrandren) Anstieg des intrazelluldren pH oder der intrazelluldren Ca**-Konzen-
tration zustandekommen [Burckhardt & Fromter (1992); Cougnon et al. (1996)]. In einer
jlingeren Studie wird angenommen, dafs NH,* selbst eine Leitfdhigkeit fiir Na* und NH,*

in Xenopus laevis Oozyten aktiviert [Burckhardt & Burckhardt (1997)].

Wie die vorangegangene Diskussion gezeigt hat, ist das Ergebnis der Selektivitats-
messungen mit NH,* noch nicht eindeutig zu bewerten. Sieht man deshalb von den Expe-
rimenten mit NH,* ab, so zeigt der Literaturvergleich, dafs die MTX-aktivierten nicht-
selektiven Kationenstrome sehr wohl durch die dehnungsaktivierten nichtselektiven
Kationenkanile hervorgerufen sein konnten, die von anderen Arbeitsgruppen in der Oo-

zytenmembran beobachtet wurden.
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Diese Schlufsfolgerung wird auch durch die Experimente mit diversen Hemmstoffen
gestiitzt. So werden sowohl dehnungsaktivierte als auch die hier beschriebenen MTX-
aktivierten nichtselektiven Kationenkandle durch millimolare Konzentrationen von Ami-
lorid effektiv blockiert [Lane et al. (1991)]. Amilorid sowie sein Derivat Benzamil, das die
MTX-aktivierten Kanile in den vorliegenden Experimenten sogar noch starker hemmte,
sind als spezifische Hemmstoffe des epithelialen Na*-Kanals ENaC (s.u.) bekannt. Sie hem-
men aber (in hoheren Dosen) auch eine Reihe von mehr oder weniger selektiven Na-
trium- bzw. Kationenkanilen, so z.B. im distalen Lungenepithel von Rattenfeten [Marunaka
(1996)] oder im medulldren Sammelrohr der Ratte [Light et al. (1988)]. Aufserdem hem-
men sie einen ATP-aktivierten Natriumkanal in der Oozytenmembran, der offenbar nicht
mit dem dehnungsaktivierten oder dem MTX-aktivierten nichtselektiven Kationenkanal
identisch ist. Die Hemmkonstante des ATP-aktivierten Kationenkanals fiir Amilorid liegt
bei 2 uM [Kupitz & Atlas (1993)], wahrend die des dehnungsaktivierten Kationenkanals
bei 0,5 mM liegt [Lane et al. (1991)]. Ein weiterer Hinweis auf die Identit4t oder zumindest
grofie Ahnlichkeit von MTX-aktivierter Leitfdhigkeit und dehnungsaktivierter nichtselek-
tiver Kationenleitfdhigkeit folgt aus den Experimenten mit Gd**. Gd** hemmt beide, die
MTX-induzierte Leittdhigkeit und die dehnungsaktivierten Einzelkandle, wenn auch in
unterschiedlichem Ausmafs. So wurde der MTX-induzierte Einwértsstrom in den hier
durchgefiihrten Experimenten durch 100 pM Gd** nur teilweise gehemmt, wohingegen
die dehnungsaktivierten nichtselektiven Kationenkandle inoutside-out Patches durch 10 pM
Gd’* vollstandig blockiert wurden [Yang & Sachs (1989)]. Zusammenfassend lassen die
dhnliche Selektivitat fiir einwertige Kationen und das dhnliche Hemmerprofil vermuten,
dafs die MTX-aktivierte nichtselektive Kationenleitfdhigkeit und die dehnungsaktivierten
nichtselektiven Kationenkanile in Xenopus laevis Oozyten moglicherweise identisch oder

zumindest sehr dhnlich und moglicherweise genetisch nahe verwandt sind.

In einer Studie aus jlingster Zeit wurde eine Hemmung der MTX-aktivierten nicht-
selektiven Kationenleitfdhigkeit durch hohe extrazelluldre Ca?*-Konzentrationen nachge-
wiesen [Weber (1999)]. Dieser Befund spricht ebenfalls fiir die Beteiligung endogener
dehnungsaktivierter nichtselektiver Kationenkandle an der durch MTX aktivierten Leit-
tahigkeit, da diese Kanéle in Xenopus laevis Oozyten ebenfalls durch hohe extrazellulédre

Ca**-Konzentrationen gehemmt werden [Yang & Sachs (1989)].
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MTX stimuliert den Kalziumeinstrom

MTX erhoht die intrazelluldre Ca**-Konzentration in unterschiedlichen Zellarten ein-
schliefslich Xenopus laevis Oozyten. Dies kann entweder durch die Aktivierung von Ca**-
permeablen Kationenkanélen oder durch Ca**-Ausschiittung aus intrazelluldren Speichern
geschehen [Bernard et al. (1988); Soergel et al. (1992); Gusovsky et al. (1993); Dietl & Volkl
(1994); Daly et al. (1995); Leech & Habener (1997)]. Es stellt sich also die Frage, ob die
MTX-aktivierten nichtselektiven Kationenkandle in Xenopus laevis Oozyten durchldssig

fiir Ca?* sind.

Um zu priifen, ob nichtselektive Kationenkandle fiir zweiwertige Kationen durchléssig
sind, wird haufig Mn** benutzt. Es kann viele nichtselektive Kationenkanile ebensogut
permeieren wie Ca**. Wenn Mn** in die Zelle eindringt, 16scht es in mikrospektrofluoro-
metrischen Untersuchungen, in denen Fura-2 als Ca*-Indikator benutzt wird, die Fluo-
reszenz. So wurde z.B. in Insulinomzellen beobachtet, dafs Mn?* in die Zelle eindringt,
nachdem nichtselektive Kationenkanile durch MTX stimuliert worden waren. Dies wur-
de als Nachweis dafiir gewertet, dafs MTX-stimulierte nichtselektive Kationenkanile durch-
lassig sind fiir Ca?*-lonen [Leech & Habener (1997)]. In den vorliegenden Experimenten
verminderte der Austausch von Na*-lonen im Bad gegen Ca**-lonen oder Mn**-lonen vor
der Applikation von MTX den Einwértsstrom auf ungeféhr dieselbe Hohe wie der Ersatz
von Na* durch das nicht permeierende Kation NMDG. Dies deutet an, dafs die Permeabi-
litat der Oozyten fiir zweiwertige Kationen unter Kontrollbedingungen niedrig ist. Nach
der Applikation von MTX reduzierte der Austausch von Na* gegen Mn** im Bad den
Einwértsstrom immer noch auf ungefahr denselben Wert wie NMDG. Die Durchléssig-
keit ftir Mn** blieb also so niedrig, dafs keine makroskopischen von Mn** getragenen Stro-

me beobachtet werden konnten.

