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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion von Membranen

Membranen stellen eine Barriere zwischen dem Inneren einer Zelle und der &@uBleren
Umgebung dar. Sie bestehen im einfachsten Fall aus einer doppelten Schicht an
amphipathischen Phospholipiden, die wie die Molekiile einer Fliissigkeit frei untereinander
verschiebbar und keinesfalls starr sind (Singer und Nicolson, 1972). Der hydrophile, polare
Teil eines Phospholipids ist gegen das polare, wissrige AuBere gerichtet. Die hydrophoben
gesittigten und ungesittigten Kohlenwasserstoffketten der Phospholipide hingegen sind
gegen die unpolaren Kohlenwasserstoffe einer zweiten Phospholipidschicht gewandt, deren
polares Ende, wiederum gegen das Innere der Zelle zeigt (Langner und Kubica, 1999).

Die Membranen hoher organisierter Lebewesen, wie die der Eukaryoten sind oft komplexer
aufgebaut, als die Membranen der Prokaryoten. Dies zeichnet sich beispielsweise in der Art
der Zusammensetzung einer Vielzahl unterschiedlicher Membranbestandteile aus. So sind oft
grofle Mengen an Cholesterin und Glykolipide wichtige Bausteine eukaryotischer Membranen
und iibernehmen dort eine bedeutende Funktion, beispielsweise in Form von Lipid rafts, wo
die lingerkettigen Lipide zu einer erhtohten Ansammlung von Proteinen fiihren (Brown und
London, 1998; Lee et al., 2001).

Insgesamt kommen den Membranen eine Fiille an unterschiedlichen Aufgaben zu,
beispielsweise die Weiterleitung von elektrischen Impulsen iiber die duflere Membran von
Sinneszellen, die auf der Besonderheit von Membranen beruht, geladene Teilchen nicht

passieren zu lassen (Hille et al., 1999, Gouaux und MacKinnon, 2005).

1.2 Transport durch Membranen

Der Transport geladener Teilchen durch die duflere Zellmembran geschieht indirekt, nicht
mittels Diffusion und durch eine Vielzahl an unterschiedlichen Mechanismen. Ionen und
andere Substanzen konnen beispielsweise mit Hilfe von Carriern in energieaufwendigen
Prozessen unter ATP-Verbrauch gegen ein Konzentrationsgefille von der einen auf die
entgegengesetzte Seite der Membran befordert werden (Apell, 2003).

Carrier sind spezialisierte Transporter in den Membranen der Zelle, die dem Transport von
komplexen Molekiilen, im Fall von ABC-Transportern beispielsweise Pharmazeutika, wie

dem Antimalariamittel Chloroquin, dienen (Kuchler und Thorner, 1992). Man findet Carrier

1
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sowohl in den dufleren Membranen der einfach organisierten Prokaryoten, als auch in den
duBeren und inneren Membranen der Eukaryoten, wo sie ebenfalls eine Fiille
unterschiedlichster Aufgaben wahrnehmen (Alberts et al., 2003). Ebenso erfolgt die
Beforderung von Proteinen in die verschiedenen Kompartimente der eukaryotischen Zelle mit
Hilfe von Transportern, beispielsweise durch TIM und TOM, zweier Translokasen der inneren
und duBleren Plasmamembran der Mitochondrien hoherer Lebewesen (Albrecht et al., 2006).
Der durch Carrier erméglichte Transport durch Membranen muss dabei nicht nur wie im Fall
der sogenannten Uniporter auf einen Stoff und eine Richtung begrenzt sein (Saier, 2000).
Vielmehr befordern Carrier beim Transport einer Substanz oftmals parallel eine Zweite.
Werden beide Stoffe gleichsam in dieselbe Richtung befordert, spricht man von einem
Symport; beim gleichzeitig ablaufenden Transport in zwei unterschiedliche Richtungen
hingegen von einem Antiport (Saier, 2000; Dahl et al., 2004). Einer der bekanntesten
Antiporter ist die Na*/K*-ATPase. Hierbei handelt es sich um einen auf Natriumionen und
Kaliumionen spezialisierten Carrier, der mit zur Aufrechterhaltung neuronaler Reizleitung
beitrdgt, indem er gezielt unter Verbrauch eines Molekiils ATP drei Natriumionen aus dem
Inneren der Nervenzelle nach Auflen und zugleich zwei Kaliumionen aus dem der Zelle
umgebenen Milieu in deren Inneres transportiert (Apell, 2003). Als Folge dieses gerichteten,
energieaufwendigen Prozesses kommt es zur Entstehung eines elektrochemischen Gradienten,
bei dem das Innere der Zelle negativ im Vergleich zu dem umgebenen AuBeren der Zelle
geladen ist (Gouaux und MacKinnon, 2005).

Carrier, Transporter bzw. Translokasen iibernehmen einen Grofteil des Transports von
Molekiilen iiber die Membran. Sie sind jedoch nicht die einzigen Bestandteile der
Zellmembran, die fiir die Beforderung von Substanzen in Betracht kommen. Eine zweite
Gruppe stellen die Kanal und Poren bildenden Einheiten der Membranen dar, etwa wie im

Fall der Aquaporine und der Ionenkanile (Hille et al., 1999).

1.3 Allgemeiner Aufbau von Ionenkaniilen

Unterschiedliche Carrier und Ionenpumpen der Membran fithren zur Bildung von
TIonengradienten (Gouaux und MacKinnon, 2005). In der Tabelle 1 findet sich ein Uberblick
iiber die Verteilung der vier unterschiedlichen Ionen fiir Natrium (Na*), Kalzium (Ca®"),
Kalium (K*) und Chlorid (CI') innerhalb und auBerhalb einer typischen Siugetierzelle wieder

(Ashcroft, 2000).
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Ion Konzentration Konzentration Gleichgewichtspotential
extrazellulir (mM) intrazellulir (mM) (mV)
Natrium 135 - 145 12 +66
Kalium 35-5 140 -93
Kalzium 2,25-2,52 107 +135
Chlorid 115 2,5-50 -42

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Verteilung der Natrium-, Kalium-, Kalzium- und Chloridionenkonzentration nach
ihrem Vorkommen in einer typischen Sidugetierzelle nach Ashcroft, 2000. Die Konzentration an Natrium-,
Kalzium-, und Chloridionen ist im extrazelluldiren Raum deutlich erhoht im Vergleich zur intrazelluldren
Ionenkonzentration. Im Gegensatz zur beschriebenen Verteilung an Natrium-, Kalzium- und Chloridionen ist das
Vorkommen an Kaliumionen innerhalb einer Sdugetierzelle deutlich gesteigert im Vergleich zu den nur wenig
auBlerhalb der Sidugetierzelle vorkommenden Kaliumionen. Mit Hilfe der Nernst-Gleichung ldsst sich fiir
Natrium-, Kalium-, Kalzium- und Chloridionen dasjenige Potential berechnen, bei dem zum einen ein
Gleichgewicht zwischen den auflerhalb und innerhalb der Zelle vorkommenden Ionen besteht, und dariiber
hinaus kein Nettostrom fiir die untersuchten Ionen zu beobachten ist.

So ist die Konzentration an Na® auBerhalb der Zellmembran einer Siugetierzelle um den
Faktor zehn bis elf mal hoher als die Konzentration im Inneren. Auch die Konzentration der
CI ist mit 115mM auBlerhalb der Zelle deutlich erhoht, im Gegensatz zur Cl'-Konzentration
innerhalb der Zelle mit nur 2,5mM bis 50mM. Dieselbe Tendenz konnte auch fiir Ca**
beobachtet werden. Dort besteht aulerhalb der typischen Sdugerzelle eine Konzentration von
2,25mM bis 2,52mM hingegen im Inneren nur eine Konzentration von 10'mM. Da viel mehr
Natrium-, Chlorid- und Kalziumionen auflerhalb der Sédugerzelle vorliegen im Gegensatz zu
den nur wenigen Ladungen der entsprechenden Ionen im Inneren, kommt es zur Bildung einer
Potentialdifferenz. Fiir jedes Ion lésst sich diejenige Spannung E berechnen, bei der aufgrund
des Ausgleichs der Nettoladungen kein Strom, weder von auflen nach innen noch von innen
nach auflen, mehr zu beobachten ist. Dies geschieht mit Hilfe der in Abbildung 1.1 gezeigten

und 1889 von dem deutschen Physiker Walther Nernst beschrieben Nernst-Gleichung.

E :E.lnc_a
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Abbildung 1.1: Nernst-Gleichung zur Berechnung des Gleichgewichtspotentials in mV. R die allgemeine
Gaskonstante mit einem Wert von 8,314mJ mol”! K. T steht fiir die absolute Temperatur in Kelvin, bei einer
Temperatur von 20°C mit einem Wert von umgerechnet 293°K. z bezeichnet die Valenzladung des zu
untersuchenden Ions und F stellt die Faraday-Konstante mit einem Wert von 96,500A s mol! dar. Die
unterschiedliche Verteilung der zu untersuchenden Ionen wird durch die Werte fiir die Ionenkonzentration im
Inneren C; und auflerhalb der Zelle C, mit in die Formel einbezogen.
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Das Gleichgewichtspotential ist demnach fiir Kalzium mit +135mV am hochsten. Das
Ruhepotential fiir Natrium liegt bei +66mV, das fiir Chlorid hingegen nur bei -42mV. Ganz
anders verhilt sich die Verteilung der Kaliumionen. Kaliumionen sind nur gering au3erhalb
der Saugerzelle mit nur 3,5mM bis 5mM vorhanden. Dafiir besteht aber meist im Inneren der
Zellen mit bis zu 140mM ein Uberschuss an Kaliumionen. Dieses fiihrt mit -93mV zu einem
sehr negativen Potential fiir Kaliumionen (Ashcroft, 2000).

Bei der Ubertragung von Reizen iiber die duBere Membran von Nervenzellen kann es durch
ein Offnen von spannungsabhingigen Ionenkanilen kurzzeitig zu einer Verinderung der
jeweiligen Ionenkonzentration an Na®, Ca2+, CI', oder K* kommen. Fiir einen Bruchteil von
Sekunden passieren die Ionen die Membran mit einer wesentlich hheren Geschwindigkeit im
Vergleich zu Carriern entsprechend des Konzentrationsgradienten, bis die Kanile spontan
schlieBen. Spezifische Carrier sorgen dann fiir ein Einstellen des urspriinglichen Zustands.

Ionenkanile sind somit Schleusen in der Membran.

1.4 Spannungsabhéingige Ionenkanile

Die unterschiedlichen spannungsabhingigen Ionenkanéle dhneln sich erheblich im Autfbau,
was auf einen gemeinsamen Ursprung schliefen ldsst (Hille et al., 1999). Oft handelt es sich

um ein Zusammenwirken von vier oder fiinf Kanaluntereinheiten, welche die Membran in

A Kv-Kanale
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Abbildung 1.2: Unterschiedliche spannungsabhingige Kaliumkanile nach Swartz et al., 2004. (A) Schema-
tische Darstellung spannungsabhiingiger 6TM/1P Kaliumkanile. Jeweils vier Untereinheiten bilden einen Kanal.
(B) Aufbau spannungsabhéngiger Natrium- und Kalziumkanéle mit einer 24TM/4P Struktur. Dabei ist nur eine
Untereinheit fiir die Bildung eines vollstdndigen Kanals erforderlich.
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einer Abfolge von sechs oder auch mehr Transmembranhelices durchspannen und eine
trichterférmige dreidimensionale Struktur bilden, in deren Inneren sich die sogenannte Poren-
region, auch als Porenschleife mit Selektivititsfilter bezeichnet, befindet (Yellen, 2002; Ahern
und Horn, 2004). Die Abbildung 1.2 gibt einen Uberblick iiber den Aufbau verschiedener
spannungsabhingiger lonenkanile. Die Porenregion liegt bei den spannungsabhingigen
Ionenkanilen zumeist in dem Bereich zwischen dem fiinften und dem sechsten Trans-
membransegment S5 und S6 (MacKinnon, 2003). Sie ist deutlich anhand der hoch kon-
servierten Aminosiuresequenz bei Sequenzvergleichen zwischen Kanilen ein- und derselben
Familie, aber auch fiir Familien anderer Ionenkanéle zu erkennen (Durell et al., 1998; Ahern
und Horn, 2004). So lautet die Aminosiduresequenz des Selektivititsfilters fiir die Mehrheit
der Kaliumkanile (T/S)xxTxGYG mit x als beliebiger Aminosdure wie am Beispiel der

Kaliumkanéle vom Shaker-Typ gezeigt wurde (Heginbotham et al., 1992a; Hille, 2001).
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Abbildung 1.3: Uberblick iiber den Selektivitiitsfilter von spannungsabhiingigen Kaliumkaniilen nach
MacKinnon, 2004. (A) Schematische Darstellung eines spannungsabhingigen Kaliumkanals von Shaker-Typ.
In der Mitte befindet sich die Porenschleife, welche die engste Stelle eines Kanals -den Selektivititsfilter- aus-
macht und an deren Carbonylgruppen die Hydrathiille der K* abgestreift werden. (B) Schematische Darstellung
des Selektivititsfilters von Streptomyces lividans mit den fiir den Selektivititsfilter wichtigen Aminosiduren
GYGVT. In rot sind die Sauerstoffatome, in blau Stickstoffatome, in gelb das Kohlenstoffgeriist der Amino-
sduren im Selektivititsfilter dargestellt. Die moglichen Positionen der K* sind in griin abgebildet, griin ge-
strichelt sind die auf das jeweilige K" wirkenden Sauerstoffatome aus den Carbonylgruppen der zum
Selektivitétsfilter gehorenden Aminosduren. Die grau gestrichelten Linien stehen fiir Wasserstoffbriicken-
bindungen.

Die Abbildung 1.3 gibt einen Uberblick iiber den Selektivititsfilter von spannungsabhiingigen
Kaliumkanilen. Einige Kanéle weisen statt des Tyrosinrestes (Y) auch einen Phenylalaninrest
(F) im Bereich der Porenschleife auf. Eine Deletion des Tyrosin- oder Glycinrestes und eine
Verinderung der Aminosdureabfolge im Bereich der Porenschleife hat einen dominant
negativen Effekt auf die Kanile zur Folge und fiihrt zu deren Funktionsverlust (Seebohm et
al., 2001; Seebohm et al., 2005b). Der Selektivititsfilter stellt die engste Stelle innerhalb der
Kanile dar. Hier werden an den Carbonylgruppen der Seitenketten des GYG-Motivs der

Porenregion die Hydrathiillen der einzelnen Ionen abgestreift, wie fiir den bakteriellen
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Kaliumkanal KcsA von Streptomyces lividans gezeigt werden konnte (Doyle et al., 1998).
Dabei ist der Abstand der Carbonylgruppen im Bereich des Selektivititsfilters fiir die
einzelnen lonenkanile von entscheidender Bedeutung (Gouaux und MacKinnon, 2005).
Natriumionen (1,9A) konnen, obwohl sie deutlich kleiner als Kaliumionen (2,661&) sind,
Kaliumkanéle nicht passieren (MacKinnon, 2004). Natriumionen besitzen aufgrund der
hoheren Elektronegativitit eine grolere Hydrathiille als Kaliumionen. Mit intakter
Hydrathiille ist aber das eigentlich kleinere Natriumion erheblich zu groB3, um die Pore der
Kaliumkanile zu passieren (Doyle et al., 1998). Die Carbonylgruppen des Selektivititsfilters
verdringen jedoch aufgrund der geringeren Grofe der Natriumionen im Vergleich zu den
Kaliumionen nicht die Hydrathiille der Natriumionen. Ohne die ladungskompensierende und
abschirmende Funktion der Carbonylgruppen kénnen die Natriumionen deshalb nicht durch
die Pore geleitet werden.

Ionenkanile sind, wie am Beispiel der Kaliumkanile beschrieben, daher meist selektiv fiir die
zugehorigen Ionen. Dennoch konnen aber auch weitere Ionen wie Titanium, Rubidium,
Ammonium und Cisium in abnehmender Reihenfolge Kaliumkanile passieren, wie fiir
diverse Kaliumkanile gezeigt werden konnte (Heginbotham und MacKinnon, 1993;
LeMasurier et al., 2001; Prole und Marrion, 2004).

Im Bereich des vierten Transmembransegments S4 befindet sich der sogenannte Spannungs-
sensor (Blaustein und Miller, 2004). Dieser zeichnet sich durch ein verstirktes Auftreten an
den positiv geladenen Aminosduren aus (Miraglia del Giudice et al., 2000; Tombola et al.,
2005). Durch die Depolarisation der Membran wird der Spannungssensor weniger von den
umliegenden Membranhelices der Kanaluntereinheit abgeschirmt.