Im Gegensatz zu Mn** trat bei Ersatz allen Na* durch Ca** zunéchst ein vergleichsweise
sehr hoher transienter Einwértsstrom (initiale Stromspitze) auf, der etwa 5 bis 30 s andau-
erte und meistens von einer zweiten kleineren Stromspitze gefolgt wurde. Danach kehrte
der Strom relativ rasch ungefdhr auf den Basisspiegel zurtick, der auch bei Ersatz allen

Na* durch NMDG beobachtet wurde.
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Welche Ionenfliisse dieser komplexen Stromantwort zugrunde liegen und durch wel-
che Kanile die einzelnen Stromkomponenten fliefsen, ist in diesem Augenblick nicht
eindeutig zu entscheiden. Wegen der Hohe der initialen Stromspitze ist ein Ca?*-Einstrom
durch MTX-stimulierte nichtselektive Kationenkanéle eher unwahrscheinlich. Yang & Sachs
(1989, 1990) haben zwar in Einzelkanalmessungen gefunden, dafs die dehnungsaktivierten
nichtselektiven Kationenkanile von Oozyten, die vermutlich die MTX-aktivierten Stro-
me hindurchfliefsen lassen, auch fiir Ca** permeabel sind, nach Ersatz allen Na* durch
Ca* fiel aber die Einzelkanalleitfahigkeit von 54 auf 15 pS ab [Yang & Sachs (1990)], und
die Offenzeit verkiirzte sich von 2,9 auf 0,5 ms [Yang & Sachs (1989)], was einer Reduktion
der Leitfdhigkeit auf ca. 5 % entspréche. Ein Ca?*-Einstrom durch diese Kanéle sollte des-
halb selbst angesichts des hoheren elektrochemischen Gradienten eher kleiner sein als der
vorausgehende Na*-Einstrom. Andererseits konnen auch nicht mefsbar kleine Ca**-Stro-
me die intrazelluldre Ca**-Konzentration auf der zytoplasmatischen Oberfldche der Zell-
membran so weit ansteigen lassen [Neher (1992)], dafs Ca**-gesteuerte Kandle fiir andere
Ionen gedffnet werden, und diese konnten dann die komplexe Stromantwort bewirken.
Hier kommen neben Ca**-aktivierten Ca**-Kandilen in erster Linie Ca**-gesteuerte Cl--Ka-
néle in Betracht, die in vielen Zellen zu finden sind und auch an Oozyten von Xenopus
laevis nachgewiesen wurden [Barish (1983); Dascal (1987)]. Die Beobachtung, dafs der
Cl-Kanalblocker Nifluminsdure die initiale Stromspitze nach Ersatz von Na* durch Ca*
nicht unterdriicken konnte, mag zwar gegen Cl-Kandle sprechen, die sogenannten CI-
Kanalblocker sind aber in vielen Geweben nicht oder nur in extrem hohen Konzentratio-
nen wirksam, so daf$ die fehlende Wirkung von Nifluminsdure mit Vorsicht interpretiert

werden muf.

In diesem Zusammenhang ist auch die Beobachtung von Interesse, dafs Benzamil und
SK&F 96365 den MTX-aktivierten Ca**-Einstrom an unterschiedlichen Zellsystemen hem-
men [Soergel et al. (1992); Gusovsky et al. (1993); Daly et al. (1995); Leech & Habener
(1997)]. Dies wiirde erklédren, weshalb in Gegenwart dieser Inhibitoren die initiale Strom-
komponente deutlich reduziert war, kann aber zwischen der Interpretation der initialen
Stromspitze als transientem Ca**-Einstrom oder transientem Cl-Ausstrom nicht differen-

zieren.
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Eine unerwartete Beobachtung war die relativ schnelle Abnahme der MTX-stimulier-
ten Einwértsstrome wahrend Badperfusion mit einer hohen Ca?*-Konzentration. Wurde
nach vollstandiger Deaktivierung dieser Stromkomponente das Ca** im Bad wieder durch
Na* ersetzt, so blieb auch der Wiederanstieg des Einwértsstroms aus, der sonst (z.B. in
Gegenwart von Mn*") regelmdaf3ig beobachtet wurde. Dies weist daraufhin, dafs die MTX-
aktivierten nichtselektiven Kationenkanéle durch Ca** langsam gehemmt werden, oder
dafs der Aktivierungsmechanismus durch Ca** unterbrochen wird, so dafs die Kanéle in
ihren inaktiven Ausgangszustand zurtickkehren. Letztere Vorstellung wére gut mit der
Beobachtung von Weber (1999) vereinbar, wonach MTX in Gegenwart hoher Ca*-Kon-
zentrationen (40 mM) im Bad keine Kanalaktivierung mehr bewirkt. Wie Ca** die Aktivie-

rung verhindert oder riickgdngig macht, 14fst sich zur Zeit jedoch nicht sagen.

Mogliche Mechanismen der Kanalaktivierung durch MTX

Grundsiétzlich gibt es drei mogliche Mechanismen, tiber die MTX eine nichtselektive
Kationenleitfahigkeit in Xenopus laevis Oozyten aktivieren konnte: 1) MTX selbst konnte
in die Membran eingebaut werden und eine ionenleitende Pore bilden; 2) MTX konnte
mit stummen Kandlen, die sich in der Zellmembran befinden, direkt interagieren und
diese Kandle iiber eine Konformationsdnderung des Kanalproteins aktivieren, wie es fiir
ligandengesteuerte lonenkanéle angenommen wird; 3) MTX konnte tiber die Aktivierung
intrazelluldrer Signalwege wiederum die Aktivierung von Ionenkanélen in der Plasma-

membran oder deren Einbau in die Membran vermitteln.

Die erste der drei Moglichkeiten ist unwahrscheinlich, da mehrere Studien gezeigt ha-
ben, dafs MTX keine Ionenkanaleigenschaften besitzt [Takahashi et al. (1983); Murata et al.
(1992); Dietl & Volkl (1994)]. Die zweite Moglichkeit 14fst sich nicht einfach ausschlagen.
So wurde vor kurzem berichtet, dafs nichtselektive Kationenkanéle in exzidierten inside/
out und outside/out Patches von MDCK Zellen (einer renalen Epithelzellinie) durch Zugabe
von MTX zur Pipetten- oder Badlosung direkt aktiviert werden konnen [Dietl & Volkl
(1994)]. In derselben Studie wurde in Ganzzellexperimenten gezeigt, dafs die Kanal-
aktivierung von einem Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration gefolgt wurde. Diese
Befunde legen nahe, dafs MTX nichtselektive Kationenkandle direkt aktiviert und dafs der
Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration eher Folge als Ursache dieser Kanal-

aktivierung ist [Dietl & Volkl (1994)]. AufSerdem wurde gezeigt, dafs die Aktivierung
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nichtselektiver Kationenkanéle durch MTX von der extrazelluldren Ca**-Konzentration
abhédngt [Weber (1999)], was auf eine Ca**-abhédngige Interaktion zwischen MTX und den
betroffenen Ionenkanélen hinweisen kénnte. Gegen eine direkte Interaktion sprechen al-
lerdings Befunde an Insulinomzellen, wonach Genistein die MTX-stimulierte nichtselek-
tive Kationenleitfdhigkeit hemmt, was auf eine Beteiligung von Tyrosinkinasen bei der
Kanalaktivierung hinweisen konnte [Leech & Habener (1997)]. Uberdies geht der durch
MTX verursachte Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration in einer Vielzahl von
Systemen mit der Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat und mit Anderun-

gen des Membranpotentials einher.

Fiir die dritte Moglichkeit spricht der Zeitverlauf der Stromaktivierung durch MTX:
Der verzogerte Beginn und der relativ langsame Anstieg des Kationenstroms, der sich
nur langsam zurtickbildete, pafst gut zum Modell einer sekundaren Kanalaktivierung (tiber
eine intrazelluldre Signalkaskade). Demgegentiber sollte eine direkte Aktivierung durch
MTX-Bindung mit Konformationsanderung des Kanalproteins eher zu einem schnellen
Anstieg des MTX-induzierten Stroms mit anschliefsender Plateauphase (oder gegebenen-
talls anschliefiender Desensibilisierung des Kanals) fiihren. Hinzu kommt, dafs MTX in
Xenopus laevis Oozyten sowohl die Bildung von Inositoltrisphosphat (IP;) als auch einen
Anstieg der intrazelluldren Ca®*-Konzentration und die Exozytose von submembranéren
Vesikeln bewirkt [Bernard et al. (1988)]. Dies konnte bedeuten, dafs nichtselektive Kationen-
kandle in submembranéren Vesikeln vorhanden sind und nach Verschmelzung der Vesi-
kel mit der Plasmamembran in diese eingebaut werden konnten. Tatséchlich wurde kiirz-
lich gezeigt, dafs Stimulation mit MTX zu einer Zunahme der Membrankapazitat (Vergro-
serung der Membranoberflédche) fithrt [Weber (1999)].

Damit ist die dritte Alternative, d.h. eine indirekte (metabotrope) Kanalaktivierung
durch MTX am wahrscheinlichsten. Welche Zwischenstufen involviert sind, 1413t sich aber

im Augenblick noch nicht mit Sicherheit feststellen.

Physiologische Bedeutung des MTX-aktivierten nichtselektiven Kationenkanals in Xenopus laevis

Oozyten

Die Aktivierung nichtselektiver Kationenkanile in Xenopus laevis Oozyten hat zumin-

dest zwei physiologisch bedeutsame Effekte: Erstens fiihrt sie zu einer Membran-
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depolarisation, deren Rolle vermutlich darin besteht, wahrend der Frithphase der Fertili-
sation das Eindringen mehrerer Spermien (Polyspermie) zu verhindern [Grey et al. (1982)].
Zweitens fiihrt sie hochstwahrscheinlich zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca*-Kon-
zentration und 16st damit auf die Fertilisation folgende Umwandlungsprozesse der Oo-
zyte aus. Dabei muf8 die Anderung der Ca**-Konzentration nicht unmittelbar durch die
Offnung der nichtselektiven Kationenkanile hervorgerufen sein, sondern kénnte auch
sekunddr durch Aktivierung spannungsabhédngiger Ca**-Kanéle hervorgerufen werden,
zumal die Existenz solcher Kandle in Xenopus laevis Oozyten nachgewiesen wurde
[Bernard et al. (1988)]. Eine erhohte intrazelluldre Ca**-Konzentration ist offenbar eine
unabdingbare Voraussetzung fiir viele der weiteren Umwandlungsprozesse (wie die Exo-
zytose submembrandrer Vesikel, kortikale Kontraktionen und die Bildung der Teilungs-
furche), die der Befruchtung folgen [Kline (1988); Bement & Capco (1990)]. Tatsdchlich
ahmt MTX in Xenopus laevis Oozyten die Antwort auf eine Befruchtung nach, was auf
der durch MTX bewirkten Erh6hung der intrazelluldren Ca*-Konzentration beruhen konn-

te [Bernard et al. (1988)].

Zusammenfassend lassen die vorliegenden Daten vermuten, dafs die MTX-aktivierten
nichtselektiven Kationenkandle mit den dehnungsaktivierten Kanélen identisch oder ge-
netisch verwandt sind und dafs diese Kanile eine Rolle spielen bei der Auslésung der

zelluldren Reaktionen von Xenopus laevis Oozyten, die der Befruchtung folgen.

II. AMILORID-SENSITIVE EPITHELIALE NATRIUMKANALE

Der hier untersuchte epitheliale Na*-Kanal (ENaC) ist charakteristischerweise hoch-
sensitiv gegentiber Amilorid mit einer mittleren Hemmkonzentration von Amilorid von
3*10®* M. Dadurch unterscheidet er sich klar von dem im ersten Teil dieser Arbeit unter-
suchten MTX-aktivierten nichtselektiven Kationenkanal, der durch Amilorid in Konzen-
trationen von 1 mM lediglich zu 60 % gehemmt wird. Ein weiterer endogener Kationen-
kanal in Xenopus laevis Oozyten kann bereits durch 10 uM Amilorid gehemmt werden,
unterscheidet sich aber von ENaC dadurch, dafd er durch keines der beiden Amiloridderi-
vate Benzamil und Phenamil hemmbar ist [Weber et al. (1995)]. Amilorid kann also meh-
rere Jonenkandle hemmen, in Konzentrationen unter 10 pM kann es jedoch als selektiver
Hemmer des epithelialen Na*-Kanals (ENaC) angesehen werden [Canessa et al. (1995)].

Da in allen Experimenten des zweiten Teils der vorliegenden Arbeit nur Strom-
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komponenten betrachtet wurden, die durch Amiloridkonzentrationen von <10 uM blok-
kiert wurden, ist sichergestellt, dafs es sich bei den hier untersuchten heterolog exprimier-
ten (exogenen) Amilorid-sensitiven Na*-Kandlen um ENaC handelt. Eine Verwechslung

mit endogenen Kationenkanilen von Xenopus laevis Oozyten ist ausgeschlossen.

Koexpression von M-1 mRNA und fyrENaC cRNA in Xenopus laevis Oozyten

Es ist bekannt, dafs in vielen Organen die mRNA einer oder zweier Untereinheiten des
normalerweise aus drei Untereinheiten zusammengesetzten ENaC {iberwiegt, wahrend
die verbleibenden Untereinheiten in Abhdngigkeit vom Funktionszustand des Organs
reguliert werden. So lassen sich in Alveolarzellen, in der Trachea und in den Azini nasaler
Driisen fast nur o- und y-ENaC mRNA nachweisen, wohingegen im Epithel der Bronchio-
len und in den Ausfiithrungsgédngen nasaler Driisen mRNA von allen drei Untereinheiten
gefunden wird [Matsushita et al. (1996); Farman et al. (1997)]. Im distalen Kolon wird in
Abwesenheit von Aldosteron hauptsachlich a-ENaC transkribiert [Lingueglia et al. (1994);
Renard et al. (1995); Asher et al. (1996)]. Im Epithel der Harnblase von Ratten wird unter
normalen Stoffwechselbedingungen a- und B-rENaC jeweils fiinf- bis zehnmal hdufiger
transkribiert als y-rENaC [Smith et al. (1998)]. In der Mausniere wurde schliefslich beob-
achtet, dafd o-ENaC mRNA etwa doppelt so stark angereichert wird wie - oder auch
y-ENaC mRNA [MacDonald et al. (2000)].