Nach dem kontrovers diskutierten Paddelmodell verdndert der Spannungssensor in S4
vermutlich seine Position nach auBlerhalb an den Rand des Kanals, indem er wie das Paddel
eines Ruderbootes aus dem intrazelluldren Bereich in den extrazelluliren Raum angehoben
werden kann, wobei gleichzeitig eine Konformationsidnderung innerhalb des Kanals ein-
hergeht und dieser daher von einem geschlossenen in einen offen Zustand iiberfiihrt wird
(Jiang et al., 2003; Sigworth, 2003). Dieses Modell beruht auf der Kristallstruktur des
archaeellen KvAP Kanals von Aeropyrum pernix nach Jiang et al., 2003 (Abbildung 1.4C).
Demnach befindet sich der Spannungssensor mit dem viertem Transmembransegment
intrazelluldr. Durch ein Helix-Turn-Helix Motiv zwischen dem dritten und vierten
Transmembransegment S3 und S4 kommt es zur Gestaltung des sogenannten Paddels. Jedoch
konnten Wechselwirkungen zwischen dem zur Kristallisation des Kanals verwendeten

Antikorpers mit flexiblen Bereichen innerhalb des Proteins zu dessen Verformung gefiihrt
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geschlossen geschlossen geschlossen

Abbildung 1.4: Drei verschiedene Modelle fiir den Spannungssensor spannungsabhingiger Ionenkaniile
nach Bezanilla et al., 2005. (A) Helical screw model nach Durell et al., 1992. (B) Transportermodell nach
Bezanilla et al., 2002; Starace und Bezanilla, 2004. (C) Das fiir KvAP-Kanile von der Arbeitsgruppe um
Rodderick MacKinnons postulierte Paddelmodell fiir den Spannungssensor spannungsabhéngiger Kaliumkanile
(Jiang et al., 2003). Der Spannungssensor mit dem vierten Transmembransegment S4 ist in gelb dargestellt, die
ersten vier positiv geladenen Aminosduren fiir den Spannungssensor hingegen sind in hellblau hervorgehoben.
Der restliche Kanal wird dabei nur schematisch in grau angedeutet. Die Lipiddoppelschicht der Membran wurde
vereinfacht als verstirkt griin markierter Bereich abgebildet. Die positiven (+) und negativen (-) Ladungen geben
einen zusitzlichen Hinweis iiber die Polarisation der Membran.

haben, so dass das Paddelmodell moglicherweise nicht dem nativen Zustand entspricht
(Swartz, 2004). Daneben sind aber noch weitere Modelle bekannt, wie ebenfalls in Abbildung
1.4 veranschaulicht.

Bei dem sogenannten Transportermodell nach Starace und Bezanilla (2004), befindet sich der
Spannungssensor fiir die spannungsabhidngigen Shaker-Kanile im geschlossenen Zustand in
einer mit Wasser und Protonen gefiillten Spalte in der Membran, die nach intrazellulér
geoffnet ist, wie in Abbildung 1.4 (B) gezeigt. Bei der Depolarisation der Membran wird der
Spannungssensor durch Biegen in eine aufrechte Position gestellt, wobei die mit Wasser
gefiillte Spalte in ihrer Position verdndert und bis zum SchlieBen des Kanals nach extra-
zellular geoffnet ist.

Bei dem sogenannten Helical screw model nach Durell et al., 1992 hingegen erfolgt durch die
Depolarisation der Membran eine helikale Rotationsbewegung des Spannungssensors, dhnlich
der Drehbewegung einer Schraube, wobei dieser im geodffneten Zustand bis in den
extrazelluldaren Raum hinaus befordert wird. Hingegen kommt es bei der Repolarisation der
Membran wieder zu einer Verlagerung des Spannungssensors weit in den intrazelluldren
Bereich hinein, gleichzeitig erfolgt durch die Konformationsidnderung ein Schlieen des

Kanals (Abbildung 1.4A). Das urspriingliche Helical srew model beschreibt die Ausbildung
7
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von Salzbriicken zwischen Aspartat und Glutamatresten, die vor der Rotation des
Spannungssensors getrennt werden miissen (Durell et al., 1992). Neuere Erkenntnisse deuten
jedoch darauf hin, dass sich der Spannungssensor dhnlich dem Transportermodell in einer mit
Wasser gefiillten Aussparung innerhalb der Membran befindet (Gandhi und Isacoff, 2002;
Ahern und Horn, 2004; Durell et al., 2004).

1.5 Kaliumkaniile

Kaliumkanidle sind nach ihrem Vorkommen fiir nahezu alle tierischen Lebensformen
beschrieben, wo sie beispielsweise in Form spannungsabhingiger Kaliumkanile fiir die
Hyperpolarisation und Repolarisation der Nervenzellen verantwortlich sind (Terlau und
Stithmer, 1998; Shieh et al., 2000; Delmas und Brown, 2005). Dariiber hinaus sind die sehr
frith in der Evolution hervorgegangenen Kaliumkanile ebenfalls fiir die beiden Reiche der
Bakterien und der Archaeen nachgewiesen, wo sie eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung des Ionenhaushaltes iibernehmen (Milkman, 1994; Doyle et al., 1998;
Jiang et al., 2003). Unter den Eukaryoten sind die Kaliumkanile nicht nur fiir die tierischen
Vertreter, sondern ebenfalls fir die Fiille von Pflanzen charakterisiert worden, wo Kalium-
kandle vom Shaker-Typ sowohl die wichtigen Funktionen der Reizleitung, als auch der
Osmoregulation der Vakuolen und der Steuerung des Wasserhaushaltes iiber die Stigmata
iibernehmen (Gambale und Uozumi, 2006).

Bei den ersten klonierten Kaliumkandlen handelt es sich um spannungsabhingige
Kaliumkanile aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster, die der Familie der Shaker-
Kanile zugeordnet werden konnten (Kamb et al., 1987). Derzeit sind iiber einhundert
porenbildende o~ und PB-Untereinheiten von Kaliumkanélen kloniert und beschrieben
(Gutman et al., 2005).

Im Aufbau und in der Funktion dhneln sich die unterschiedlichen Familien sehr stark, zeigen
aber zum Teil signifikante Unterschiede bei der Erregbarkeit und der Sensitivitit in Bezug auf
Pharmazeutika. Meist bestehen die o-Untereinheiten aus sechs Transmembrandominen (TM)
mit einer Porenregion (P) kurz 6TM/1P, wie der Aufbau der spannungsabhingigen
Kaliumkanile vom HERG- (aus dem englischen fiir human ether a go-go related), EAG- (aus
dem englischen fiir ether a go-go) und KCNQ-Typ zeigen, wobei jeweils vier o-
Untereinheiten miteinander einen funktionstiichtigen Kanal bilden (Yellen, 2002). Diese

konnen entweder durch Homotetramerisierung von vier gleichen oder durch Hetero-
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tetramerisierung von unterschiedlichen o-Untereinheiten entstehen. Daneben iiben die so-
genannten [-Untereinheiten oftmals zusitzliche Aufgaben aus, indem sie mit den o-
Untereinheiten kooperieren und entweder die Funktion dieser unterstiitzen oder auch
inhibieren konnen (Sanguinetti et al., 1996; Cheng und Kodama, 2004; Strutz-Seebohm,
2006; Wu et al., 2006;). Im Aufbau der Kaliumkanile gibt es neben den hiufig beschriebenen
Kanaluntereinheiten mit insgesamt sechs Transmembrandoménen und einer Porenregion auch
solche, die nur aus lediglich einer, oder aber auch aus zwei und mehr Transmembrandoménen
bestehen. Entsprechend erfolgte die systematische Einordnung in unterschiedliche Familien.
Beispielsweise handelt es sich bei dem fiir Streptomyces lividans beschriebenen Kaliumkanal
KcsA um einen 2TM/1P Kanal (Gambale und Uozumi, 2006).

Die weitaus grofite Gruppe innerhalb der Kaliumkanile iibernehmen die sogenannten
spannungsabhingigen Kaliumkanéle mit iiber siebzig beschriebenen Loci bei den Sdugern

A ————— Kv5.1 [KCNF1, 2p25] B
r Kv2.1 [KCNB1, 20g13]
1 Kv2.2 [KCNBZ, 8q13]

Kv12.2 [elk-2, KCNH3, 12q13)

Kv6.3 [KCNG3, 2p21]
Kv6.1 [KCNG1, 20q13] _: Kv12.1 [elk-1, KCNH8, 3p24]
_% Kv6.2 [KCNG2, 18g22) Kv12.3 [elk-3, KCNH4, 17q21]
- Kv.4 [KCNG4, 16024) Kv10.1 [eag-1, KCNH1, 1932]
Kv7.1 [KCNQ1, 11p15] _:
Kv10.2 [eag-2, KCNHS5, 14q23]
Kv7.3 [KNCQ3, 8q24]
VR M Kv11.1 [erg-1, KCNH2, 7935)
Kv7.4 [KCNQS, 1p34] : Kv11.2 [erg-2, KCNH6, 17923]
Kv7.5 [KCNQ5, 6q14]
Kv8.1 [KCNV1, 8g22)
Kv8.2 [KCNV2, 9p24]
Kv9.3 [KCNS3, 2p24)
Kv9.2 [KCNS2, 8q22]
Kv9.1 [KCNS1, 20q12]

Kv11.3 [erg-3, KCNHT, 2q24]

Kv3.4 [KCNC4, 1p21]
Kv3.2 [KCNC2. 19913)

Kv3.1 [KCNC1, 11p14]
Kv3.3 [KCNC3, 18q13]

Kv4.1 [KCND1, Xp11]
_E Kv4.2 [KCND2, 7q31]
Kv4.3 [KCND3, 1p13]
Kv1.7 [KCNA7, 19q13]

Kv1.4 [KCNA4, 11p14]
Kv1.6 [KCNAG, 12p13]

Kv1.5 [KCNAS, 12p13]
Kv1.8 [KCNA10,1p13]
Kv1.2 [KCNAZ, 1p13]

Kv1.1 [KCNA1, 12p13]
Kv1.3 [KCNA3, 1p21)

Abbildung 1.5: Systematische Einteilung der spannungsabhiingigen Kaliumkaniile nach Gutman et al.,
2005. Die phylogenetische Einteilung erfolgt derzeit in zwei unabhéngig voneinander aufgestellten Dendro-
grammen. (A) zeigt den Stammbaum fiir die spannungsabhingigen Kaliumkanile Kv1.1 bis Kv9.3 nach
IUPHAR, vom englischen fiir ,.International Union of Pharmacology*, sowie die urspriingliche Benennung nach
HGNC, vom englischen ,,HUGO Gene Nomenclature Committee*. Daneben sind die Loci der Chromosomen fiir
das humane Genom angegeben. Die Erstellung des Stammbaums erfolgte unter Verwendung der CLUSTALW
Analyse (Thompson et al., 1994) durch den Sequenzvergleich der hydrophoben Proteinbestandteile fiir den
Bereich der ersten Transmembrandomine S1 bis zur sechsten Transmembrandoméne S6. (B) zeigt den Stamm-
baum fiir die spannungsabhidngigen Kaliumkanidle Kv10.1 bis Kv12.3, sowie die Loci der zugehorigen
Chromosomen.



EINLEITUNG

und iiber vierzig bekannten Genen im menschlichen Genom (Gutman et al., 2005). Ihre
Einteilung erfolgt nach I[UPHAR, vom englischen fiir ,,International Union of Pharmacology*
in Kvl bis Kv12. Das ,,v* stammt vom englischen fiir ,,voltage-gated potassium channel®.
Daneben existiert die dltere Benennung der spannungsabhingigen Kaliumkanile nach HGNC,
vom englischen ,,HUGO Gene Nomenclature Committee*, mit Bezeichnungen wie KCNA1-
10 fiir Kv1.1-1.10 oder KCNHI1 fiir Kv10.1, ehemals auch EAG1 (Gutman et al., 2005). Die
Abbildung 1.5 gibt einen Uberblick iiber die Systematik spannungsabhiingiger Kaliumkanile
mit den derzeit zwolf bekannten Familien. Neben den spannungsabhingigen Kaliumkanilen
werden drei weitere Gruppen von Kaliumkanilen unterschieden. Die erste Gruppe sind die
durch Kalzium aktivierten Kaliumkanile, wie K¢c,1-8 (Gutman et al., 2005). AuBBer K¢,1 mit
insgesamt sieben Transmembransegmenten und einem extrazelluldren N-Terminus, zeichnen
sich diese Kalzium aktivierten Kaliumkanile durch eine 6TM/1P Struktur aus. Kc,1 kann
auch spannungsabhiéngig aktiviert werden.

Die zweite Gruppe sind die einwirts gleichrichtenden Kaliumkanile, wie KCNJ auch K
benannt aus dem englischen fiir ,,inward rectifying*. Insgesamt sieben Familien sind derzeit
bekannt (Kubo et al., 2005). Entgegen der meisten Kaliumkanile leiten diese 2TM Kanéle die
Kaliumionen nur geringfiigig von Innen nach Auflen, 6ffnen vielmehr umgekehrt und sorgen
so fiir einen einwirts gerichteten Kaliumstrom. Bei einem Membranpotential, das negativer
als das Gleichgewichtspotential des Kaliums (-93mV) ist, leiten die Kr-Kanile von Aullen
nach Innen. Bei einem Membranpotential, das positiver als das Gleichgewichtspotential von
Kalium ist, lassen die Kigr-Kanile einen leichten nach auswirts gerichteten Strom zu, wobei
die Hohe der Amplitude bei positiver werdendem Membranpotential jedoch abnimmt. Diese
Besonderheit beruht auf der Tatsache, dass Kr-Kanile durch intrazelluldres Mg2+, sowie
durch das Polyamin Spermin**, welche an die M2 Transmembrandomine innerhalb der Pore
binden, blockiert werden (Doupnik et al., 1995; Nichols und Lopatin, 1997). Bei der
Depolarisation von Nervenzellen sind die gleichrichtenden Kaliumkandle groftenteils
geschlossen (Reimann und Ascroft, 1999).

Die letzte Gruppe der Kaliumkanidle umfasst die Tandem-Poren Kanile mit insgesamt
fiinfzehn Untergruppen (Goldstein et al., 2005). Diese zeichnen sich entweder durch vier
oder auch acht Transmembrandominen mit jeweils zwei dazwischen liegenden Poren-
schleifen aus. Ein funktionsfdhiger Kanal besteht jeweils aus einem Dimer. Zu ihnen gehoren
Kaliumkanédle vom KCNK-Typ. Fiir die Tandem-Poren Kanile ist ein Leckstrom an
Kaliumionen charakteristisch. Der auswirts gerichtete Strom an Kaliumionen {iibertrifft dabei

den einwértsgerichteten Kaliumeinstrom (Goldstein et al., 2001).
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1.6 KCNQs (Kv7.1 — Kv7.5) - eine Familie spannungsabhéngiger Kalium-
kaniile

KCNQs (HGNC) oder auch Kv7 Kanile (IUPHAR) werden in fiinf a-Untereinheiten KCNQ1
(Kv7.1) bis KCNQS5 (Kv7.5) unterteilt. Das K in KCNQ steht fiir die Kaliumionen, die diese
Kanile hauptsdchlich passieren. Das CN in KCNQ ist eine Kurzform fiir die englische Be-
zeichnung ,,channel* fiir Kanéle im Allgemeinen. Das Q steht fiir die zuerst mit dieser Familie
spannungsabhingiger Kaliumkanéle beschriebene Herzrhythmusstorung, die nach ihrem Er-

scheinungsbild im Elektrokardiogramm durch eine verlingerte Form des QT Intervalls
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Abbildung 1.6: Schematische Ubersichtszeichnung fiir eine o-Untereinheit der spannungsabhiingigen
KCNQ Kanile vom 6TM/1P-Typ. Die KCNQ o-Untereinheiten sind Typ-III Transmembranproteine. Der N-
und C-Terminus liegt dabei intrazelluldr. Durch die Membran hindurch spannt sich der Kanal in einer Abfolge
von insgesamt sechs Transmembrandoménen S1 bis S6. Das stark positiv geladene Transmembransegment S4
bildet den Spannungssensor. An diesen grenzt der Selektivitétsfilter mit der Porenschleife zwischen den Trans-
membrandoménen S5 und S6. Der etwas stirker herausragende Bereich der Porenschleife in der Nidhe von S5
wird als turret domain bezeichnet. Die TCC-Doménen sind stark aufgewundene helikale Bereiche,
hervorgerufen durch spezielle Aminosduresequenzen im C-Terminus der Kanaluntereinheiten (Lupas, 1996;
Jenke et al., 2003). Der fiir die Assemblierung der o-Untereinheiten wichtige Bereich von TCC1 bis TCC2 wird
auch als subunit interaction domain (si-Domine) bezeichnet. Die KCNE B-Untereinheiten durchspannen die
Membran mit lediglich einer Transmembrandoméne. Die N-Termini der 3-Untereinheiten sind extrazellulir, die
C-Termini hingegen intrazelluldr (Angelo et al., 2002).

gekennzeichnet ist und im englischen daher als ,,Long-QT Syndrome* bezeichnet wird.
Daneben sind fiinf weitere -Untereinheiten KCNE1 bis KCNES5 bekannt. Die KCNQs
besitzen ausnahmslos eine 6TM/1P Struktur, wie in Abbildung 1.6 veranschaulicht. Sie sind
allesamt langsam aktivierbare spannungsabhidngige Kaliumkanidle. Wie fiir Ionenkanéle

iblich, befindet sich der Spannungssensor im vierten Transmembransegment S4. Zwischen
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Bezeichnung KCNQ1 KCNQ2 KCNQ3 KCNQ4 KCNQ5
(Kv7.1) (Kv7.2) (Kv7.3) (Kv7.4) (Kv17.5)
Wang et al. (1996), Biervert et al. Charlier et al. Kubisch et al. (1999) | Lerche et al. (2000),
Erstautoren Yang et al. (1997) (1998), (1998), Yang et al. Schroeder et al.
Singh et al. (1998) (1998) (2000a)
Andere KvLQTI KVEBNI KVEBN2 - -
Bezeichnung
Loci der
Chromosomem 11pl5.5 20ql3.3 8q24 1p34 6ql4
Anzahl der 676 844 873 695 897
Aminosiuren
GroBe in kDa 65/67 88 97 70 99
N-Glykosylierung N160 - - - -
Herz, NG108-15, NG108-15, Cochlea, NG108-15,
Niere, Zentralen Zentralen duBere Haarzellen Zentralen
Lunge, Nervensystem, Nervensystem, des Innenohrs, Nervensystem,
mRNA Plazenta, Hoden Cochlea, quergestreifte
Lokalisation Darmkryptenzellen, Knochenmark, Skelettmuskulatur
Marginalzellen der Darm,
stria vascularis Auge
LQT1, Neugeborenen- Neugeborenen- autosomal
In Zusammenhang Romano-Ward epilepsie: Benign epilepsie: Benign dominante Form der
stehende Syndrom (RWS), familial neonatal familial neonatal Taubheit (DFNA2) -
Erkrankungen Jarvell- und Lange- | convulusion (BFNC) | convulusion (BFNC)
Nielson-Syndrom
(JLNS)

Tabelle 2: Ubersicht iiber die derzeit bekannten KCNQ a-Untereinheiten KCNQ1 (Kv7.1) bis KCNQ5 (Kv7.5),
sowie deren Grofie in kDa, deren chromosomale Lokalisation und iiber die in Zusammenhang stehenden Er-
krankungen nach Robbins, 2001. Die Tabelle gibt des weiteren eine Zusammenfassung iiber die Lokalisation der
mRNA fiir KCNQ1 (Kv7.1) bis KCNQS5 (Kv7.5) im humanen Gewebe und in den NG108-15 Zellen. NG108-15
Zellen sind Hybride bestehend aus Ratten Neuroblastoma und Maus Glioma Zellen.