Die letztgenannten Befunde von der Mausniere stimmen relativ gut mit den Beobach-
tungen an M-1 Zellen aus der Mausniere tiberein. In Northern Blot Experimenten an M-1
Zellen fanden Letz et al. (1995), dafs die a-Untereinheit von ENaC sehr viel kréftigere
Banden ausbildete als die B- und y-Untereinheit. Das 14fst vermuten, dafs die Menge der
translatierten ENaC-Untereinheit durch die Transkription der B- und y-Untereinheiten
limitiert wird, und diese Vermutung wird durch die vorliegenden Expressionsstudien
unterstiitzt. So fithrte die Koinjektion von M-1 mRNA mit 8- und y-rENaC cRNA zu signi-
tikant hoheren Amilorid-sensitiven Einwértsstromen als die alleinige Injektion von M-1
mRNA. Es fragt sich deshalb, ob die ENaC Aktivitit in M-1 Zellen iiber Anderungen der
Transkription der - und y-Untereinheiten geregelt wird, und welche Hormone dafiir ver-

antwortlich sein konnten.
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Aus der Literatur ist bekannt, dafs die Transkription der ENaC-Untereinheiten in den
meisten Epithelien unter dem Einflufs von Gluko- und Mineralokortikoiden steht. Im
Atemwegsepithel wird die Expression von ENaC mRNA offenbar ausschliefdlich durch
Glukokortikoide reguliert, im distalen Kolon hingegen durch Aldosteron. Aldosteron fiihrt
dort zu einer gesteigerten Transkription der - und y-ENaC mRNA [Renard et al. (1995);
Asher et al. (1996)]. In der Niere scheint die Regulation der Transkription unterschiedlich
zu erfolgen, wobei offenbar zwischen dem kortikalen und dem dufderen und inneren me-
dulldren Sammelrohr differenziert werden muf$ und sich die Wirkungen der Gluko- und
Mineralokortikoide in verschiedenen Tierspezies unterscheiden. Uberdies sind die Be-
funde verschiedener Untersuchungen nicht immer deckungsgleich. Wahrend in Untersu-
chungen von Renard et al. (1995) und Stokes & Sigmund (1998) sowohl Aldosteron als
auch Dexamethason im Nierenkortex von Ratten keine Verdnderung im Transkriptions-
verhiltnis der verschiedenen ENaC-Untereinheiten bewirkten, erhohten sie in Experimen-
ten von Asher et al. (1996) am gleichen Gewebe die Expression von a-rENaC mRNA. In
Primérkulturen von Zellen aus dem kortikalen Sammelrohr von Kaninchen beobachteten
Dijkink et al. (1999), dafs die mRNA aller drei ENaC-Untereinheiten nach Aldosterongabe
anstieg. Denault et al. (1996) konnten in einer dhnlichen Zellkultur aber lediglich eine
Erhohung von y-ENaC mRNA ausmachen. Im Nierenkortex der Maus fanden MacDonald
et al. (2000) nach Aldosterongabe einen geringen Anstieg der o-ENaC mRNA, wéhrend
Dexamethasongabe keinen Effekt hatte. Im Gegensatz dazu erhohten in den Experimen-
ten von Sayegh et al. (1999) 100 nM Dexamethason an M-1 Zellen die Transkription von
a-ENaC mRNA. Die Transkription der - und y-ENaC Untereinheiten wurde dort nicht

untersucht.

Ahnlich uneinheitlich ist die Wirkung von Dexamethason und Aldosteron auf post-
transkriptioneller Ebene. Renard et al. (1995) fanden keinen Effekt von Kortikoiden auf
das Sammelrohr der Ratte, wiahrend Masilamani et al. (1999) im gleichen Gewebe vom
gleichen Tier tiber einen vermehrten Einbau von ENaC-Kanalproteinen berichten. In der
Kaninchenniere fithrt Aldosteron zu einer gesteigerten Proteinsynthese vona- und -ENaC
[Dijkink et al. (1999)], und der gleiche Effekt wurde auch in A6 Zellen beobachtet, die auf
Filter gewachsen waren [May et al. (1997)].!

! Aufer durch Mineralo- und Glukokortikoide kann die Transkription und Translation von ENaC-Unterein-
heiten offenbar auch durch Vasopressin beeinflufst werden. So beobachteten Djelidi et al. (1997), dafs hohe
Vasopressinkonzentrationen, die allerdings physiologische Spiegel weit tiberschreiten, die Transkription
und die Translation der - und y-ENaC Untereinheit im kortikalen Sammelrohr der Ratte erhohten.
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Da das Kulturmedium (PC-1), in dem die M-1 Zellen gezogen werden, 5 pM Dexame-
thason enthalt (s. Kapitel ,, Material und Methoden”), ist davon auszugehen, dafs die Ex-
pression von Na*-Kandlen in den vorliegenden Experimenten maximal stimuliert war. In
dieser Konzentration entfaltet Dexamethason ndmlich nicht nur die maximale Gluko-
kortikoidwirkung, sondern auch eine maximale Mineralokortikoidwirkung [Grotjohann
et al. (1999)]. Tatséachlich entsprachen die von Letz et al. (1995) in Ganzzellstrommessun-
gen am gleichen Praparat beobachteten Amilorid-sensitiven Einwartsstrome recht gut den
Amilorid-sensitiven Einwértsstromen, die in Ganzzellstromexperimenten an isolierten
Sammelrohren der Ratte gemessen wurden, wenn die Tiere zuvor maximal mit Aldoste-

ron stimuliert waren [Palmer et al. (1993)].

Zusammenfassend laf3t sich sagen, dafs die tiberproportionale Expression der a-ENaC
mRNA in M-1 Zellen in Ubereinstimmung mit fritheren Beobachtungen am Nierenkortex
von Ratte und Maus [Asher et al. (1996); Sayegh et al. (1999); MacDonald et al. (2000)]

vermutlich als Folge einer maximalen Stimulation durch Dexamethason zu verstehen ist.

Weshalb die Koinjektion von M-1 mRNA mit By-rENaC cRNA in Xenopus laevis Oozy-
ten dann trotzdem zur Ausbildung 24-fach hoherer Amilorid-sensitiver Strome fiihrte als
die alleinige Injektion von M-1 mRNA, kénnte auf eine unterschiedliche Regulation der
Translation in Oozyten und in M-1 Zellen zurtickzufiihren sein. In M-1 Zellen kénnte die
hohe Transkription der a-rENaC Untereinheit moglicherweise durch eine verstarkte Trans-
lation der niedrig transkribierten - und y-rENaC Untereinheiten ausgeglichen werden,
wihrend die Translation in Oozyten lediglich durch die vorhandene Menge der mRNA
bzw. cRNA bestimmt sein konnte. Dies wiirde bedeuten, dafs die Injektion von M-1 mRNA
zum Einbau nur weniger vollstindiger ENaC in die Zellmembran fithren konnte, wéh-
rend daneben eine grofse Anzahl von Ionenkanélen exprimiert wiirde, die lediglich aus
der a-ENaC Untereinheit bestehen und die nur entsprechend kleine Einwéartsstrome zu-
lassen. In diesem Fall konnte dann die Koinjektion von M-1 mRNA mit - und y-rENaC
cRNA, wie in der Tat beobachtet wurde, wesentlich hohere Strome ergeben, weil sich die
tiberproportional vorhandenen a-ENaC Untereinheiten mit einer ausreichenden Zahl von

B- oder y-rENaC Untereinheiten verbinden kénnten.
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Koexpression von M-1 mRNA mit Sy-rENaC cRNA fiihrt zu lonenkandlen mit verinderten Ei-
genschaften gegentiber afy-ENaC

Im letzten Absatz wurde festgestellt, dafs die Koinjektion von fy-rENaC cRNA mit M-1
mRNA in Xenopus laevis Oozyten die in M-1 Zellen tiberproportional exprimierte a-ENaC
Untereinheit zu vollstandigen epithelialen Na*-Kandlen (ENaC) zu komplementieren
scheint. Dies zeigte sich in der Ausbildung eines deutlich hoheren Einwértsstromes als
nach alleiniger Injektion von M-1 mRNA. Bei der weiteren Untersuchung wiesen diese
Kaniéle eine etwas andere Kationen-Selektivitdt auf als die Kanile von Oozyten, in die
afy-rENaC cRNA injiziert worden war, oder als Kanéle von M-1 Zellen [Letz et al. (1995)].
Die Permeabilitdtssequenz Li*>Na*>>K"* war zwar erhalten, aber das Verhéltnis von Li*
zu Na* betrug 2,84 und war damit signifikant hoher als in den genannten Experimenten,
in denen ein Leitfdhigkeitsverhéltnis von Li* zu Na* von ca. 1,6 beobachtet worden war.
Dies ist {iberraschend, wenn man davon ausgeht, dafs voll funktionierende Kanéle stets

aus der gleichen Anzahl und Art von Untereinheiten aufgebaut sein sollten.

Nach Experimenten von Kellenberger et al. (1999) wird die Selektivitdt von ENaC we-
sentlich durch die Grofse der Porentffnung bestimmt. Punktmutationen kurz vor dem
zweiten transmembrandren Abschnitt einer der drei ENaC-Untereinheiten fithren zur
Verdanderung der Kanalgeometrie und zur Abnahme der Selektivitét. Dies erklart, wes-
halb ENaC sehr gut durchléssig ist fiir Wasserstoffionen (H*), weniger durchlassig fiir Li*,

noch weniger fiir Na* aber undurchléssig fiir alle grofieren Kationen [Palmer (1982)].

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Erhchung der Selektivitdat von ENaC fiir
Li* bei Koexpression von M-1 mRNA mit fy-rENaC cRNA in Xenopus laevis Oozyten
konnte folglich auf einer Verdnderung der Kanalgeometrie beruhen. Eine solche Verande-

rung konnte verschiedene Ursachen haben:

1) Heterolog zusammengesetzte Kanile: Da die a-, B- und y-rENaC Untereinheiten von der
Ratte stammen, die M-1 Zellinie aber von der Maus, konnten Speziesunterschiede in der
Geometrie der einzelnen Kanaluntereinheit unterschiedliche Selektivitdten eines Hybrid-
Kanals z.B. aus der a-ENaC Untereinheit der Maus und den - und y-rENaC Untereinhei-
ten der Ratte hervorrufen. Speziesunterschiede von ENaC sind in der Tat bekannt. So

zeigt z.B. die a-ENaC Untereinheit der Ratte im Aminosdurenvergleich nur eine 83 %ige
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Identitdt mit der a-ENaC Untereinheit des Menschen. Ob dhnliche Unterschiede zwischen
Ratte und Maus bestehen, ist nicht bekannt. Andererseits ist jedoch anzunehmen, dafs die
Proteinabschnitte, die fiir die Selektivitidt verantwortlich sind, auch zwischen verschiede-
nen Spezies hochkonserviert sind, so dafs dieser Erklarungsansatz eher unwahrscheinlich
ist. In diesem Zusammenhang wire es interessant gewesen, die Selektivitdt von Kanilen
nach Koinjektion von M-1 mRNA mit a-, aff- oder ay-ENaC cRNA zu untersuchen. We-
gen der niedrigen Strome war dies im Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit jedoch

nicht moglich.

2) Unterschiedliche Zusammensetzung des Kanals aus Untereinheiten: In den vorliegenden
Experimenten wurden jeweils 20 ng M-1 mRNA und je 1 ng cRNA der einzelnen ENaC
Untereinheiten in die Oozyten injiziert. Da es sich bei der M-1 mRNA um die gesamte
mRNA von M-1 Zellen handelt, kann man davon ausgehen, daf3 in diesen 20 ng der An-
teil, der fiir a-ENaC kodiert, wesentlich weniger als 1 ng betragt. Somit sollte nach Koin-
jektion von M-1 mRNA und pBy-rENaC cRNA die B- und die y-rENaC cRNA tiberwiegen.
Unter diesen Bedingungen konnte sich das stochiometrische Verhéltnis der gebildeten
ENaC von dem Verhaltnis nach Injektion von apy-rENaC cRNA unterscheiden, was wie-

derum zu verdnderten Kanaleigenschaften fithren kénnte.