S5 und S6 liegt die sogenannte ,.turret domain®, kurz TD, eine in den Extrazelluldrraum
herausragende Schleife in der dreidimensionalen Struktur dieser Kanéle und der Selektivitits-
filter mit der fiir Kaliumkanile {iiblichen Konsensussequenz. Die proteinbiochemische
GroBenordnung der fiinf a-Untereinheiten liegt zwischen 65kDa bis 99kDa. Als Besonderheit
erweist sich der Umstand, dass die untereinheitenspezifischen Interaktionsbereiche der
verschiedenen o-Untereinheiten ausnahmslos im C-Terminus zu finden sind (Schmitt et al.,
2000; Schwake et al., 2003). KCNQI oder Kv7.1, frither auch als KVLQT1 bezeichnet,

besteht im Fall von Homo sapiens aus 676 Aminosduren und ist ungefahr 65kDa bis 67kDa
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a-Untereinheiten B-Untereinheiten
Gen KCNQ1 KCNQ2 KCNQ3 KCNQ4 KCNQ5 KCNE1 KCNE2 KCNE3 KCNE4 KCNES
KCNQ1 + - - - - + + + + +
KCNQ2 - + + - - + + - - -
KCNQ3 - + + + + + + - - -
KCNQ4 - - + + - + + + + +
KCNQ5 - - + - + - - - - -

Tabelle 3: Ubersicht iiber die derzeitig bekannten Interaktionen zwischen den fiinf a-Untereinheiten KCNQ1 bis
KCNQ5 untereinander oder zusammen mit den KCNE B-Untereinheiten KCNE1 bis KCNES5. Die bekannten
Interaktionen sind durch ein (+) hervorgehoben.

grof3. Dies war der erste klonierte spannungsabhédngige Kaliumkanal vom KCNQ-Typ (Wang
et al., 1996). KCNQI1 wurde bis jetzt hauptsidchlich im Herzen, aber auch in der Niere, im
Ohr, in der Bauchspeicheldriise, in der Lunge, in der Plazenta und im Darm nachgewiesen
(Gutman et al., 2005). KCNQI1 stellt unter den o-Untereinheiten in vielfacher Weise eine
Besonderheit dar, da KCNQI beispielsweise nur mit sich selbst zu einem Homotetramer
assembliert (Barhanin et al., 1996). Zusitzlich konnen die P-Untereinheiten KCNE1 im
Herzen und KCNE3 im Diinndarm mit KCNQ1 interagieren (Sanguinetti et al., 1996; Wang,
W. et al., 1998; Tristani-Firouzi und Sanguinetti, 1998; Schroeder et al., 2000b). KCNQ1 und
KCNEI!1 sind fiir den langsam aktivierbaren Ixs-Strom des Herzens verantwortlich. Im
Gegensatz zu den KCNQ a-Untereinheiten konnen die KCNE B-Untereinheiten jedoch keinen
funktionsfihigen homotetrameren Kaliumkanal bilden.

Eine weitere Besonderheit von KCNQI stellt die Modifikation durch eine N-Glykosylierung
im Bereich der Porenschleife an der ,,furret domain* dar (Barhanin et al., 1996 ; Freeman et
al., 2000). KCNQI ist damit die einzige o.-Untereinheit der KCNQ Kanile mit einer N-glyko-
sidischen Bindungsstelle, die -wie sich gezeigt hat- einen Effekt auf den resultierenden
Ionenfluss und die pH-Sensitivitit der Ixs-Strome ausiibt (Freeman et al., 2000).

Mehrere Inhibitoren, wie Linopirdin und XE991 sind fiir KCNQI bereits beschrieben. Ebenso
scheint KCNQI1 sensitiv fiir die kanalaktivierende Substanz R-L3 (Salata et al., 1998).
Mutationen in KCNQI1 fiihren zu autosomal dominanten Erkrankungen des Herzens, wie dem
sogenannten Romano-Ward Syndrom (RWS), einer schweren Form von Herzrhythmus-
storung, begleitet von einem Herzflimmern, dem sogenannten typischen torsade de pointes,
das unter Umstidnden sogar zum Tode fiihrt (Kannankeril und Roden, 2007).

Weiterhin konnte von Chen et al.,, 2003 eine Familie aus der Shandong Provinz

(Volksrepublik China) identifiziert werden, bei der eine Mutation an Position S140G im

13



EINLEITUNG

Bereich der ersten Transmembrandomidne von KCNQI1 zu einer gesteigerten Funktion (gain-
of-function) der heteromeren Kanile von KCNQI1-S140G mit KCNEI, sowie fiir KCNQI-
S140G mit KCNE2 fiihrt und dadurch wahrscheinlich fiir das im Zusammenhang stehende
Herzflimmern verantwortlich ist. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu den zuvor fiir
Mutationen von KCNQ1 beschriebenen Herzrhythmusstérungen, die sich entweder durch
einen dominant-negativen Effekt, oder aber durch einen kompletten Funktionsverlust du3ern.
Auch die autosomal rezessive Form des Jervell- und Lange-Nielson-Syndrom (JLNS), das
sich durch kongenitale Taubheit und schwerwiegende Herzrhythmusstérungen présentiert,
kann durch Verdnderungen von KCNQI1 hervorgerufen werden (Keating und Sanguinetti,
2001).

KCNQ2 wird groBtenteils im Gehirn, dort hauptsdchlich im Hippocampus und im Kortex,
gebildet und ist sogar schon im Embryonalstadium nachweisbar (Singh et al., 1998). Daneben
ist KCNQ2 auch in der Lunge, im Hoden, im Herzen von Neugeborenen, im adulten Herzen,
in der Brust, in den Augen, in der Plazenta und im Diinndarm zu finden (Gutman et al., 2005).
Das humane KCNQ?2 besitzt eine Groe von 88kDa (Surti et al., 2005). KCNQ?2 interagiert
mit KCNQ3 und bildet homo- und heterotetramere Kanile (Schroeder et al., 1998) und ist
hochgradig sensitiv fiir die Kanal blockierende Substanz Tetracthylammonium (TEA).
Untersuchungen zeigten, dass KCNQ2 und KCNQ3 putative Phosphorylierungsstellen im
Bereich zwischen den beiden Transmembrandominen S4 und S5 besitzen, die einen
inhibierenden Effekt auf die Funktion heteromerer KCNQ2 und KCNQ3 Kanéile zu haben
scheinen (Surti et al., 2005).

KCNQ3 hat eine GroBe von ungefihr 97kDa und wird ebenfalls im Gehirn, dort im
Hippocampus und im Kortex, im Hoden, in der Retina, im Darm, und im Auge gebildet
(Bievert et al., 1998; Surti et al., 2005). KCNQ3 interagiert mit KCNQ2 und KCNQ5 und
bildet homo- oder auch heterotetramere Kanidle (Wang et al., 1998; Cooper et al., 2000).
Mutationen in KCNQ3 aber auch in KCNQ2 fiihren zu einer Form von
Neugeborenenepilepsie der ,,Benign familial neonatal convulusion®, kurz BFNC oder auch als
EBNI1 bezeichnet. KCNQ3 kann durch eine Reihe von antiepileptischen Mitteln, wie
Retigabin aktiviert werden, wodurch die KCNQ3 abhingigen Strome zum einen in ihrer
Amplitude vergroBert werden und zum anderen die Offenwahrscheinlichkeit der mit
Retigabin behandelten Kanile zunimmt (Armand et al., 1999; Schenzer et al., 2005; Tatulian
et al., 2003). Die weiteren Untereinheiten KCNQ2, KCNQ4 und KCNQS5 werden ebenfalls
durch Retigabin moduliert. KCNQI1 hingegen bildet hierbei eine Ausnahme und wird nicht
durch Retigabin moduliert.
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Das humane KCNQ4 besteht aus 695 Aminosduren und besitzt eine Grofle von ungefihr
70kDa und kommt vor allem in den Haarzellen des Innenohrs vor (Kubisch et al., 1999).
Mutationen in KCNQ4 zeichnen sich durch eine fortschreitende, autosomal dominant vererbte
Form der Taubheit DFNA2 aus. Weiterhin wurde ebenfalls die Bildung von heterotetrameren
Kanilen mit KCNQ3 beschrieben (Jentsch et al., 2000), die aber eher von untergeordneter
physiologischer Bedeutung ist, da die beiden a-Untereinheiten KCNQ3 und KCNQ4 in unter-
schiedlichen Geweben nachgewiesen wurden. Eine gleichzeitige Expression von KCNQ4 mit
der B-Untereinheit KCNE3 wirkt sich inhibierend auf die Amplitude der gemessenen Strome
in Xenopus Oozyten aus (Schroeder et al., 2000b), aber auch andere KCNE [-Untereinheiten,
wie KCNEI1, KCNE2, KCNE4 und KCNES5 konnen KCNQ4 modulieren (Seebohm et al.,
2006).

KCNQ5 wird hauptsichlich im Gehirn und in der quergestreiften Skelettmuskulatur gebildet.
Derzeit konnte noch keine Erkrankung mit KCNQS5 in Verbindung gebracht werden. Mehrere
SpleiBvarianten sind fiir den Menschen beschrieben, die eine Grofle von 99kDa besitzen
(Lerche et al., 2000; Schroeder et al., 2000a). Die erste beschriebene Splei3variante ist haupt-
sachlich im Gehirn nachweisbar und besteht aus 897 Aminosiduren, die zweite und dritte
SpleiBvariante sind hauptsichlich in der quergestreiften Skelettmuskulatur zu finden und
bestehen aus 888 und 907 Aminosiuren (Schroeder et al., 2000a).

KCNQS5 kann wie bereits erwihnt mit KCNQ3 heterotetramere Kanile bilden (Wickenden et
al., 2001). Daneben ist auch eine Assemblierung zum Homotetramer moglich. Zusammen mit
KCNQ3 ist auch eine Aktivierung durch das Antikonvulusium Retigabin beschrieben
(Wickenden et al., 2001). Linopirdin hingegen wirkt auf den heterotetrameren Kanal mit

KCNQ3 inhibierend (Robbins, 2001).

1.7 Assemblierung von spannungsabhiingigen KCNQ Kaliumkanilen

Die spannungsabhidngigen KCNQ Kaliumkanile bestehen aus mehreren Untereinheiten, die
miteinander in Wechselwirkung treten, um gemeinsam einen funktionsfihigen Kanal zu
bilden. In der Regel geschieht diese Interaktion fiir die meisten derzeit untersuchten Kalium-
kanile tiber N-terminal gelegene Dominen, wie es beispielsweise anhand der T1 Region bei
Shaker-Kanilen beschrieben wurde (Pfaffinger und DeRubeis, 1995). Eine Ausnahme bilden
die ebenfalls spannungsabhingigen Kanile der EAG (ether a go-go)-Familie, wie Eagl und
Ergl, sowie die Familie der KCNQs (Ludwig et al., 1997; Jenke et al., 2003).

15



EINLEITUNG

Fiir die T1-Domine ist eine Vielzahl an unterschiedlichen Funktionen bekannt. Kobertz et al.
postulierten 2000, dass die T1-Doméne iiber eine lingere Aminosédureabfolge mit den sechs
Transmembrandoméinen und dem carboxyterminalen Ende des Shaker-Kanals verbunden ist,
dhnlich einer am Seil ,,hdngenden Gondel®“. Die Assemblierung zu einem funktionierenden
Shaker-Kanal erfolgt demnach durch das Zusammenwirken von insgesamt vier solcher T1
,,0ondeln“. Eine Deletion dieses T1 Bereiches fiihrt zu einer erheblichen, aber nicht
ginzlichen Abnahme der Bildung von tetrameren Kanilen (Lee et al., 1994; Kobertz und
Miller, 1999).

Die T1 Domine ist gekennzeichnet durch die Ausbildung eines dreidimensional gefalteten
Motivs, der sogenannten BTB/POZ (broad complex Tram-track bric-a-brac/Pox virus and
zinc finger) Domine, bei der es sich um eine hoch konservierte Protein-Protein
Interaktionsdoméne handelt (Bardwell and Treisman 1994; Zollman et al., 1994). Die
BTB/POZ-Domine besteht im Fall der T1 Doméne spannungsabhingiger Shaker-Kanile aus
durchschnittlich 95 Aminosduren, die in einer Abfolge von fiinf hintereinanderliegenden o-
Helices insgesamt zwei iibergeordnete Haarnadelstrukturen (A1/A2 und A4/AS) ausbilden,

und iiber eine weitere o-Helix A3 miteinander verbunden sind (Stogios et al., 2005).

A B

Abbildung 1.7: BTB/POZ Motiv fiir die T1-Doméne von Kvl.1 Kanilen aus der Shaker-Familie nach
Stogios et al., 2005. (A) BTB/POZ Monomer fiir die T1 Doméne von Shaker-Kanilen bestehend aus fiinf o-
Helices, sowie drei [B-Faltblittern mit einer B1/B2/A1/A2/B3/A3/A4/AS5 Abfolge. (B) Tetramerisierungs-
Interface fir die T1-Doméne. (C) Kvl.1 T1 Homotetramer.

Daneben sind zusitzlich drei B-Faltblitter (B1/B2/B3) an der Ausformung des BTB/POZ
Motivs beteiligt, wie in Abbildung 1.7 verdeutlicht wird. Die T1-Doméne dient aber nicht nur
der Bildung von homotetrameren Shaker-Kanilen. Auch die heteromere Assemblierung von
Kvl Kanidlen mit den B-Untereinheiten KvB1.1, Kv31.2, KvB2 and KvB3 in einer oy
Stochiometrie geschieht iiber die T1-Doméne (Gulbis et al., 2000).

Neuere Untersuchungen ergaben eine weitere Funktion fiir die T1-Doméne. Demnach dient

ihr Vorhandensein dem gezielten Transport von Shaker-Kanidlen an die Membran von
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Axonen, moglicherweise unter Mitwirkung der an die T1-Domine bindenden KvB-Unter-
einheiten (Gu et al., 2003).

Im Gegensatz zu den spannungsabhingigen Shaker-Kanilen erfolgt die Assemblierung von
spannungsabhingigen KCNQ Kanilen nicht iiber eine aminoterminal gelegene T1-Domine.
Homotetramere Kanidle bestehend aus KCNQ2, KCNQ3 und KCNQS5 aber auch
heterotetramere Kanéle bestehend aus KCNQ3 und KCNQ2 oder KCNQ3 und KCNQS5 sind
verantwortlich fiir den sogenannten M-Strom Ik (Wang et al., 1998; Schroeder et al.,
2000a). Fir sich allein bilden die beiden KCNQ Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3
homotetramere Kandle, die nur Strome von geringer Amplitude erzeugen. Der
heterotetramere Kanal hat eine verstirkte Oberfldchenexpression und erzeugt Strome mit
einer zehnfach erhdhten Amplitude im Vergleich zu den beiden homotetrameren Kandlen
allein (Schwake et al., 2000; Maljevic et al., 2003). Das im Herzen vorkommende KCNQ1
bildet hingegen ausschlieBlich homotetramere Kanéle. Als Beweis fiir die iiberaus wichtige
Rolle des C-Terminus bei dem Zusammenspiel von mehreren o-Untereinheiten, wurden
chimire KCNQ o-Untereinheiten auf molekularbiologischem Weg erzeugt, bei denen der
vordere Bereich vom N-Terminus bis zur sechsten Transmembrandoméine der a-Untereinheit
von KCNQI1 zuzuordnen ist, der hintere C-terminale Bereich hingegen entspricht der o-
Untereinheit von KCNQ3. Diese Chimiren sind nun in der Lage mit KCNQ?2 zusammen den
um Faktor zehn hoheren, charakteristischen M-Strom zu erzeugen, der sich wiederum deutlich
sowohl von den KCNQI typischen als auch von dem alleinigen Strom der homotetrameren o-
Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3 unterscheidet (Maljevic et al., 2003). Mit Hilfe weiterer
Chiméren zwischen KCNQI1 und KCNQ3 konnte der fiir die Interaktion wichtige Bereich bis
auf die Untereinheiten spezifische Wechselwirkungsdoméne (si-Domine) eingegrenzt werden
(Schwake et al., 2003). Diese Domine wird durch das Auftreten zweier verstirkt helikal
gewundener coiled coil Dominen charakterisiert, die vermutlich eine wesentliche Rolle bei
der Interaktion der beiden ebenfalls spannungsabhingigen Kanile Eagl und Ergl, sowie der
KCNQ a-Untereinheiten spielen (Jenke et al., 2003).