Aus Untersuchungen von McNicholas & Canessa (1997) ist bekannt, dafd Na*-Kanéle,
die nur aus einer oder zwei ENaC-Untereinheiten zusammengesetzt sind, andere Eigen-
schaften haben konnen als afy-rENaC. Wihrend o- und ay-ENaC sich nicht wesentlich
vonafy-ENaC unterscheiden, hatap-ENaC deutlich verdanderte Eigenschaften: Seine Sen-
sitivitdt gegeniiber Amilorid und dessen Analogon Benzamil betrdgt nur ungeféhr ein
Dreifsigstel derjenigen von afy-ENaC, und seine Selektivitat fiir Na* und Li* ist umge-
kehrt, mit einer leichten Préferenz fiir Na* tiber Li* (das Verhdltnis des Amilorid-sensiti-
ven Einwiértsstroms in Li* zu Na* betragt 0,8) bei weiterhin fehlender K*-Permeabilit&t
[McNicholas & Canessa (1997)]. Uberdies wird die Einzelkanalleitfdhigkeit der a3-rENaC
erst bei viel hoheren Na*- oder Li*-Konzentrationen gesittigt (EC5,>180 mM) als die Leit-
tahigkeit von afy-rENaC, die bereits bei Konzentrationen von 50 bzw. 30 mM halbgeséttigt
ist. Zudem weisen sowohl ay- als auch af-Kandle gegentiber afy-ENaC eine verdnderte
Schaltkinetik mit z.T. komplexem Offnungs- und SchliefSverhalten auf [Fyfe & Canessa
(1998)].
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Zu den vorangehenden Betrachtungen ist allerdings anzumerken, daf3 bis heute die
Stochiometrie der Untereinheitenstruktur von afy-ENaC noch nicht endgiiltig geklart ist,
obwohl verschiedene funktionelle, biochemische und biophysikalische Versuchsansitze
dazu entwickelt wurden. Experimente, in denen ENaC Untereinheiten mit dem FLAG
Epitop markiert wurden, Versuche zur Hemmung von ENaC mit mutierter a-Unterein-
heit durch Zink und Versuche mit aneinandergeketteten ENaC-Untereinheiten ergaben,
dasapy-ENaC in Xenopus laevis Oozyten in einer Stéchiometrie von 2a-, 13- und 1y-ENaC
zusammengesetzt ist [Firsov et al. (1998)]. Eine weitere Studie, in der ebenfalls die veran-
derte Sensitivitat fiir Hemmstoffe von mutierten ENaC Untereinheiten ausgenutzt wur-
de, kam zu demselben Schlufd [Kosari et al. (1998)]. Dieser Untereinheiten-Stochiometrie
widersprechen die Ergebnisse zweier weiterer Studien, in denen u.a. auch die
Sedimentationseigenschaften der Kanile in Saccharose-Dichtegradienten gemessen wur-
den [Snyder et al. (1998)] und rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen durchge-
fiihrt wurden, und die eine Stochiometrie von 3a-, 33- und 3y-ENaC Untereinheiten favo-

risieren [Eskandari et al. (1999)].

Moglicherweise ist aber die Stochiometrie der Untereinheitenzusammensetzung nicht
fest vorgegeben, sondern richtet sich nach der Verfiigbarkeit der einzelnen Untereinhei-
ten. Aufgrund des Uberangebots an B- und y-ENaC Untereinheiten in den hier durchge-
fiihrten Koexpressionsexperimenten nach Injektion von M-1 mRNA und By-rENaC cRNA
konnten die Kandle z.B. aus 1a-, 2p- und 1y- oder 1a-, 1B- und 2y-Untereinheiten zusam-
mengesetzt sein und damit dhnlich wie afj-ENaC andere Selektivitdtseigenschaften als
die bisher untersuchten ENaC-Kombinationen angenommen haben. Um dieser Frage nach-
zugehen, wire es sinnvoll gewesen, Koexpressionsexperimente mit M-1 mRNA und
markierter fy-rENaC cRNA durchzufiihren, um aus der Anzahl der in die Oozytenmem-
bran eingebauten markierten Untereinheiten auf die Stochiometrie der Untereinheiten
schliefSen zu kénnen. Solche Untersuchungen waren aber im Rahmen der vorliegenden

Arbeit nicht moglich.

3) Eine bisher unbekannte zusitzliche Untereinheit: Eine weitere Moglichkeit die hohe Se-
lektivitat fiir Li* tiber Na* zu erklédren, die nach Injektion von M-1 mRNA mit By-rENaC
cRNA exprimiert wurde, wére, dafs M-1 mRNA fiir eine weitere ENaC Untereinheit ko-

diert, die zwar normalerweise in M-1 Zellen nicht translatiert wird, wohl aber nach Injek-
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tion der mRNA in Xenopus laevis Oozyten. Eine weitere ENaC Untereinheit, die in Aldo-
steron-sensitiven Epithelien nicht exprimiert wird, wurde in der Tat kiirzlich im mensch-
lichen Gehirn entdeckt und §-ENaC genannt [Waldmann et al. (1995)]. Sie findet sich au-
Rerdem im Pankreas, in den Testes und den Ovarien. Ahnlich der a-ENaC Untereinheit
ist sie in der Lage, ohne andere Untereinheiten einen funktionierenden Kanal zu bilden,
der sich jedoch in seinen Eigenschaften von a-ENaC unterscheidet. Er ist wesentlich we-
niger sensitiv fiir Amilorid oder Benzamil, ebenfalls hochselektiv fiir Na* gegentiber K*
und hat eine leichte Préferenz fiir Na* tiber Li* (das Verhiltnis des Amilorid-sensitiven
Einwiértsstroms in Li* zu Na* betrédgt 0,6). Der Sequenzvergleich von§-ENaC mitafy-ENaC
zeigt, daf} 3-ENaC eine grofie Ahnlichkeit mit o-ENaC hat. Koexpressionsexperimente
mit unterschiedlichen Kombinationen der vier Untereinheiten fithrten zu der Annahme,
dafs im nativen Gewebe wahrscheinlich die Kombination 8fy-ENaC exprimiert wird [Wald-

mann et al. (1995)].

Es kann also sein, dafs die hier beobachtete Erhohung der Selektivitat fiir Li* gegentiber
Na* durch Expression einer neuen, bisher unbekannten ENaC Untereinheit bewirkt wird,

die zu einem Ionenkanal mit ebenfalls neuen Eigenschaften fiihrt.

Kodiert M-1 mRNA fiir ein Protein, das affy-ENaC regulieren kann?

Koinjektion vonafy-rENaC cRNA mit M-1 mRNA bewirkte tiberraschenderweise eine
Erhohung des Amilorid-sensitiven Einwértsstroms auf mehr als das Doppelte des nach
alleiniger Injektion von afy-rENaC cRNA beobachteten Amilorid-sensitiven Einwdarts-
stromes. Diese Beobachtung l4fst sich nicht durch einfache Addition der durch afy-rENaC
cRNA und M-1 mRNA induzierten Strome erkldren, da der Amilorid-sensitive Einwérts-
strom nach alleiniger Injektion von M-1 mRNA nur 0,5 % des Stroms nach Injektion von
opy-rENaC cRNA betrug. Die Verdoppelung des Stroms nach Koinjektion l&fst deshalb
vermuten, dafs M-1 Zellen ein Protein exprimieren, das den Strom durch ENaC aktivieren

kann.

Fiir die mogliche Existenz solcher Regulatorproteine gibt es in der Literatur bereits
einige Hinweise. So wurde sowohl an A6- als auch an mpkCCD_,, Zellen, einer anderen
Zellreihe aus dem kortikalen Sammelrohr der Maus, eine epitheliale Serinprotease (CAP1

tur ,, channel activating protease 1”) gefunden, die auch in der Niere, der Lunge, der Haut,
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dem Ovar und im Darm exprimiert wird und Amilorid-sensitive Einwértsstrome von der
extrazelluldren Seite der Zellmembran aktiviert [Vallet et al. (1997)]. Unter der Einwir-
kung von CAP1 nimmt der Amilorid-sensitive Einwértsstrom um das Zwei- bis Dreifa-
che zu [Vuagniaux et al. (2000)]. Auch an M-1 Zellen wurden Beobachtungen gemacht, die
auf die Existenz einer endogenen ENaC-aktivierenden Protease hinweisen [Nakhoul et
al. (1998)]. Der Wirkmechanismus dieser Proteasen ist noch nicht aufgeklart. Die Annah-
me, dafs CAP1 ihre Wirkung tiber den durch Serinproteasen aktivierbaren Rezeptor PAR-2
entfaltet, wurde kiirzlich widerlegt [Bertog et al. (1999)]. Moglicherweise wirkt CAP1 durch
Proteolyse eines mit ENaC assoziierten Modulatorproteins [Chraibi et al. (1998)].