Uber die Stochiometrie heterotetramerer Kanile, bestehend aus den Untereinheiten von
KCNQ3 mit KCNQ2, KCNQ4 oder KCNQS5, gibt es derzeit nur ungeniigende Aussagen.
Pharmakologische Untersuchungen zur Stéchiometrie heterotetramerer Kanéle bestehend aus
KCNQ2 und KCNQ3 ergaben ein Verhiltnis von 1:1 fiir die beiden o-Untereinheiten in den
Ovarzellen des chinesischen Hamsters (CHO Zellen) und fiir M-Strom native Neuronen

(Hadley et al., 2003).
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1.8 Pharmakologische Einfliisse auf die Familie der spannungsabhiingigen
KCNQ Kaniile

Es sind viele pharmakologische Substanzen bekannt, die einen Einfluss auf eine Fiille von
unterschiedlichen Kaliumkanilen ausiiben. Dabei ist die Wirkungsweise und die benotigte
Dosis von Kanal zu Kanal verschieden. Fiir den einen Kanal kann die untersuchte Substanz
aktivierend wirken, fiir den nidchsten wiederum inhibierend. Oftmals ist die Konzentration der
eingesetzten Substanz von ebenso entscheidender Bedeutung.

Eine der mit am besten untersuchten pharmakologischen Substanzen stellt beispielweise die
Ionenform des Tetraethylammonium (TEA) dar. TEA ist ein fiir Kaliumkanéle wirksamer
Inhibitor. Aufgrund seiner geringen GroBe kann dieses Ion weit in die Offnung der
Porenregion hinein gelangen und dort einen Effekt auf den Kanal ausiiben, wie anhand des
6TM/1P Shaker-Kanals gezeigt werden konnte (MacKinnon und Yellen, 1990; Heginbotham
und MacKinnon, 1992b). TEA bindet dabei entweder an die nach auBlerhalb gelegenen
aromatischen Aminoséduren 431 und 449 des Selektivititsfilters, oder wie auch gezeigt wurde,
durch intrazellulires TEA an die nur von innerhalb zu erreichende Aminosdure 441 in der
Porenregion der Shaker-Kanile (Yellen et al., 1991). Jeweils eine dieser drei Aminosiduren
pro Untereinheit vereinigt sich dabei mit einem TEA Molekiil. Durch eine gleichzeitige
Verkniipfung desselben TEA Molekiils an die iibrigen drei o-Untereinheiten des tetrameren
Shaker-Kanals kann dann die Pore verstopft werden. Die Empfindlichkeit der unterschiedlich
spannungsabhingigen Kaliumkanile auf TEA ist unterschiedlich. Beispielsweise erweist sich
KCNQ2 um einiges sensitiver auf die Wirkung von TEA als KCNQ3 (Hadley et al., 2000).
Mit Hilfe der unterschiedlichen Sensitivitit gelang es auch Aussagen iiber die Stochiometrie
von heteromeren KCNQ2/KCNQ3 Kanilen zu treffen. Zu diesem Zweck wurden die durch
TEA erniedrigten Strome sowohl homotetramerer KCNQ2 und KCNQ3 Kanile, als auch die
von nativen, M-Strom beinhaltenden Neuronen gemessen und verglichen. Konkatemere
Proteine, bestehend aus den zwei molekularbiologisch verkniipften a-Untereinheiten KCNQ2
und KCNQ3, zeigten dabei ein dhnliches Verhalten in Bezug auf TEA wie native Neuronen,
weshalb eine 1:1 Stochiometrie fiir diese M-Strom auslosenden Kanile vermutet wird (Hadley
et al., 2003). TEA ist aber nicht die einzige pharmakologische Substanz, die einen
signifikanten Einfluss speziell auf Kaliumkanile von der Art der KCNQs ausiibt. Vielmehr
wirken eine Reihe von Anfall inhibierenden Pharmazeutika, sogenannte Antikonvulsiva,
gerade auf die KCNQs und bieten dadurch ein breites Spektrum fiir die Behandlung von
epileptischen Erkrankungen (Jentsch, 2000). Antikonvulsiva sind Substanzen, die

epileptischen Anfiéllen entgegenwirken. Eines der best untersuchten Antikonvulsiva ist
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Retigabin R-L3

Abbildung 1.8: Die auf KCNQ Kanile wirkenden pharmakologische Substanzen Retigabin und R-L3.
Projektionsformeln fiir unterschiedliche, auf die KCNQ o-Untereinheiten wirkende pharmakologische
Substanzen. (A) Darstellung des Antikonvulsivum Retigabin (Schenzer et al., 2005) und (B) des zu den
Benzodiazepin gehorenden R-L3 (Salata et al., 1998).

Retigabin. Retigabin wirkt auf die KCNQ Untereinheiten KCNQ2 bis KCNQS5 in
unterschiedlich starker Weise, wobei KCNQ3 am stidrksten moduliert wird. KCNQ1 scheint
hingegen nicht von Retigabin beeinflusst zu werden (Tatulian et al., 2001; Wickenden et al.,
2001; Schenzer et al., 2005).

Der Umstand, dass Retigabin einen Einfluss auf die M-Strom vermittelnden Eigenschaften
der heteromer interagierenden Kanidle KCNQ2 und KCNQ3 ausiibt, erweist sich als besonders
giinstig bei der Behandlung von epileptischen Erkrankungen. Eine Reihe von Antikonvulsiva
wirken direkt auf die Azetylcholinrezeptoren, wodurch die Erregbarkeit von Neuronen herab-
gesetzt und die Rate des Feuerns elektrischer Impulse reduziert wird. Retigabin wirkt aber vor
allem auf den M-Strom aktivierend, womit die Muskarin abhingigen Azetylcholinrezeptoren
indirekt tiber die Wirkung auf KCNQ2 und KCNQ3 reguliert werden. In CHO Zellen 6ffnen
die mit Retigabin behandelten heteromeren Kanéle wesentlich frither und bei einem weitaus
negativeren Potential, im Vergleich zu den heteromeren Kanédlen unbehandelter Zellen.
Daneben nimmt die Amplitude der gemessenen Strome fiir die mit Retigabin behandelten
Kanile insgesamt, bedingt durch eine ebenfalls erhohte Offenwahrscheinlichkeit, deutlich zu
(Tatulian and Brown, 2003). Der fiir die Interaktion von Retigabin mit den Untereinheiten
KCNQ2 bis KCNQ5 notwendige Bereich konnte auf die eine, fiir alle sensitiven KCNQ
Untereinheiten im fiinften Transmembransegment konservativ vorliegende Aminosiure
Tryptophan eingegrenzt werden (Schenzer et al., 2005).

Eine weitere Kanal aktivierende Substanz ist R-L3, dessen Wirkung auf KCNQI1 erstmals
1998 von Salata et al. beschrieben wurde. Die Abbildung 1.8 zeigt die Projektionsformel fiir
R-L3. R-L3 gehort zu den Benzodiazepinen, einer groen Gruppe von Pharmazeutika, zu
denen Beruhigungsmittel wie Valium und andere Sedativa gezédhlt werden. Benzodiazepine
bestehen aus einem sechsgliedrigen Benzolring, an den ein siebengliedriger und zwei
Stickstoffatome enthaltender Diazepinring gekniipft ist. Zuséatzlich konnen wie im Fall von R-

L3 weitere Modifikationen enthalten sein. R-L3 ist der einzige bisher beschriebene Aktivator
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des sogenannten Ixs-Strom des Herzens (Salata et al., 1998). Die Wirkung von R-L3 auf
KCNQI basierenden Kanilen ist mannigfaltig und reversibel. Der stirkste Effekt kann bei
einer Konzentration von 1pM beobachtet werden. Hohere Konzentrationen von beispiels-
weise 10uM haben einen eher inhibierenden Effekt auf die Amplitude der gemessenen Strome
(Salata et al., 1998). Bei einer Konzentration von 1uM verkiirzt R-L3 die Lange des Aktions-
potentials und verhindert eine zu frithe Nachpolarisation in Kaninchen Myozyten, die zuvor
mit Dofetilide behandelt wurden (Xu et al.,2002). Dofetilide ist eine Substanz, die den schnell
aktivierbaren Igg-Strom, der durch die Kombination aus dem spannungsabhédngigen Kalium-
kanal KCNH2 oder auch HERG genannt, zusammen mit der B-Untereinheit KCNE2 erzeugt
wird, blockiert und dadurch ein Nachahmen der Herzrhythmusstorung L7Q2 ermoglicht.

R-L3 sorgt zum anderen auch dafiir, dass die Amplitude der resultierenden Stréme fiir
KCNQI1 um ein Vielfaches zunimmt im Vergleich zu den gemessenen Stromen ohne R-L3
(Salata et al., 1998). Gleichzeitig erfolgt die Erregbarkeit fiir KCNQI1 Kanile frither und bei
einem viel stirker negativen Potential im Vergleich zu den unbehandelten Kanilen. Die
Kanile beginnen somit deutlich friiher mit der Offnung der Pore. AuBerdem verringert R-1.3
die Anzahl der Aktivierungen und Deaktivierungen des Kanals.

Bemerkenswert ist dennoch, dass obwohl R-L3 ein Aktivator fiir den Ixs-Strom ist, die be-
obachteten Effekte fiir einen homotetrameren Kanal ohne zusitzliche B-Untereinheit deutlich
ausgepragter sind. So konnte gezeigt werden, dass der fiir die Interaktion von R-L3 mit der
a-Untereinheit von KCNQI1 wichtige Bereich im Selektivititsfilter zwischen den beiden
Transmembrandominen S5 und S6 zu sein scheint, dem Ort, an dem auch die B-Untereinheit
von KCNEI1 mit der a-Untereinheit KCNQI1 in Wechselwirkung tritt (Seebohm et al.,2003).
Uber die Wirkung von R-L3 auf die weiteren a-Untereinheiten KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4
und KCNQ5, oder aber auch KCNQI1 mit den iibrigen B-Untereinheiten KCNE2, KCNE3,
KCNE4 und KCNES zusammen ist derzeit noch nichts bekannt.

1.9 Fragestellung

Vier von fiinf KCNQ o-Untereinheiten konnen mit zum Teil gravierenden Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht werden. Eine Verdnderung von KCNQI fiihrt zu schwerwiegenden
Herzrhythmusstorungen, dem L-QT Syndrom mit teilweise todlichem Ausgang. Mutationen
von KCNQ2 und KCNQ3 treten in Form von epileptischen Anfillen bei Neugeborenen in
Erscheinung. Nicht funktionelle KCNQ4 Kanile sind fiir eine kongenitale Form der Taubheit
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verantwortlich. Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher Aussagen zur Assemblierung dieser
spannungsabhiingigen Kaliumkanile getroffen werden, um einen genaueren Uberblick iiber
das Zusammenwirken von KCNQ Kanilen und die im Zusammenhang mit krankhaften Ver-
dnderungen stehenden Mutationen zu erhalten.

Fiir die si-Domine spannungsabhédngiger KCNQ Kanéle wurde das Vorhandensein von zwei
coiled coil Dominen vermutet (Jenke et al., 2003). Untersuchungen zur Funktion dieser stark
a-helikal spiralisierten Doménen ergaben fiir eine Reihe von Proteinen die Moglichkeit zur
Multimerisierung, so dass eine vergleichbare Funktion fiir die KCNQ Kanile angenommen
wurde. Es sollte daher im Rahmen dieser Arbeit die Eingrenzung der fiir die Assemblierung
von KCNQ Kanilen essentiellen Bereiche auch unter Beriicksichtigung der fiir die KCNQ

Kanile vermuteten coiled coil Strukturen erfolgen.

Ein Grofiteil der Untersuchungen zur Assemblierung spannungsabhingiger KCNQ Kanile
geschah durch elektrophysiologische Experimente anhand von cRNA injizierter Xenopus
Oozyten. Dabei handelt es sich hidufig um in vitro Nachweise, die nicht immer vergleichbar
mit der in Geweben vorherrschenden in vivo Situation sind. Daher werden oft zur
Verifizierung von Experimenten zusitzliche Methoden angewandt, um den tatsdchlichen
Gegebenheiten in vivo besser zu entsprechen und mehrere wissenschaftlich exakte Aussagen
zu erhalten. Fiir zusitzliche proteinbiochemische Untersuchungen zur Assemblierung von
KCNQ Kanidlen aus endogenen Geweben wurden beispielsweise gut funktionierende
Antikorper benétigt, die aber nicht vorhanden waren. Deshalb war ein weiteres Ziel dieser
Arbeit die Produktion und Charakterisierung von polyklonalen Antikorpern gegen die zwei im
Gehirn vorkommenden KCNQ Kanidle KCNQ2 und KCNQ3, zur moglichen Aufklirung der

Stochiometrie heteromerer KCNQ Kanéle aus endogenem Gewebe.

Das Benzodiazepin R-L3 wirkt aktivierend auf die homotetrameren Kaliumkanile KCNQ1
des Herzens und fiihrt dadurch zu verkiirzten Aktionspotentialen (Salata et al., 1998). Die
Wirkung von R-L3 auf die weiteren oi-Untereinheiten, speziell der im Gehirn vorkommenden
Untereinheiten KCNQ2, KCNQ3 und KCNQ5 oder der in den Haarzellen des Innenohrs vor-
kommenden Untereinheit KCNQ4, ist noch unbekannt. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit
bestand deshalb darin, die Wirkung von R-L3 auf die im Gehirn und im Innenohr
vorkommenden Untereinheiten KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 und KCNQ5 zu untersuchen, um
dadurch moglicherweise neue Anhaltspunkte bei der Behandlung der im Zusammenhang mit

den fiir KCNQ Kanile beschriebenen Erkrankungen zu erhalten.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

96-Loch -Mikrotiterplattenleser Sunrise
Agarosegelkammer Modell H5
Analysewaage

Autoklav Tecnomara

Binokular

Brutschrank

Brutschrank

Chemilumineszenzkamera LAS-1000/3000
CO,-Inkubatoren

Digitizer Digidata 1322A
DNA-Photometer GeneQuant pro,
Elektrischer Bunsenbrenner HORO,
Elektroporationskiivetten

Genepulser

Heizblock Thermostat 5320
Horizontal-Pipettenziehgerit
Horizontalschiittler RM 5 Assistent,
Luminometer des Typs TD-20/20
Mirkopipetten-Injektionsgerit Nanoliter 2000
Mikrowellen

Multipette Eppendorf,

Nass-Blot- Apparatur

PCR-Cycler

pH-Meter Krick,

Phosphoimager — BAS-1000/LAS-1000
Photometer GENE QUANT PRO
Pipetten

Rundumschiittler Assistent,

Tecan, Crailsheim, D

Roth, Karlsruhe, D

Kern & Sohn, Diirrwangen, D
Integra, Fernwald, D

Zeiss, Jena, D

Hettich, Tuttlingen, D
Heraeus, Hanau, D

Fujifilm, Carrollton, USA
Heraeus, Hanau, D

Axon instruments, USA
Biochrom, Cambridge, UK
Ostfildern, D

PeqLab, Erlangen, D

BioRad, Miunchen, D
Eppendorf, Hamburg, D
Zeitz-Instrumente, Augsburg, D
Sondheim, D

TURNER, Sunnyvale, USA
WPI, Sarasota, USA
Panasonic, Japan

Hamburg, D

BioRad, Miunchen, D

Perkin Elmer, USA
Langenselbold, D

Fuji Film, Kanagawa, Japan
GENE QUANT, Cambrige, GB
Eppendorf, Hamburg,D

Sondheim, D
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SDS-Geltrockner GelAir Dryer

SDS-PAGE, Mini-Protean 3-Elektrophoresis

Semi-Dry-Blot-System, Transblot SD

Spannungsquellen PowerPack 200/300

Sterilbank danLAF VFR 1806

Stereomikroskop

Thermoblock

Ultraschall Stab, micro ultrasonic disrupter

UV-Tisch Intas UV-Systeme,

Video-Drucker

Video-Kamera

Vortex Genie 2

Waage

Wiirmeschrank

Wasserbad

Verstirker TurboTec—05x npi

Zentrifugen:
Tischzentrifuge 5415 C
Zellzentrifuge Universal 32, Typ1605
Kiihlzentrifuge Biofuge fresco

J2-HS Zentrifuge

2.1.2 Verbrauchsmaterial

96-Loch-Platten
Cellophanfolien
Einfrierrdhrchen
Einmalspritzen
Handschuhe

Parafilm M
pH-Indikatorstreifen
Pipettenspitzen
Plastik-Einmalpipetten
PVDF-Membran

BioRad, Miunchen, D

BioRad, Miinchen, D

BioRad, Miinchen, D

BioRad, Miunchen, D

Claus Damm A/S, Humlebaek, DK
Zeiss, Jena, D

Eppendorf, Miinchen, D
KONTES, USA

Intas, Gottingen, D

Intas, Gottingen, D

Intas, Gottingen, D

Bender & Hobein, Ziirich, CH
Sartorius, Géttingen, D
Memmert, Schwabach, D
GFL, Burgwedel, D

npi electronic GmbH, Tamm, D

Eppendorf, Hamburg D
Hettich, Tuttlingen, D
Heraeus, Hanau, D

Beckman, Miinchen, D

Sarstedt, Numbrecht, D
BioRad, Miunchen, D
Sarstedt, Niimbrecht, D
Becton Dickinson, Madrid, E
Roth, Karlsruhe, D
American National Can, Greenwich, GB
Macherei-Nagel Diiren, D
Sarstedt, Nimbrecht, D
Sarstedt, Numbrecht, D
Roth, Karlsruhe, D
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Reaktionsgefille, 1,5ml oder 2ml Eppendorf, Hamburg, D
Skalpell Feather, Nr.10 pfm, Koln, D
Sterilfilter Filtropurs 0.2 Sarstedt, Niimbrecht, D

Sterile Schraubdeckelrohrchen, 15ml oder 50ml  Sarstedt, Numbrecht, D

Whatman Papier Maidstone, GB

Zellkulturschalen 3cm, 6cm und 10cm Sarstedt, Niimbrecht, D

Zellschaber TPP-Techno Plastic Products, Schweiz
2.1.3 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben stammt der iiberwiegende Teil der verwendeten Chemikalien
von den Unternehmen Ambion (Austin, USA), BIORAD (Miinchen, Deutschland), FLUKA
(Neu-Ulm), MERCK (Darmstadt), ROCHE DIAGNOSTICS (Mannheim), ROTH
(Karlsruhe), SERVA (Heidelberg), SIGMA-ALDRICH (Deisenhofen) und WALTER-CMP
(Kiel), die ausschlieBlich in den Qualititsstufen reinst oder p.A verwendet wurden. Die
verwendeten radioaktiven Nukleotide stammten von der Firma MP BIOMEDICALS
(Eschwege, Deutschland).

2.1.4 Puffer und Losungen

10x SDS-Elektroden-Laufpuffer: 144g/1 Glycin, 30g/l Tris, 1% SDS (w/v).

10x TBS: 30g/1 Tris-HCl, 90g/l NaCl, 2¢/l KCI, pH 7.4.

20x TAE: 0,8M Tris, 0,2M NaAcetat, 20mM NaEDTA, pH 7,8.

4x Auftragspuffer fiir SDS-Gele: 8% SDS (w/v), 400mM DTT, 40% Glycerin, 200mM
Bromphenolblau 0,2% (w/v), Tris-HCI pH 6.8

Kinasepuffer (Phosphorylierung): 8mM MgCl,, 10mM EGTA, 50mM Tris, 50mM PIPES
pH 6.8 mit Proteaseinhibitorcocktail I+II (Sigma).
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Lysispuffer (KoIP): 120mM NaCl, ImM EGTA, 5mM DTT, 50mM Tris-
HCI, 10% (v/v) Glycerin, 1x Complete.

ND96-Lo6sung: 96mM NaCl, 2mM KClI, 1,8mM CaCl,,1mM MgCl,,
5mM HEPES, pH 7.4.

PBS: 137mM NaCl, 2,7mM KCl, 7,4mM Na,POy4, 1,5mM
KH,POy4, pH 7,4.

Phosphatpuffer (PNGase): 50mM K,HPO,.

Stripp Puffer: 62,5mM Tris-HCI, 2% (w/v) SDS, 100mM B-Mercapto-
ethanol, pH 6,8.

Sammelgel-Puffer: 60,55¢/1, 0,4% (w/v) SDS, pH 6,8.
SDS-Transferpuffer: 25mM Tris-HCI, 0,02% (w/v) SDS, 0,5mM DTT,
pH 8.4.
Semidry Transferpuffer: 10% (v/v) Methanol, 3,0g/1 Tris-HCI, 12,12¢g/1 Glycin,
pH 8,3.
Tank Blot Transferpuffer: 20% (v/v) Methanol, 3,03g/1, 14,4g/1 Glycin, pH 8,3.
Trenngel-Puffer: 181,7 g/l Tris, 0,4% SDS (w/v), pH 8,8.

Western-Blot Blockierlosung: 5% Magermilchpulver, 0,1% (v/v) Tween-20, 1xTBS.

Western-Blot Waschlosung: 0,1% (v/v) Tween-20, 1xTBS.

2.1.5 Oligonukleotide

Die Gesamtheit der verwendeten Oligonukleotide fiir die Polymerasekettenreaktion stammten
von der Firma Sigma-Aldrich (Deisenhofen, Deutschland). Die Oligonukleotide wurden
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lyophilisiert geliefert und zunichst in einer Konzentration von 100uM in HyOwminig angesetzt
und bei -20°C gelagert. Fiir die Polymerasekettenreaktion wurden die verwendeten Oligo-

nukleotide auf eine Konzentration von 10uM weiter verdiinnt.

Name: Sequenz:

3PFR GAG ACT CCA TTC GGG TGT TCT
NK_49_Q2 CTG GGA GAT GCT GAA GCC G
PTLN_seqlh GAA TAA ACG CTC AAC TTT GGC AGA TC
Q1_AES_hin GAC GCG GTG GGC GAG TCA GGC

Q1_AES _revers GCC TGA CTC GCC CAC CGC GIC

Q1_HA_tag down CCG GAA TTC TCA AGC GTA GTC TGG GAC GTC GTA TGG GTA
GGA CCC CTC ATC GG

Q1_HA_tag up CTC CGG AAG GCC CCC CGG AGC CAC ACT C

Ql_sidl_r CCC CAT CAT GCT TTG GTC CCC TTT CTG AGA CTT CTT
Q1_sid2_r CCC CAT CAT GCT TTG GTC TTT TGG CGT GGA GGG A
Q1_sid3_r CCC CAT CAT GCT TTG GTC AGG GGT GAA AAT CAT AT
Q1_TD_Q3_hin GTA CTT TGT GTA CCT GGC TGA GAA AGA CGT CCC AGA G

Q1_TD_Q3_revers CCA CAG CGC ATC TGC GTA GGT CTC AAA CTC CTC TTT C
Q1TDQ3 FU1 CTG GGA CGT CTT TCT CAG CCA GGT ACA CAA AGT AC
Q1TDQ3 FU2 hin GAA AGA GGA GTT TGA GAC CTA CGC AGA TGC GCT GTG
Q2 NK 42 hin GAT GAT CCG CAT GGA CCG GC

Q2 NK 42 zuriick GCC GGT CCA TGC GGA TCA TC

Q2(TDQDFU1_hin CCT GGT GTA CTT GGC AGA GAA GGA CGC GGT GAA C
Q2(TDQDFUL_riick GTT CAC CGC GTC CTT CTC TGC CAA GTA CAC CAG G
Q2(TDQD1FU2_hin GGT GCC CCA GAC GTG GAC GGC AGG CTIC CTT G
Q2(TDQ1)FU2_riick CAA GGA GCC TGC CGT TCC ACG TCT GGG GCA CCT TG

Q2_del_TCCl_r ATG AAT TCT CAG TCG TAG GGC CGC AGG CTC
Q2_L585P_h CTG TCC CGA ATT AAG AGC CCG CAG TcCC
Q2_L585P_r GGA CTG CGG GCT CTT AAT TCG GGA CAG
Q2_L637P_h GAG AAG AAG CCG GAC TTC CTG

Q2_L637P_r CAG GAA GTC CGG CTT CTT CTC

Q2_TCC2_CTBHI_r ATG GAT CCC CTT CCT GGG CCC GGC CCA G

Q2_TCC2_NT-h CGC GGA TCC GAG GCG GAG CTG CCC GAG
Q2_TCC2_NT-r CGC GGA TCC CTG CCA GGA GGT GGA GGG
Q3_dsid_d615_h GAC CAA AGC ATG ATG GGG AAG TTIT G

26



MATERIAL

Q3_I566F h

Q3_I5S66F r

Q3_K591H_h
Q3_K591H._r
Q3_K594Q_h
Q3_K594Q_r
Q3_L533W_h

Q3_L533W_r

Q3_M589D_h

Q3_MS589D_r

Q3_sidQ3_r
Q3NT_CB_r
Q4(TDQ1)FU1h
Q4(TDQ1)FUlriick
Q4(TDQ1)FU2h
Q4(TDQI)FU2r
Q4_BEIMI_1h
Q4_BEIMI_Irev
Q4TDQ1CTQ3hin
Q4TDQ1CTQ3riick
Q5(TDQ1)FU1h
Q5(TDQ1)FUlr
Q5(TDQ1)FU2h
Q5(TDQ1)FU2riick
Q5_1r
Q5_CT_HA_EcoRI

Q5_CT._r
Q5_GGA _forward
Q5_GGA _revers
Q5_PKAex1_h

CTT

GAG

GAC
CTT
GCA
CTT

GGA

CTC

GAA

CTT
C

CAA
CCA
CTT
CAC
GGT
GGA
GCA
GGA
CTT
CTC
CTT
CAC
CAA
CAA
GGC
AAG
TTC
GGT
CTT
GAG

CTT

CAG

GTC

CAA
TCA
TGA
TTA

GAC

AAT

ATC

TTA

CCG
GGA
CCT
CGC
TGC
CCcC
CCA
GCG
CGA
AGC
TCC
CGC
GGT
TCT
GTC
AAT
AGT
GGT
CGG
GGC
CGG

ACG

CAG

AGC
ACT
TGG
CAA

TTG

CAC

GAA

CAA

TTC
CAA
GGT
GTC
CCcC
TGC
GGA
GAT
GAA
AGC
TTG
GTC
GCC
TCC
AGA
TCT
TTG
TGC
AAA
TGA

AAA

AGA

GGG

ATG
TTT
GGC
AGT

GAG

ATC

GAC

ACT

CAT
TCA
CTA
CTT
AGA
CCA
ACT
GAC
GCG
TGG
TCT
CTT
CCA
CAG
ATG
TAA
ACA
TCT
GGC
GGC
GGC

ATA

TGA

ATG
ACA
ACT
GCC
GCC

CTT

CAA

TCC

GTG
GGA
CCT
CTC
CGT
GCC
TGC
TGT
GAG
CTT
ATC
CTC
GAC
CCA
AAC
GCG
TGA
TCC
GAG
CTC
GCT

GAT

AAA

GGG
AAG
TTG
CCA

TTA

CAC

AGC

CGT

TTG
ACA
GGC
GGC
GGC
ACG
CAA
CTT
GAA
CCT
TGG
CAC
GTG
CGT
TGC
TAG
GGC
GCA
CCcC
GCC
GCC

ATG

ACA

CAC
TGC
TAA
TCA

CGA

ATC

ATG

CCA

cC

CGA
CAG
TGG

TCT

CAC
GCC
CCG
TGG
CAG
GCT
CTG
AGG
TCT
AAG
TTT
TCA
TTT

TCA

TTT

TAT

TTT
CCC
AAG
TGC

TGT

GTA

GAC

TGC

GAA
GTA
GCA

GGG

AGC
CTT
AGA
ATA
GGG
GGG

GGG

CAG
GCC
CCG
GCC

TTC

CTA

GTA

ATC

GAA

AGG

GGG

TTT

GGA
GAC
GGG

GCA

TGC
CTC
AGG
GAC
AAG

CAC

ACG

TTT
CTC
AAG

CTC

ACC

TTC

AAA

ATG

GGA

CCT

AAG

GGT

CGC
CAG
TCC

CCT

TGA
GAA
ACG
AAG
ATT

CTT

TCG

GAC

CCT

TCG

GTT

CTT

TGT

CCA

TTT

CTT

GGT

TG

TG

CGG

GAA

TAT

ATG

GGA

TCT

GAA

TGG

GAT

AGT

GTA

CGA

TG

AG

GGG

AGG

CCT

GAA

AG

TGA

CTC

AAA

TTT

TAT
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Q5_PKAexl_r
Q5_seq5_h

GAG GGC TGA GGC AGC GCC TTT CCG AAG

CAA CGA CCG AAC CCG CTT cCcC

2.1.6 Bakterienstimme

XL-1Blue:

BL21(DE3)pLysS:

BLR(DE3):

endAl hsdR12(rK” mK") supE44 gyrA46 thi-1
relAl, lac’, F-, proAB, lac1?, lacZAM15, tef', recAl
Resistent gegeniiber dem Antibiotikum Tetracyclin.
(Bullock et al, 1987)

F ompT hsdSg(rg” mp") gal dcm (DE3)pLysS (CamR).
Resistent gegeniiber dem Antibiotikum Chloramphenicol (34 pg/ml).
Sehr stringenter Expressionsstamm (Novagen, USA).

Proteinexpression wird durch Zugabe von 1mM IPTG induziert.

F ompT hsdSg(rg” mg") gal dcm (DE3) A(srl-recA)306::Tn10
(Tet®).Resistent gegeniiber dem Antibiotikum Tetracyclin (12,5 pg/ml).
recA” sehr stringenter Expressionsstamm (Novagen, USA):

Proteinexpression wird durch Zugabe von 1mM IPTG induziert.

2.1.7 Bakteriennihrmedium

Luria-Bertani-Medium (LBy): LBy-Agar:

Bacto Trypton 10,0g Bacto Trypton 10,0g

Bacto Hefeextrakt  5,0g Bacto Hefeextrakt  5,0g

NaCl 10,0g NaCl 10,0g

ad 1000 ml mit H>O winig Bacto Agar 18,0g

pH-Wert 7.0 ad 1000 ml mit H>O wminiq
pH-Wert 7.0

2.1.8 Eukaryotische Zellkulturen

COS-7: Die COS-7 Zellkultur entstammt der afrikanischen grilnen Meerkatze Cerco-

pithecus aethops. Es handelt sich hierbei um stark adhdrent wachsende Fibroblasten des
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Nierengewebes, die aus einer Transformation mit dem SV40 Virus hervorgegangen sind und
dadurch eine Replikation von Plasmiden mit dem SV40 Replikationsursprung erlauben

(Gluzman, 1981).

HEK-293: HEK-293 Zellen entstammen dem embryonalen Gewebe menschlicher Nieren
und zeichnen sich durch das Vorhandensein des humanen Adenovirus Typ V aus, wodurch
HEK-293 Zellen CMV Promotoren fiir die Transkription von Proteinen nutzen konnen

(Graham et al., 1977). Dieser ist beispielsweise ein Bestandteil von pcDNA3.1 Plasmiden.

EBNA: Bei den sogenannten EBNA Zellen handelt es sich um 293 humane
embryonale Nierenzellen die zusitzlich das virale DNA-Bindeprotein EBNA1 enthalten, das
fiir Regulation der Replikation im Replikationsursprung OriP des Epstein-Barr Virus (EBV)
verantwortlich ist. Vektoren mit dem OriP des Epstein-Barr Virus, wie der Vektor pCEP-
Pu2, konnen daher in EBNA Zellen zu einer verstiarkten Expression von Proteinen genutzt

werden.

NG108-15: Die NG108-15 Zellen wurden urspriinglich 108CC15 genannt und entstanden
durch eine Fusion der N18TG2 Maus Neuroblastomazellen mit C6-BU-1 Ratten Gliomazellen

und wurden zuerst von Bernd Hamprecht, 1977 beschrieben.

2.1.9 Eukaryotische Zellkulturmedien

Das eukaryotische Zellmedium bestand aus Kulturmedium der Firma PAA Laboratories
(Colbe, Deutschland): Dulbeccos modified eagle medium high glucose [4,5g/1], das zusitzlich
mit 10% sterilem fotalen Kilberserum (PAA Laboratories, Colbe, Deutschland), sowie einem
Gemisch aus den beiden Antibiotika Penicillin und Streptomycin [10.000pg/ml] angereichert
wurde. Das fotale Kilberserum wurde zuvor 30min auf 65°C erhitzt, um alle enthaltenden

Enzyme zu inaktivieren.

2.1.10 Plasmide

PTLN: Der PTLN Vektor diente vor allem der Herstellung von mRNA fiir die

Injektion in Xenopus laevis Oozyten nach dem sogenannten ,,run off‘ Verfahren. Es handelt
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sich hierbei um eine Abwandlung des pSP64T Vektors von Krieg und Melton, 1984, der zur
Expressionssteigerung zusitzlich die 5°- und 3 -untranslatierten Regionen des B-Globingens
aus Xenopus laevis enthilt. Fiir die Abwandlung wurden mehrere zusitzliche Restriktions-
stellen hinter die kodierenden Bereiche hinzugefiigt, um die Linearisierung des Vektors zu
erleichtern (Lorenz et al., 1996). PTLN Vektoren besitzen unter anderem einen SP6 Promotor
fiir die Transkription von Genen und beinhalten die Moglichkeit zur Resistenz gegen das

Antibiotikum Ampicillin.