Da davon auszugehen ist, dafs die in dieser Arbeit verwendeten M-1 Zellen durch das
Dexamethason im Kulturmedium aktiviert waren, konnten durch die M-1 mRNA auch
die beiden bisher bekannten Kortikoid-induzierten Proteine K-Ras2A und sgk exprimiert
worden sein, die am Entstehen des frithen aktivierenden Effekts von Aldosteron auf ENaC

beteiligt sein sollen.

K-Ras2A ist ein G-Protein, das in A6 Zellen durch Aldosteron induziert wird und des-
sen Expression in Xenopus laevis Oozyten die Reifung der Oozyten hervorruft. Koex-
pressionsexperimente von afy-xENaC mit K-Ras2A in Oozyten zeigten zwei entgegenge-
setzte Effekte [Mastroberardino et al. (1998)]: Durch die Reifung der Oozyte wurde die
Kanaldichte in der Zellmembran verringert, durch eine direkte Wirkung von K-Ras2A
auf ENaC wurde sie erhoht. Die Summation der Effekte fiihrte zu keiner signifikanten
Verdanderung der Amilorid-sensitiven Stréme im Vergleich zu den Stromen nach alleini-
ger Injektion von afy-xENaC cRNA. Um die Wirkung von K-Ras2A auf ENaC von den
Effekten der durch K-Ras2A induzierten Reifung der Oozyten abgrenzen zu kénnen, fiithr-
ten Mastroberardino et al. (1998) Kontrollexperimente durch, in denen afy-xENaC cRNA
injizierte Oozyten in 15 uM Progesteron inkubiert wurden, welches dhnlich wie K-Ras2A,
allerdings auf anderem Wege, eine Reifung der Oozyten bewirkt. Im Vergleich zu diesen
Kontrolloozyten zeigten die koinjizierten Oozyten vier- bis ftinffach grofiere Amilorid-
sensitive Einwértsstrome [Mastroberardino et al. (1998)]. Da die vorliegenden Experimente
ebenfalls an Oozyten durchgefiihrt wurden, hétte eine Koexpression von K-Ras2A aus
M-1 mRNA mit apy-rENaC cRNA wie bei Mastroberardino et al. (1998) zu keiner signifi-

kanten Verdanderung der Amilorid-sensitiven Einwdartsstrome fiithren sollen. Deshalb ist
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es eher unwahrscheinlich, dafs K-Ras2A als Bestandteil der M-1 mRNA die Verdoppelung
der Strome nach Koinjektion von apy-rENaC cRNA mit M-1 mRNA bewirkt haben kénn-

te.

Das zweite Aldosteron-induzierte Protein ist die Serum- und Glukokortikoid-regulier-
te Kinase (sgk). Ihre Transkription ist bereits 30 min nach Aldosterongabe erhcht. Koex-
pression von sgk mit afy-ENaC in Xenopus laevis Oozyten fiihrt je nach Versuchsprotokoll
zu einem Anstieg des Amilorid-sensitiven Einwartsstroms auf das Zwei- bis Siebenfache
gegeniiber dem Strom in Oozyten, die lediglich afy-ENaC exprimieren [Chen et al. (1999);
Naray-Fejes-Toth et al. (1999); Shigaev et al. (2000)], wobei diese aktivierende Wirkung
hauptsdchlich auf dem verstiarkten Einbau von ENaC in die Zellmembran beruht [de La

Rosa et al. (1999)].

Eine gesteigerte Expression von sgk aus M-1 mRNA koénnte folglich die bisher disku-
tierten Koexpressionsetfekte von afy-rENaC cRNA und M-1 mRNA in den vorliegenden
Versuchen erkldren. Hinzu kommen weitere Beobachtungen aus Koexpressionsexperi-
menten. Wahrend Koinjektion von M-1 mRNA mit a-rENaC cRNA keine Verdnderung
des Amilorid-sensitiven Einwartsstroms bewirkte, sank nach Koinjektion von M-1 mRNA
mit of- oder auch ay-rENaC cRNA der Amilorid-hemmbare Einwartsstrom im Vergleich
zu alleiniger Injektion von af3- oder ay-rENaC cRNA deutlich ab. Der letztere Effekt deckt
sich in etwa mit Befunden von Ott (1999), wonach Koinjektion von a-rENaC cRNA mit
sgk vom Menschen zu einer deutlichen Aktivierung des Amilorid-sensitiven Einwérts-
stromes fiihrte (wie in den vorliegenden Experimenten mit afy-rENaC cRNA und M-1
mRNA), Koinjektion von afj-, ay- oder By-rENaC cRNA mit sgk aber keinen stimulieren-
den Effekt hatte.

Wie die fehlende oder hemmende Wirkung von sgk oder M-1 mRNA auf die Zweier-
kombinationen von rENaC cRNA zu erkléren ist, bleibt offen. Es sei aber angemerkt, daf3
der in den vorliegenden Experimenten beobachtete 24-fache Anstieg der Amilorid-sensi-
tiven Strome nach Koinjektion von M-1 mRNA mit der Zweierkombination von - und
y-rENaC cRNA vor dem Hintergrund der obigen Experimente mit Zweierkombinationen

um so eindrucksvoller ist.
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Insgesamt gesehen weisen die im letzten Kapitel diskutierten Befunde stark daraufhin,
dafs die Expression von ENaC aus verschiedenen Kombinationen von a-, - und y-rENaC
cRNA mit M-1 mRNA durch die Koexpression regulierender Proteine aus M-1 mRNA
beeinflufit wird, wobei vielleicht CAP1 und wahrscheinlich sgk eine Rolle spielen, aber
das Vorhandensein weiterer regulatorischer Proteine nicht ausgeschlossen werden kann.
Die Aufkldrung dieser regulierenden Proteine, fiir die diese Arbeit erste Hinweise gibt,
konnte bedeutende Einblicke in die Regulation des epithelialen Na*-Kanals in der Niere
liefern. Langfristig wére dies moglicherweise ein weiterer Schritt in der Auftklarung von

Ursachen des essentiellen Bluthochdrucks.
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene durch Amilorid hemmbare

Kationenkanile in Xenopus laevis Oozyten untersucht.