PFROG: Bei dem als PFROG bezeichneten Vektor handelt es sich um einen von Dr. W.
Giinther aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Thomas Jentsch (ZMNH, Hamburg)
abgewandelten PCDNA3 Vektor der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland). Der PFROG
Vektor enthidlt genau wie der PTLN Vektor die 5 - und 3 -untranslatierten Regionen des 3-
Globingens aus dem siidafrikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis zur Steigerung der
Expression. Daneben wurden ebenfalls weitere Restriktionsstellen hinzugefiigt, um die
Linearisierung dieses Vektors durch verschiedene Enzyme zu erleichtern. PFROG wird zum
einen fiir die Herstellung von mRNA zur Injektion in Xenopus laevis Oozyten bendtigt, zum
anderen konnen mit PFROG eukaryotische Zelllinien transient transfiziert werden. PFROG
Vektoren besitzen unter anderem einen T7 Promotor fiir die Transkription von Genen und

beinhalten die Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin.

PCDNA3: Der als PCDNA3 bezeichnete Vektor der Firma Invitrogen (Karlsruhe,
Deutschland) diente ausschlieBlich der transienten Transfektion eukaryotischer Zelllinien.
PCDNA3 Vektoren beinhalten die Moglichkeit zur Resistenz gegen das Antibiotikum

Ampicillin.

PET-30: Bei dem als PET bekannten Vektorsystem der zu Merck (Darmstadt,
Deutschland) gehorigen Firma Novagen (Madison, USA) handelt es sich um Vektoren zur ge-
steigerten Expression von Proteinen in unterschiedlichen E. coli Stimmen, beispielsweise
BL21(DE3)pLysS, BLR21(DE3), RosettaBlue(DE3) oder NovaBlue(DE3)pLysS (Held et al.,
2003). Sie wurden urspriinglich von Studier und seinen Kollegen konstruiert (Rosenberg et
al., 1987; Studier et al., 1986; Studier et al., 1990) und besitzen neben einer Resistenz gegen
das Antibiotikum Kanamycin die Moglichkeit einer N-Terminalen Markierung mit einer Hexa
Histidin Zielsequenz, die durch eine Enterokinase entfernt werden kann. Daneben haben

PET-30 Vektoren eine Proteaseschnittstelle fiir Thrombin, sowie eine S-Protein Zielsequenz.
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2.1.11 KCNQ Sequenzdaten

Derzeit sind fiir alle fiinf KCNQ o-Untereinheiten mehrere mRNA Sequenzen bekannt, die
fiir das jeweilige Gen von KCNQI bis KCNQS5 kodieren. Deren Sequenzen sind frei im
Internet unter der Homepage des amerikanischen Zentrums fiir biotechnologische
Informationen (National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov), kurz
NCBI zuginglich. Um bei der Fiille an bereits veroffentlichten Daten schnell und einfach an
die richtigen Sequenzen zu gelangen, wurde jede veroffentlichte mRNA Sequenz und jedes
bekannte Gen aller verschiedenen Organismen durch Verwendung einer speziellen
Nummerierung, der sogenannten ,,accession number‘ Katalogisiert, die im folgenden fiir jede

in dieser Arbeit verwendete KCNQ o-Untereinheit aufgefiihrt ist:

KCNQ1: NM_000218 Erstes Mitglied der KQT &dhnlichen Unterfamilie spannungs-
abhingiger Kaliumkanidle (KCNQ1) von homo sapiens. Die hier beschriebene mRNA
Sequenz steht fiir die erste Transkriptvariante und das resultierende Protein wird durch 2030

Nukleotide [cd] kodiert. g1|32479526|ref]NM_000218.2([32479526]

KCNQ2: NM_004518 Zweites Mitglied der KQT #hnlichen Unterfamilie spannungs-
abhingiger Kaliumkanile (KCNQ2) von homo sapiens. Die hier beschriebene mRNA
Sequenz steht fiir die dritte Transkriptvariante und das resultierende Protein wird durch 2534

Nukleotide [cd] kodiert. g1|88702787|ref]NM_004518.3|[88702787]

KCNQ3: NM_004519  Drittes Mitglied der KQT dhnlichen Unterfamilie spannungs-
abhingiger Kaliumkanile (KCNQ3) von homo sapiens. Das resultierende Protein wird durch

2618 Nukleotide [cd] kodiert. gi|26638651|ref]NM_004519.2|[26638651]

KCNQ4: NM_004700 Viertes Mitglied der KQT &hnlichen Unterfamilie spannungs-
abhédngiger Kaliumkanile (KCNQ4) von homo sapiens. Die hier beschriebene mRNA steht
fiir die erste Transkriptvariante und das resultierende Protein wird durch 2087 Nukleotide [cd]

kodiert. gi|26638652|ref|[NM_004700.2|[26638652]

KCNQS: AF202977 Fiinftes Mitglied der KQT &dhnlichen Unterfamilie spannungs-
abhéngiger Kaliumkanile (KCNQS5) von homo sapiens. Die hier beschriebene mRNA kodiert
fiir die erste Spleivariante und das resultierende Protein wird durch 2694 Nukleotide [cd]

kodiert. gi|7798695|ref]AF202977.1|[7798695]
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2.1.12 Ubersicht iiber die verwendeten Primiir- und Sekundirantikorper

Primirantikorper
Immunisierte Spezies, . "
Antigen lg-Klasse, We\éte;gnurB"IIc:Itngnf:lr - Referenz
Bezeichnung y
Ratte, 19G, . Roche, Mannheim,
o HA 3F10 1:1000 Deutschland
Maus, 1gG, . Sigma-Aldrich, Minchen
o FLAG M2 = Deutschland
Maus, lgG Dianova GmbH,
HIS L ’ 1:1000 Hamburg,
¢ Anti(His)s-tag Deutscr?le?nd
: Santa Cruz
o KCNQI1 Kan|nlf:|l:11eé16 l9G, 1:200 Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, USA
Kaninchen, IgG, . hergestellt im Rahmen
o KCNQ2 391.1-5297 1Y dieser Arbeit
Kaninchen, IgG, . hergestellt im Rahmen
o KCNQ2 392.1-5298 120 dieser Arbeit
Kaninchen, IgG, i hergestellt im Rahmen
o KCNQ3 393.1-5299 122y dieser Arbeit
Kaninchen, IgG, . hergestellt im Rahmen
o KCNQ3 394.1-5300 1220 dieser Arbeit
Zieae. 1aG Santa Cruz
a KCNQ4 %_’209 ’ 1:200 Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, USA
: Santa Cruz
a KCNQ5 Zlegc?a I7gG, 1:200 Biotechnology Inc.,

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Primédrantikorper. (o = anti)

Santa Cruz, USA

Sekundérantikorper
: Verdiinnung fiir
Antigen Kopplung Western Blot Analyse Referenz
Santa Cruz
Esel o Kaninchen Meerrettichperoxidase 1:10000 Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, USA
Dianova GmbH,
Ziege a Ratte Meerrettichperoxidase 1:10000 Hamburg,
Deutschland
Dianova GmbH,
Kaninchen a Ziege  Meerrettichperoxidase 1:10000 Hamburg,
Deutschland
1:10000 Dianova GmbH,
Schaf o Maus Meerrettichperoxidase : Hamburg,

(1:5000 fiir M2 AK)

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Sekundirantikorper. (o = anti)

Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Verwendung von mikrobiologischen Organismen

2.2.1.1.1 Bakterienkultivierung

Die verwendeten E. coli Stamme wurden mit Antibiotika enthaltendem LB-Medium fiir
mindestens achtzehn Stunden bei 37°C, Fliissigkulturen auf einem schwenkbaren Schiittler

und Agarplatten im Brutschrank, kultiviert.

2.2.1.1.2 Herstellung elektrokompetenter Zellen

Fiir die Herstellung kompetenter Zellen zur Elektroporation wurden Stimme der Gattung
Escherichia K12 verwendet. Fiir die Herstellung von Plasmiden fiir die transiente Trans-
fektion eukaryotischer Zellkulturen und zur RNA-Synthese wurden ausschlielich XL1-Blue
Zellen benutzt. Fiir die Produktion von rekombinantem Protein durch Elektroporation mit
dem PET30 Vektor hingegen wurden Zellen der beiden Stimme BL21(DE3)pLysS und
BLR(DEB3) eingesetzt. Die Herstellung erfolgte fiir alle drei Stdimme in gleicher Weise. Zuerst
wurden bei -80°C gelagerte Zellkulturen der drei Stimme aufgetaut und zum Animpfen auf
einer 10cm Agarplatte ausgestrichen. Diese diente als Vorkultur, von der eine Kolonie mit
einer Impfose in einen mit 50ml gefiillten 200ml Erlenmeyerkolben tiberfiihrt und bei 37°C
iber Nacht schiittelnd angezogen wurde. Von dieser Vorkultur wurden 20ml fiir eine weitere
Anzucht in einem mit einem Liter gefiilltem zwei Liter Erlenmeyerkolben verwendet. Bei
Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase mit einer optischen Dichte ODggy von 0,5 bis
0,8 wurden die Zellen durch eine fiinfzehnminiitige Zentrifugation bei 5.000Upm in der J2-
HS Zentrifuge (Beckman, Deutschland) bei einer Temperatur von 4°C pelletiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 100ml auf 4°C vorgekiihltes und auto-
klaviertes HoOminiq aufgenommen und abermals mit 5.000Upm bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgegossen und verworfen und das Pellet nochmals mit HyOwminig
gewaschen. In einem letzten Waschschritt wurde das zuvor gebildete Pellet in 40ml

zehnprozentiger Glycinlosung aufgenommen, in Sarstedtrohrchen {iberfithrt und mit
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3.200Upm bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abermals verworfen und das Pellet in
4ml zehnprozentiger Glycerinlosung resuspendiert und in Aliquots zu 50ul in Eppendorf

1,5ml Reaktionsgefif3e iiberfiihrt und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

2.2.1.1.3 Bakterientransformation

Die Transformation bezeichnet die Aufnahme von DNA-Molekiilen durch Bakterien. Die
gerichtete Aufnahme ausgewihlter Plasmid-DNA durch geeignete Bakterienstimme,
beispielsweise der verwendeten E.coli Stimme XL-1Blue oder auch BL21-pLysS erfolgte
durch Elektroporation mit einem Genepulser (BioRad, Deutschland). Dabei werden die
Bakterien einer Spannung von 2,5kV ausgesetzt, wodurch die DNA kurzzeitig verstirkt die
Bakterienzellwand passieren kann.

Fiir die Transformation wurden 50ul Aliquots Bakterienlosung verwendet und mit 1,5ul
Plasmid-DNA [~ 150ng/ul] in einer Elektroporationskiivette (PeqLab, Erlangen, D) vereint.
AnschlieBend erfolgte der Spannungsimpuls. Die transformierten Bakterienzellen wurden in
Iml LB-Medium ohne Antibiotikum aufgenommen und fiir eine Stunde bei 37°C vor-
inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen fiir zwei Minuten bei Raumtemperatur mit 6.000Upm
zentrifugiert. Um die Anzahl an Kolonien zu erhéhen, wurden 800ul des Uberstandes entfernt
und das Bakterienpellet in den verbleibenden 200ul resuspendiert. Der gesamte Ansatz wurde
schlieBlich unter Verwendung geeigneter Antibiotika, je nach verwendetem Plasmid und ent-
sprechender Antibiotikaresistenz auf LB-Agarplatten mit Hilfe eines Drigalski-Spatels aus-
plattiert. Die Anzucht von Kolonien erfolgte fiir mindestens sechzehn Stunden bei 37°C im

Brutschrank (Memmert, Modell 200; Schwabach, Deutschland).

2.2.1.2 Plasmidpriparationen

2.2.1.2.1 Mini Plasmidpriparation

Bei der ,,Mini-Priparation* handelt es sich um eine einfache und schnelle Methode zur
Isolierung von Plasmid DNA. Sie findet vor allem bei kleinen Mengen benétigter Plasmid
DNA Anwendung, beispielsweise fiir die Sequenzierung. Eine Kolonie wurde mit einem

Zahnstocher in 5ml LBy-Medium iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Zellen der
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5ml Ubernachtkultur wurden in 2ml Eppendorf ReaktionsgefiBe iiberfiihrt und durch mehr-
maliges zehnminiitiges Zentrifugieren in einer Tischzentrifuge (Eppendorf, Deutschland) bei
maximaler Geschwindigkeit, ungefihr 14.500g pelletiert. Der Uberstand wurde jeweils ver-
worfen und die im Pellet befindlichen Escherichia coli Zellen mit der zu isolierenden Plasmid
DNA wurden unter Verwendung des peqGold Plasmid Miniprep Kit I (PeqlLab, Erlangen,

Deutschland) und nach dessen Protokoll prépariert.

2.2.1.2.2 Midi Plasmidpriparation

Nicht fiir alle Untersuchungen reichte die Minipréiparation von Plasmid DNA. Beispielsweise
fiir die Synthese der Matrizen fiir die in vitro RNA-Synthese wurden groere Konzentrationen
an Plasmid DNA von ca. 6ug Plasmid DNA pro Ansatz benétigt.

Elektrokompetente E. coli XL1blue wurden mit 150 ng Plasmid DNA retransformiert und fiir
15min in 1ml LBo-Medium bei 37°C angezogen und anschlieend in 100ml ampicillinhaltiges
LB-Medium {iiberfiihrt und iiber Nacht schiittelnd bei ebenfalls 37°C weiter kultiviert. Am
nidchsten Tag wurde in zwei aufeinander folgenden Zentrifugationsschritten die gesamten
100ml E. coli Losung pelletiert und mit Hilfe des GENOMED Jetstar Plasmid Purification
MIDI Kits (Lohne, Deutschland) und nach dessen Protokoll oder unter Verwendung des Pure
Yield™ Plasmid Maxiprep System (Promega Corporation, Madison, Wi, USA) und dessen
Protokoll pripariert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 DNA Techniken

2.2.2.1.1 Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der DNA-Konzentrationen erfolgte unter Verwendung des GENE QUANT
PRO Photometers (Cambridge, GroBbritannien). Die Eichung des Photometers erfolgte durch
Bestimmung des Nullwertes fiir das verwendete Losungsmittel (in der Regel H:Owinig)-
Danach wurde die Probe in eine 100ul Quarzkiivette iiberfithrt und bei den Wellenldngen

230nm, 260nm und 280nm gemessen. Die bei einem Absorptionsmaximum von 260nm
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gemessenen Werte bezogen sich auf die Absorption von DNA-Molekiilen. Fiir eine optische
Dichte von 1 fiir die zu messende Wellenldnge von 260nm ergab sich eine Konzentration von
S50ug/ml an doppelstriangiger DNA. Die relativen Werte fiir die Wellenlidngen 230nm und
280nm zeigten den Grad der Verunreinigung durch Salze und Proteine und wurden vom
relativen Wert fiir die DNA-Molekiile subtrahiert. Im Gegensatz zur DNA absorbieren
aromatische Aminoséduren der Proteine, wie Tyrosin oder Tryptophan bei einer Wellenlidnge
von 280nm. Dariiber hinaus ldsst sich eine Verunreinigung der DNA-LOsung durch Proteine
mittels einer photometrischen Messung bei einer Wellenlinge von 230nm quantitativ
bestimmen. Bei dieser Wellenldnge absorbieren die Peptiddoppelbindungen der Proteine und

lassen dadurch Riickschliisse iiber den Grad der Verunreinigung mit Proteinen zu.

2.2.2.1.2 Restriktionsverdau

Es wurden insgesamt 2ug Plasmid DNA fiir einen Restriktionsverdau eingesetzt. Der
Restriktionsverdau erfolgte mit Hilfe der von der Firma Fermentas gereinigten Restriktions-
enzymen und den dazugehorigen Puffersystemen, entweder in Form von gleichzeitig ab-
laufenden Doppelverdauansitzen oder bei schlecht kombinierbaren Paaren an Restriktions-
enzymen in nacheinander ablaufenden Reaktionen. Die Reaktionen wurden entweder durch

Hitzeinaktivierung oder durch eine Agarosegelelektrophorese beendet.

2.2.2.1.3 Dephosphorylierung von geschnittener Plasmid DNA

Nach erfolgtem Restriktionsverdau wurden die linearisierten Plasmid DNA Molekiile oftmals
unter Verwendung von alkalischer Phosphatase aus dem Darm von Kilbern dephosphoryliert
(Fermentas, Deutschland), um eine abermalige Vereinigung der beiden Enden der lineari-
sierten Plasmid-DNA zu verhindern. Dazu wurden zusétzlich 2ul (1Unit/ul) der alkalischen
Phosphatase zu dem 30ul Restriktionsansatz hinzugefiigt und fiir eine Stunde bei 37°C
zusammen mit der verdauten DNA inkubiert, um die 5°-Enden der Plasmid-DNA zu de-
phosphorylieren. Die dephosphorylierte Probe wurde anschlieBend durch eine Agarose-

gelelektrophorese von der alkalischen Phosphatase und den Restriktionsenzymen gereinigt.
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2.2.2.1.4 Ligation von DNA Fragmenten

Die Ligation bezeichnet die Vereinigung zweier DNA-Molekiile mit Hilfe des Enzyms DNA-
Ligase. Im Rahmen meiner Arbeit diente die Ligation der Vereinigung von geschnittenem
linearisierten Vektor mit beliebiger ebenfalls mit den gleichen Enzymen geschnittener DNA
mit dem Ziel der Synthese von doppelstringiger, ringférmig geschlossener Plasmid-DNA.
Meist handelt es sich bei der inserierten DNA um vollstdndige cDNAs, die die Information
eines einzigen Genes beinhalteten und unter Kontrolle eines bestimmten Promotors stehen.
Aufgrund der groen Anzahl an durchgefiihrten Ligationen wird im Folgenden nicht
detaillierter auf einzelne Ligationen eingegangen und deshalb nur allgemein giiltig
zusammengefasst.

Als Insert dienten zumeist mit Endonuklease geschnittene PCR-Produkte oder aber auch
bereits zuvor konstruierte Plasmide, die von einem Expressionssystem, beispielsweise fiir
Expressionen in eukaryotischen Zellkulturen, in ein anderes, wie dem PTLN (Lorenz et al.,
1996) Vektorsystem zur in vitro RNA Synthese, umkloniert werden sollten. Die GroBen-
ordnung der verwendeten Inserts betrug in der Regel 500 bis 1500 Basenpaare. Das
Schneiden der Plasmid-DNA erfolgte in Ansédtzen mit einem Volumen von 30ul, das der
PCR-Produkte in 60ul. Nach erfolgtem Restriktionsverdau wurde der jeweilige Vektor durch
Zugabe von 2ul (1U/ul) alkalischer Phosphatase aus dem Kélberdarm (CIAP; Fermentas
GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) zusitzlich dephosphoryliert, um ein Religieren des
Vektors auf jeden Fall zu verhindern.

Fiir die Ligation wurden die verdauten Vektoren und Inserts zuerst auf ein 1,5%iges Agarose-
gel aufgetragen und bei konstant 140V fiir 30 Minuten getrennt, um zwischen geschnittener
und ungeschnittener DNA unterscheiden zu konnen. Gleichzeitig konnten dadurch vom
Verdau iibrig gebliebene Enzyme entfernt werden, die eventuell storend auf die Ligation
wirken. Die DNA wurde in Form von kleinen Blocken aus dem Gel isoliert und mit Hilfe des
High Pure PCR Product Purification Kits der Firma Roche (Mannheim, Deutschland)
extrahiert. Nach erfolgter Extraktion wurden Vektor und Insert in 50ul HoOwminig gelost.

Fiir die Ligation wurden 7ul des geschnittenen Inserts mit 1ul des geschnittenen und de-
phosphorylierten Vektors unter Verwendung von 1ul 10x T4 DNA Ligasepuffer und 1ul T4
DNA-Ligase (200 U/ul; Fermentas) vereint und fiir mindestens vier Stunden oder iiber Nacht
bei 17°C in einem Wasserbad inkubiert. Als Kontrolle diente jeweils ein Ansatz mit 1ul
derselben geschnittenen, dephosphorylierten Plasmid-DNA wie im eigentlichen Ligations-
ansatz, der mit 7ul HoOminiq, 11l 10x T4 DNA Ligasepuffer und 1ul T4 DNA Ligase auf ein
Reaktionsvolumen von 10ul aufgefiillt wurde. Da der geschnittene und dephosphorylierte
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Vektor selbst bei Anwesenheit einer DNA-Ligase nicht wieder religieren kann, sollte eine
positive Kontrolle nach der Transformation aufgrund der verwendeten Antibiotika enthaltenen

Agarplatten keine Klone zeigen.

2.2.2.1.5 Agarosegelelektrophorese

Die Analyse der Desoxyribonukleinsidure, sowohl der PCR Fragmente als auch der ge-
schnittenen und ungeschnittenen Plasmid DNA, erfolgte durch horizontale Elektrophorese
anhand von Agarosegelen (1 % bis 1,5 %).

Fiir ein 1,5% Agarosegel wurden 2,25g Agarose mit 150ml TAE Puffer mit Hilfe einer
Mikrowelle zum Sieden gebracht und weiter kurz aufgekocht. Die Losung wurde auf eine
Temperatur von 55°C bis 60°C abgekiihlt und mit 15ul Ethidiumbromid (10mg/ml) versetzt,
kurz geschwenkt und anschlieBend in die dafiir vorgesehene Apparatur gefiillt. Fiir die
Apparatur wurden zwei Kdmme mit 14 Taschen verwendet. Zum schnellen Abkiihlen wurde
das Gel im Kiihlraum bei 4°C gegossen und war bereits nach 10min vollstiandig erstarrt. Fiir
die Agarose Gelelektrophorese wurden die Taschen mit bis zu 60ul Probe befiillt.

Als Standard diente der 1kb DNA Marker von Invitrogen (Karlsruhe, Germany). Die
Elektrophorese erfolgte in 1x TAE Puffer fiir 30min bei Raumtemperatur und 140V. Nach
erfolgtem Gellauf wurde das Agarosegel zuerst auf einem Leuchtschirm mit weniger
intensiver ultraviolettem Licht bei einer Wellenlinge von 366nm (INTAS; Gottingen,
Deutschland) betrachtet. DNA Banden mit der erwarteten Grofe wurden in Form von kleinen
Gelblocken aus dem Agarosegel geschnitten und zur spiteren Verwendung in 1,5ml
Eppendorf Reaktionsgefidle iiberfithrt. Das restliche Gel diente nun ausschlieBlich der
Dokumentation.

Die weitere Auswertung des iibrig gebliebenen Gels erfolgte unter einem Leuchtschirm
(INTAS; Gottingen, Deutschland) bei intensiverem ultraviolettem Licht (A = 312 nm),
wodurch die im Gel verbliebene DNA fiir weitere Nutzung aufgrund der hohen Strahlung
unbrauchbar wurde. AnschlieBend wurden die Ergebnisse mit Hilfe eines Video Graphic

Printer (P91D, Mitsubishi) dokumentiert.
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2.2.2.1.6 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung der DNA aus den Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des High Pure
PCR Product Purification Kits der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) und nach deren
Protokoll. Es wurde ein etwa halber Zentimeter grofler Block aus dem Agarosegel
geschnitten, der die zu isolierende DNA enthielt. AnschlieBend wurde der Gelblock unter
Zugabe des im Kit enthaltenen Bindepuffers in einem Eppendorf Reaktionsgefal fiir ungefihr
10min auf 55°C erwédrmt, bis dieser aufgelost war. Danach wurde 150ul Isopropanol
hinzugefiigt, um die DNA zu prizipitieren. Daraufthin wurde der Ansatz auf eine speziell
DNA bindende Séule iibertragen und fiir 1min mit maximaler Geschwindigkeit in einer
Eppendorf Tischzentrifuge 5415C zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
Matrix zweimal mit dem im Kit beigefiigten Ethanol, enthaltenden Waschpuffer, durch
abermalige einminiitige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit zuerst mit 500ul, dann
nochmals mit 200ul gewaschen. Die Elution der DNA aus der Matrix der Saule erfolgte durch
Zugabe von 50ul HyOwinig. Nach einer einminiitigen Einwirkdauer wurde die in HyOwinig
geloste DNA durch eine ebenfalls einminiitige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit

separiert und fiir eine langerfristige Lagerung bei -20°C eingefroren.

2.2.2.1.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA fiir die neu konstruierten und klonierten Untereinheiten
der zu untersuchenden KCNQ Kanéle erfolgte anhand von lyophilisierten Proben. Jeweils 1ug
bis 1,5ug an der zu sequenzierenden und in Wasser gelosten Plasmid-DNA wurde in ein
steriles Eppendorf-Reaktionsgefil} iiberfiihrt und bei einer Temperatur von 55°C getrocknet.
Anschliefend wurden die Proben von MWG-Biotech AG (Martinsried, Deutschland)
sequenziert. Die Auswertung der iibermittelten Daten erfolgte unter Verwendung des

Programms DNA Star (Lasergene).

2.2.2.2 PCR Techniken

2.2.2.2.1 Standard Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion -englisch auch polymerase chain reaction (PCR)- ist eine

Methode zur in vitro Synthese von DNA Molekiilen unter Verwendung kurzer
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Oligonukleotide, die auch als ,,Primer‘ bezeichnet werden. Diese binden entsprechend der
komplementidren Basenpaarung an die komplementéren Stellen der so genannten ,,femplate
DNA Strédnge, an denen sich die DNA Polymerase orientiert. Zwischen den Primern wird nun
gemil der Entfernung der beiden Oligonukleotide zueinander mit Hilfe der DNA abhéngigen
DNA Polymerasen in 5°—3” Richtung ein Stick DNA amplifiziert, dass heillit neu
synthetisiert. Zu diesem Zweck wurden speziell fiir jedes Gen ein vorwirts gerichteter und ein
gegenldufiger Primer ausgesucht. Nach der Methode der Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et
al., 1985; Saiki et al., 1988) erhilt man auf diese Art und Weise je nach Position der Primer
an dem urspriinglichen DNA Strang fiir jedes Gen, Fragmente mit genau definierter Linge.
Fir diese Arbeit wurden DNA abhidngige DNA Polymerasen aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus (Tag DNA Polymerase) oder dem hyperthermophilen
Archaebakterium Pyrococcus furiosus (Pfu DNA Polymerase) verwendet. Die Tag DNA
Polymerase fand aufgrund der fehlenden Fehler-Korrektur-Funktion (englisch, ,,proof read-
ing*), was zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit an Punktmutationen durch den Einbau von
falschen Nukleotiden in die zu amplifizierenden PCR Fragmente fiihrt, nur Verwendung fiir
die so genannten Kolonie-PCRs.

PCRs zur Erzeugung von Punktmutanten und DNA Fragmente, die in weiteren Schritten noch
wichtig fiir die Klonierung unterschiedlicher chimirer Konstrukte waren, wurden
ausschlieBlich unter Verwendung der so genannten Pfu DNA Polymerase durchgefiihrt. Diese
besitzt im Gegensatz zur Tag DNA Polymerase eine ,,proof reading* Funktion, so dass
fehlerhafte DNA Synthese auf ein Minimum eingeschriankt werden konnte. Ein typischer PCR
Ansatz unter Verwendung der DNA abhiéngigen Pfu DNA Polymerase sah dabei wie folgt

aus:

2ul vorwirts gerichteter Primer (10uM)

2ul riickwiirts gerichteter Primer (10uM)

4ul dNTP Mix (2,5uM je Nukleotid; Fermentas, D)
Sul 10 x Pfu DNA Polymerase Puffer (Fermentas, D)
1pl Pfu DNA Polymerase 1U/ul (Fermentas, D)

Sul template DNA (~50ng bis 100ng)

2,5ul DMSO

ad 50].11 HZOMilliQ

Die Polymerase Ketten Reaktion erfolgte in 200ul PCR Reaktionsgefilen (Eppendorf,
Deutschland) und unter Verwendung eines GenAmp PCR System 2400 Thermocyclers
(Perkin-Elmer, USA) nach folgendem Programm:
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Denaturierung der Probe: 95°C Smin

Denaturierung der DNA: 95°C 35s

Anlagerung der Primer: 53°C 35s } 36 Zyklen
Polymerisation: 72°C x''s

AbschlieBende Polymerisation: 72°C Tmin

Aufbewahrung der PCR-Produkte: 10°C o

x ' = Die Zeiten fiir die Polymerisation waren unterschiedlich je nach zu amplifizierendem PCR Fragment. Fiir
die Pfu DNA Polymerase galt als Faustregel eine Polymerisation von 500 Nukleotiden pro Minute.

2.2.2.2.2 Einfithren von Punktmutationen

Das Einfiithren von Punktmutationen geschah auf Ebene der DNA-Molekiile durch eine
Verinderung der Basentripletts fiir die kodierenden Aminosduren mit Hilfe von
rekombinanter PCR nach Higuchi, 1990. In der Regel wurden pro Punktmutation zwei 18 bis
24 Nuleotide lange Startnukleotide (Primer) fiir die in vitro DNA Synthese konstruiert, die in
ihrer Mitte gelegen die verdnderte Nukleotidsequenz enthielten. Diese waren zum einen
komplementir zum vorwirts als auch zum riickwirts laufenden Strang des zu veridndernden
DNA-Molekiils. Bei den darauffolgenden rekombinanten Polymerasekettenreaktionen (PCR)
wurden in zwei unabhidngig voneinander ablaufenden PCR Reaktionen, PCR Fragmente einer
Grole von ungefahr 300 bis 500 Nukletioden synthetisiert, wobei jeweils einer der
verwendeten Primer ein Mutageneseprimer, der jeweils zweite ein Stiick stromaufwirts oder
stromabwdrts bindende Primer keine Verdnderung hatte. Anschlielend erfolgte die elektro-
phoretische Auftrennung der neu synthetisierten PCR Fragmente in einem Agarosegel. In
einer zweiten PCR Reaktion wurden die beiden PCR Fragmente der ersten PCR Reaktionen
mit den jeweils stromabwirts und stromaufwirts gerichteten nicht Mutageneseprimern vereint
und durch das gleichzeitige Uberlappen der beiden Mutageneseprimer ein gemeinsames neues
PCR Fragment von ungefidhr 600 bis 1000 Nukleotiden produziert. Nach der Reinigung aus
dem Agarosegel konnte das iiber eine Fusion der beiden ersten PCR Fragmente entstandene
zweite PCR Fragment mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten und in einen Vektor

mit der zu verdandernden DNA- bzw. Aminosduresequenz hinein ligiert werden.
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2.2.2.2.3 Kolonie PCR

Nach erfolgter Ligation wurde der richtig gerichtete Einbau des DNA Inserts in den Ziel-
vektor mit Hilfe einer Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) anhand von
transformierten E.coli XL-1Blue Bakterienkolonien iiberpriift, weswegen im Weiteren von
einer Kolonie PCR gesprochen wird. Bei der Kolonie PCR bindet zum einen ein Primer im
geschnitten Vektor, ein zweiter Primer bindet komplementidr und entgegen gerichtet zum
ersten in dem zu integrierenden Insert. Vektor und Insert wurden mit denselben
Restriktionsendonukleasen verdaut, um einen gezielten Einbau zu garantieren. Nur wenn
Vektor und Insert in der richtigen Orientierung zueinander durch die DNA-Ligase verbunden
wurden, ergab sich durch die anschlieBend durchgefiihrte Kolonie PCR ein Fragment zuvor
mit Hilfe geeigneter Vektorkarten bestimmter Grofe.

Nach jeder erfolgreich durchgefiihrten Transformation wurden die unterschiedlichen
Kolonien zuerst unter Verwendung steriler Zahnstocher gepickt und anschlieBend unter
kreisenden Bewegungen in zuvor vorbereitete 200ul PCR Reaktionsgefdle und den darin
befindlichen 25ul PCR-Reaktionsansatz eingetaucht, um einige Bakterien abzustreifen. Diese
wurden in der ersten Phase der PCR durch das Erwidrmen auf 95°C abgetotet und die

freiwerdende Bakterien DNA diente als Ausgangsmaterial fiir die nun folgende PCR:

Denaturierung der Probe: 95°C Smin

Denaturierung der DNA: 95°C 35s

Anlagerung der Primer: 53°C 35s } 36 Zyklen
Polymerisation: 72°C x''s

AbschlieBende Polymerisation: 72°C 7 min

Aufbewahrung der PCR-Produkte: 10°C o

x ! = Die Zeiten fiir die Polymerisation waren unterschiedlich je nach zu amplifizierendem PCR Fragment. Fiir
die Tag DNA Polymerase galt als Faustregel eine Polymerisation von 1000 Nukleotiden pro Minute.

Ein typischer Kolonie PCR Ansatz sah wie folgt aus:

“eine Zahnstocherspitze an Bakterien (~100ng bis 150ng template DNA)

2ul vorwirts gerichteter Primer (10uM)

2ul riickwiirts gerichteter Primer (10pM)

4ul dNTP Mix (2,5uM je Nukleotid; Fermentas, D)
1ul Taq DNA Polymerase 1U/ul (Fermentas, D)
2,5ul 10 x Tag DNA Polymerase Puffer (Fermentas, D)
ad 25pl H;Ominio
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Die Zahnstocher wurden nach dem Ansetzen der Kolonie PCR in 10ml Reagenzréhrchen
(Schott, Deutschland) iiberfiihrt und die Bakterien in Sml ampicillinhaltigem (100pg/ml) LB-
Medium iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln herangezogen. Dank der Kolonie PCR konnte
im Fall positiver Signale direkt fiir die positiven Klone der entsprechenden 10ml
Reagenzrohrchen eine Mini Plasmid DNA Préparationen unter Verwendung des peqGOLD

Plasmid Miniprep Kits I (PeqLab, Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt werden.