Der erste Teil befafst sich mit einem endogenen nichtselektiven Kationenkanal, der durch
das aus dem marinen Einzeller Gambierdiscus toxicus stammende Maitotoxin (MTX) ak-
tiviert wird. Messungen des Membranpotentials (V) zeigten, dafs MTX (50 pM bis 1nM)
die Oozyten von -49+7 mV auf -14+1 mV depolarisierte. Der Austausch von Na* in der
Badlosung durch das nicht permeierende Kation NMDG verdnderte V,, von -14+1 mV auf
-53+5 mV (n=29). Dies weist auf die Aktivierung einer Kationenleitfdhigkeit durch MTX
hin. Strommessungen bei einem Haltepotential von -60 oder -100 mV zeigten, dafs sich
innerhalb von 10 s nach Applikation von MTX eine Einwértsstromkomponente ausbilde-
te, die durch Entzug von extrazelluldrem Na* grofitenteils gehemmt wurde. Nach
1-mintitiger Applikation von 1 nM MTX stieg der NMDG-sensitive Strom um mehr als
das Hundertfache von 0,1410,03 mA bis auf einen Maximalwert von 21+3 mA (n=11) an.
Der Effekt von MTX war konzentrationsabhédngig mit einer EC;, von ca. 250 pM, jedoch
nur langsam (60 min) reversibel. Experimente mit Austausch von Ionen in der Badlésung
zeigten, dafs die stimulierte Leittdhigkeit nichtselektiv fiir einwertige Kationen mit einer
leichten Bevorzugung fiir NH,*(2,1) > K* (1,5) > Na* (1,0) > Li* (0,7) war. Bei der Betrach-
tung zweiwertiger Kationen wurde eine komplexe biphasische Antwort auf den extrazel-
luldren Ersatz von Na* durch Ca? beobachtet. Dies 1463t vermuten, daf3 die stimulierten
Ionenkanile eine geringe Ca**-Permeabilitdt haben, die zu einem initialen Ca®*-Einstrom
fihren, dafs die Kanéle aber unter langerer Einwirkung hoher extrazelluldrer Ca**-Kon-
zentrationen allmé&hlich blockiert werden. Keine signifikante Leitfahigkeit wurde fiir Mn**
beobachtet. Applikation von 1 mM Benzamil, 1 mM Amilorid oder 100 mM SK&F 96365
reduzierte den MTX-stimulierten Einwartsstrom um 81 %, 62 % bzw. 65 %. Gd?* hatte bei
Konzentrationen von 10 mM bzw. 100 mM einen hemmenden Effekt von 29 % bzw. 38 %.
Flufenaminsiure, Nifluminsdure, LOE 908 und DCDPC, bekannte Blocker anderer

nichtselektiver Kationenkandle, hatten keinen signifikanten Effekt.

Daraus kann geschlossen werden, dafs MTX eine nichtselektive Kationenleitfdhigkeit

in Xenopus laevis Oozyten aktiviert. Die zugrundeliegenden Ionenkanéle kénnten an
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Anderungen des Membranpotentials, die in frithen Stadien der Befruchtung auftreten,

beteiligt sein.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschreibt das Expressionsverhalten und die Eigenschaf-
ten einer aus mRNA einer Sammelrohrzellinie der Maus (M-1) und aus cRNA verschiede-
ner Untereinheiten des epithelialen Natriumkanals rENaC in Oozyten exprimierten hoch

Amilorid-sensitiven Natriumleitfdhigkeit.

Zundchst wurde gezeigt, daf3 Injektion der RNA aller drei Untereinheiten (a, p und v,
kurz als afy bezeichnet) von rENaC cRNA aus Rattenkolon in Xenopus laevis Oozyten
zur Ausbildung Amilorid-sensitiver Einwértsstrome mit denselben Eigenschaften fiihrte,
wie sie in der Literatur beschrieben wurden. Injektion von M-1 mRNA in Xenopus laevis
Oozyten fiihrte in einer Versuchsreihe zur Koexpression von M-1 mRNA mit By-rENaC
cRNA dagegen nur zur Ausbildung eines kleinen Amilorid-sensitiven Einwértsstroms
von 4,310,88 nA (n=49), dessen Eigenschaften nicht ndher untersucht werden konnten.
Koinjektion von M-1 mRNA mit By-rENaC cRNA erhohte den Amilorid-sensitiven Ein-
wartsstrom auf das 24-fache (97£12,8 nA; n=55). Der unter diesen Bedingungen expri-
mierte Ionenkanal zeigte eine hohere Selektivitat fiir Li* tiber Na* (Li*/Na*=2,84) als
afy-rENaC (Li*/Na*=1,59), war aber ebenso sensitiv fiir Amilorid wie der urspriingliche
Na*-Kanal (IC;,=5,1¥10® M). Koinjektion von M-1 mRNA mit afj- oder ay-rENaC cRNA
tithrte zu einem Amilorid-sensitiven Einwartsstrom (9,7+1,8 nA; n=31, bzw. 5015,9 nA;
n=32), der nur etwa 20 % bzw. 50 % des beobachteten Stroms nach alleiniger Injektion von

af- bzw. ay-rENaC cRNA (46111 nA; n=31, bzw. 107£19 nA; n=32) betrug.

Koinjektion von M-1 mRNA mit afiy-rENaC cRNA fiihrte dagegen mit 1470167 nA
(n=154) zu einem deutlichen Anstieg des Amilorid-sensitiven Einwértsstroms gegentiber

dem Strom nach alleiniger Injektion von afy-rENaC (980+100 nA; n=148).

Diese Befunde zeigen, dafs im Xenopus laevis Oozyten Expressionssystem die Transla-
tion der M-1 mRNA offenbar anders reguliert wird als in M-1 Zellen, wobei das Vorhan-
densein von - und y-ENaC mRNA der limitierende Bestandteil fiir die Bildung von ENaC
zu sein scheint. Die leicht verdnderten Eigenschaften der Ionenkanile nach Koexpression

von M-1 mRNA mit By-rENaC cRNA koénnten durch die Kombination von mRNA ver-
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schiedener Spezies, durch eine verdnderte Stochiometrie der Kanaluntereinheiten (in Ab-
hangigkeit von der injizierten Menge der mRNA der einzelnen Untereinheiten) oder durch
die mogliche Expression einer neuen, bisher unbekannten ENaC Untereinheit in der M-1
mRNA verursacht worden sein. Die Erh6hung des Amilorid-sensitiven Einwértsstroms
durch Koexpression von M-1 mRNA mit afiy-rENaC cRNA ldfst darauf schliefsen, dafs
M-1 Zellen ein Protein exprimieren, das die Expression des epithelialen Natriumkanals

stimuliert.
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Maitotoxin (MTX) adivates a nonsglective cation chanrel in
Xenopus laevis oogytes. Hlugers Archiv 436: 329-337
Coinjection of MRNA from M-1 mouse CCD cdlls with cRNA
of B and y-rENaC in Xenopus Oocytes enhanes the
expresson of amiloride-sensitive Na+ currents. Pfligers
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