2.2.2.2.4 Fusions PCR

Die Synthese von Chiméren erfolgte ebenfalls durch rekombinante PCR Techniken. Dabei
wurden Primer (Sigma-Aldrich) zur Fusion von Genen in einer Grée von 36 Nukleotiden
konstruiert, wobei jeweils 18 Nukleotide mit der Sequenz der einen KCNQ Untereinheit und
18 Nukleotide mit der zu fusionierenden Sequenz einer zweiten KCNQ Untereinheit {iber-
einstimmten. In einer ersten PCR Reaktion wurden wiederum PCR Fragmente in einer Grofe
von 300 bis 500 Nukleotiden synthetisiert, bei denen entweder der stromaufwérts oder
stromabwirts gerichtete Primer der zu amplifizierenden Sequenz, der zweite jedoch dem
stromabwirts bzw. stromaufwirts Fusionsprimer entsprach (Abbildung 2.1). Als Matrize
diente separat fiir jede der ersten PCR Reaktionen eingesetzte Plasmid-DNA der beiden zu
fusionierenden KCNQ Untereinheiten. Nach erfolgter PCR wurden die beiden Fragmente mit
Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese ihrer Grof3e nach aufgetrennt und aus dem Gel gelost.
Sie dienten als Matrize fiir eine zweite PCR Reaktion, bei der lediglich die beiden PCR
Produkte der ersten PCR und die beiden jeweils auflerhalb gelegenen und mit der
urspriinglichen Sequenz iibereinstimmenden Primer eingesetzt wurden. Beide Fusionsprimer
der ersten PCR waren komplementir zueinander und iiberlappten auf ganzer Lédnge, so dass
mit Hilfe der einfachen stromaufwirts und stromabwirts gelegenen Primer eine
Vervielfachung der beiden fusionierten Fragmente der ersten PCR Reaktionen geschehen
konnte. Bei einigen Chimédren wurden sogar bis zu drei PCR Fragmente gleichzeitig
miteinander fusioniert, wobei in der zweiten PCR Reaktion die PCR Produkte der ersten PCR
Reaktionen als Matrize dienten, und nur die zwei Primer der beiden dufleren PCR Fragmente
der ersten PCR Reaktion als Matrize dienten. AnschlieBend konnten die iiber eine Fusion
unterschiedlicher PCR Fragmente entstandenen Fragmente durch das Schneiden mit
geeigneten Restriktionsenzymen in den zu synthetisierenden Vektor ligiert werden, so dass
am Ende ein neu synthetisiertes chiméres Protein, bestehend aus unterschiedlichen KCNQ
Untereinheiten, vorlag.
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Abbildung 2.1: Schematische Ubersicht iiber die angewandte Fusions PCR Technik. Teile von GenA
werden in einer 1.PCR amplifiziert. Gleichzeitig wird ein weiterer Teilbereich von GenB amplifiziert. Bei der
darauffolgenden Fusions PCR lagern sich die Produkte der 1. und 2. PCR zusammen und bilden das Template
fiir die Fusions PCR, bei der das zu fusionierte Genprodukt vervielfacht wird. Die beiden urspriinglichen Gene A
und B sind in rot und griin dargestellt. Daneben sind die Primer fiir die PCR Reaktionen schraffiert dargestellt.
Die in der Regel iiber einen Bereich von 36 Nukleotiden iiberlappenden Fusions-Primer sind in rot/griin mit
Schraffur abgebildet. Die Richtung des kodierenden Stranges wurde mit einem roten bzw. griinen Pfeil kenntlich

gemacht.
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2.2.2.3 RNA Techniken

2.2.2.3.1 In vitro RNA Synthese

Die Herstellung der Matrizen erfolgte durch Linearisierung der Plasmid DNA mit Hilfe
geeigneter Enzyme und nach dem von dem Hersteller vorgegebenen Protokoll. Fiir die
Hydrolyse der Plasmid DNA wurde in der Regel die Restriktionsendonuklease Hpal
(Fermentas, Deutschland) benutzt. 6ug des Expressionsvektors wurde in einem 30ul
Gesamtansatz mit 1ul Hpal bei 37°C fiir eine Stunde hydrolysiert, so dass letztendlich ein
linearisiertes Plasmid entstand. Die Restriktionsschnittstelle befand sich immer von dem zu
transkribierendem Gen stromabwirts gerichtet. Fiir die Herstellung wurden mMessage
mMachine® Kits der Firma Ambion (Austin, Vereinigte Staaten von Amerika) verwendet, die
sich lediglich in den zu verwendenden Promotoren und DNA abhiéngigen RNA Polymerasen
unterschieden. Beispielsweise wurde fiir die RNA Synthese der PFROG Vektoren das T7
RNA Synthese Kit eingesetzt, da der PFROG Vektor lediglich einen T7 Promotor vor der
eigentlichen ,multiple cloning site*, dem Ort im Plasmid an dem vermehrt
Restriktionsendonukleasen aktiv und gleichzeitig die zu untersuchenden Gene inseriert
werden, besitzt. Nur unter Verwendung einer DNA abhédngigen RNA Polymerase aus dem T7
Lambdaphagen konnte das zu untersuchende Gen transkribiert werden. Die Synthese erfolgte
dabei nach dem so genannten ,run off* Verfahren, bei dem die DNA abhingige RNA
Polymerase beginnend am geeigneten Promotor anfingt, die Information der vorliegenden
DNA in cRNA umzuschreiben. Die Transkription endet hingegen nicht wie in den
Organismen iiblich iiber eine Rho abhingige bzw. Rho unabhéngige Termination, sondern
durch einfaches Herabgleiten der DNA abhidngigen RNA Polymerase von dem zu
amplifizierenden DNA  Strang an der zuvor mit Hilfe der verwendeten
Restriktionsendonuklease hydrolysierten Hpal Schnittstelle. Das Enzym steht nach dem
erfolgten Herabgleiten fiir weitere Synthesen zur Verfiigung.

Fiir die RNA Synthese aus PTLN Vektoren wurde im Gegensatz zum zuvor beschriebenen
PFROG Vektor ein Sp6 Kit der Firma Ambion mit der dazugehorigen DNA abhiéngigen Sp6
RNA Polymerase angewendet.

Der geschnittene Vektor wurde unter Verwendung des High Pure PCR Product Purification
Kits (Roche) aufgereinigt und in 50ul HoOwminig aufgenommen. 3ul der linearisierten Matrize
wurden mit 1pl des im Umfang des RNA Synthese Kits enthaltenen 10x Puffers und Sul des
mitgelieferten 2x dANTP Mix mit 1ul der DNA abhingigen RNA Polymerase vermischt, und
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fiir exakt 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde die in vitro Transkription durch
Zugabe von 15ul RNAse freiem DEPC Wassers und gleichzeitiger Zugabe von 12,5ul der
ebenfalls im Kit befindlichen LiCl, Losung gestoppt und der Ansatz bei -20°C fiir mindestens
30min eingefroren. Als nidchstes wurde der Ansatz fiir 20min bei 4°C mit maximaler
Geschwindigkeit in der Biofuge Fresco (Heraeus, Deutschland) zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 250ul eiskaltem 70%igen Ethanol aufgenommen
und erneut fiir 10min bei 4°C mit maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand
wurde erneut verworfen und das Pellet bei 37°C fiir 30min getrocknet und darauthin in 13ul
RNAse freien DEPC Wasser aufgenommen. 1 pl der RNA Losung wurden zur Uberpriifung
der Bestidndigkeit der synthetisierten RNAs auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen und bei
140V fiir genau 20min aufgetrennt. Als Marker diente wie fiir die DNA Proben der 1kb
GroBenstandard der Firma Invitrogen. Aufgrund der sich ausgebildeten Sekundirstrukturen
hatte intakte RNA eine Gro3e von ungefidhr 1000 bis 1500 Nukleotiden je nach verwendeter
Matrize. 3ul Aliquots mit einer Konzentration von 200ng/ul wurden bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C gelagert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte ebenfalls wie fiir

DNA Proben unter Anwendung photometrischer Messungen.

2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Membranpriparationen

2.2.3.1.1 Membranpriparation von eukaryotischen Zellkulturen

Die Zellernte erfolgte mit Hilfe von Zellschabern (TPP-Techno Plastic Products, Schweiz).
Zuerst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit Sml 1x PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde 1ml PBScompiere verwendet, um die Zellen mit dem Schaber vom
Plattenboden zu 16sen. Die gelosten Zellen wurden in ein 1,5ml Reaktionsgefd3 (Eppendorf,
Deutschland) {iiberfithrt und anschlieBend fiir 10 Minuten bei 4°C mit 12.000Upm
zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge 5415c). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet erneut in 300ul 1 x PBScompiete aufgenommen. Die Zellen wurden weiterhin mit Hilfe
eines Ultraschallstabs aufgebrochen (KONTES - micro ultrasonic disrupter, USA),
anschlieBend auf Eis gelagert. Nach einer weiteren zehnminiitigen Zentrifugation bei 4°C mit

5000Upm wurde diesmal das Pellet verworfen und nur der Uberstand aufbewahrt. Die
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Proteinbestimmung der in 1x PBS gelosten Proteine erfolgte nach Bradford. 200ul Bradford-
farbelosung (BioRad, Deutschland) wurden mit 10ul einer 1:20 verdiinnten Proteinlosung des
Gesamtextraktes vermischt und die Konzentration in 96-Loch-Kulturplatten (Sarstedt,
Deutschland) mit Hilfe eines Plattenlesegerites (TECAN, Deutschland) bei einer

Wellenldnge von 595nm ermittelt.

2.2.3.1.2 Membranpriparation von Xenopus laevis Qozyten

Nach einer zwei bis dreitdgigen Ruhephase in ND96-Losung bei einer Temperatur von 17°C
wurden die mit RNA injizierten Xenopus Oozyten entweder erst physiologisch untersucht
oder aber auch direkt fiir Western Blot Analysen aufbereitet. Dazu wurden die Oozyten zuerst
in ein Eppendorf Reaktionsgefdl iiberfiihrt und anschlieBend mit 10ul PBS ompiere pro Oozyte
versehen. Unter Verwendung einer 200ul Pipette (Eppendorf, Deutschland) wurden die
Oozyten durch mehrmaliges auf und abpipettieren homogenisiert. Daraufhin wurde das
Homogenat fiir 2min bei 2.000Upm in einer Kiihlzentrifuge (Heraeus, Deutschland) bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet mit dem Dotter wurde verworfen und nur der Uberstand wurde in
zwel darauffolgenden Zentrifugationsschritten fiir abermals 2min bei 2.000Upm bei 4°C
zentrifugiert. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Volumen des gereinigten
Homogenates mit PBScomplere auf 10ul pro Xenopus Oozyte eingestellt und zusétzlich mit
weiteren 10ul 2x Solubilisierungspuffer fiir SDS-Gelelektrophoresen pro Oozyte versehen.
Nach einer zehnminiitigen Inkubation bei 55°C unter den reduzierenden Bedingungen des
Solubilisierungspuffers waren die Proben bereit zum Auftragen auf ein SDS-

Polyacrylamidgel.

2.2.3.2 Experimente zur Interaktion von Proteinen

2.2.3.2.1 Immunprazipitation

Fiir die Immunprézipitationen wurden ausschlieBlich mit 0,1% TritonX-100 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) in PBS gelostes Protein, aus zusitzlich mit milden Ultraschall aufge-
brochenen Zellen verwendet. 250ug Protein wurde in 250ul PBS aufgenommen und iiber

Nacht iiber Kopf schiittelnd bei 4°C mit 50ul G-Sepharose (Perbio Science) und 7ul
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Antikorper [~100ng/ul] zusammen inkubiert. Die G-Sepharose wurde zuvor dreimal mit
500ul PBS gewaschen und jeweils bei 7.500Upm abzentrifugiert. Nach erfolgter Inkubation
wurde der Immunprizipitationsansatz bei 4°C mit 7.500Upm abzentrifugiert. Der Uberstand
nach der Prazipitation wurde aufbewahrt und bei -20°C eingefroren. Das verbleibende Pellet
hingegen wurde insgesamt fiinfmal mit Proteaseinhibitor (Complete; Roche, Mannheim,
Deutschland) enthaltendem PBS gewaschen, um nicht gebundene Proteine zu entfernen.
Jeweils 500ul an PBS wurden dabei pro Waschschritt zu der G-Sepharose hinzugefiigt. Die
G-Sepharose und der Waschpuffer wurden bei jedem Waschschritt fiir jeweils Smin iiber
Kopf schiittelnd bei 4°C vereinigt, bevor erneut bei 7.500Upm zentrifugiert wurde. Nach dem
fiinften Waschschritt wurde der Uberstand sehr genau abgenommen und das verbleibende
Pellet in 50ul 2x Auftragspuffer fiir SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgenommen und
fir 10min bei 55°C denaturiert. AnschlieBend konnte das prézipitierte Protein fiir

Untersuchungen durch SDS-Gelelektrophoresen verwendet werden.

2.2.3.2.2 Koimmunprézipitation

Fir die Koimmunprézipitationsexperimente wurden 10cm Kulturschalen mit COS-7 Zellen
verwendet. Jeweils 2ug Plasmid DNA von KCNQ2 mit N-terminal gelegener Flag
Erkennungssequenz wurden mit 0,5ug der zu untersuchenden Plasmid-DNA von KCNQI,
KCNQ3 und den Chiméren von KCNQ1 und KCNQ3, unter Verwendung von FuGENE 6
(Roche, Deutschland) gemeinsam transfiziert. KCNQI, KCNQ3 und die Chimidren von
KCNQI1 und KCNQ3 hatten zusitzlich die neun Aminosduren lange und vom Hdmagglutin
Protein HA1 des humanen Influenza Virus stammende Erkennungssequenz YPYDVPDYA an
den C-Terminus angefiigt (Wilson et al., 1984).

Nach einem zweitdgigen Wachstum bei 37°C konnten die transient transfizierten COS-7
Zellen geerntet werden. Der Aufbruch der Zellen geschah durch milde Ultraschallbehandlung.
Zellkerne und Zelltriimmer wurden durch eine zehnminiitige Zentrifugation in einer Kiihl-
zentrifuge bei 1.000g (Hereaus, Deutschland) entfernt. Der Uberstand wurde in einer Ultra-
zentrifuge (Beckman, Deutschland) bei 100.000g fiir 30min bei 4°C zentrifugiert. Das
gewonnene Pellet wurde in einem Lysispuffer [120mM NaCl, ImM EGTA, 5SmM DTT, 50
mM Tris/HCI pH 8.0, 0,5% NP-40, 10% Glycerin und Complete] durch wiederholtes mildes
Ultraschallen resuspendiert, der Uberstand hingegen wurde verworfen. 250ug gelostes Protein

wurden mit 7,5ul des gegen die Himagglutinsequenz gerichteten monoklonalen Antikorpers
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3F10 (Roche, Deutschland) iiber Nacht und iiber Kopf drehend bei 4°C inkubiert. Fiir die
Prazipitation wurden 50ul Protein G-Sepharose durch zweimaliges fiinfminiitiges Waschen
in Lysispuffer vorbereitet, und anschlieBend dem Ansatz aus 3F10 Antikorper und Protein-
losung hinzugefiigt. Nach einer halbstiindigen Inkubation wurde der Ansatz fiir 2min bei
7.500Upm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die sedimentierte Protein G-
Sepharose wurde in 500ul Lysispuffer aufgenommen und fiir Smin bei 4°C iiber Kopf
schiittelnd gewaschen. Nach vier weiteren Waschschritten in Lysispuffer wurde die G-
Sepharose in 50ul 2x Auftragspuffer fiir SDS-Gelelektrophoresen aufgenommen und fiir
10min auf 55°C erwidrmt. 20ul des Prizipitates wurden auf ein achtprozentiges SDS-
Polyacrylamidgel aufgetragen und durch eine Gelelektrophorese der Grofle nach aufgetrennt.
AnschlieBend erfolgte eine Charakterisierung des separierten Prézipitates durch Western Blot
Analyse. Fiir die Detektion der Interaktion wurde der Blot mit dem monoklonalen M2
Antikorper (Sigma-Aldrich, Deutschland) gegen die Flag Erkennungssequenz von KCNQ2
untersucht. Der monoklonale M2 Antikorper wurde dabei in einer Verdiinnung von 1:500, der
sekundidre Schaf Anti-Maus  Antikorper (Jackson Immuno Research) wurde 1:5000

eingesetzt.

2.2.3.2.3 Reinigung von Zelleinschlusskorpern aus E.coli

Die Transformation mit dem PET30 Vektor der fiir die Produktion von rekombinantem
Protein verwendeten E.coli K12 Stimme BLR(DE3) und BL21(DE3)pLysS erfolgte durch
Elektroporation. Die Kultivierung geschah unter Verwendung des Antibiotikums Kanamycin.
Zuerst wurden mit Antibiotikum versehene 10cm Agarplatten (Sarstedt, Deutschland) fiir die
Kultivierung von Vorkulturen verwendet. Eine Kolonie diente zum Anziehen einer 50ml
Vorkultur. AnschlieBend wurden 1 Liter Erlenmeyerkolben mit 250ml LB-Medium und dem
dazugehorigen Antibiotikum Kanamycin mit den entsprechenden Vorkulturen der beiden
Expressionsstimme fiir die Expression des rekombinanten Proteins angeimpft. Bei Erreichen
der exponentiellen Wachstumsphase mit einer optischen Dichte von 0,3 bis 0,5 wurde durch
die gezielte Zugabe von 1M IPTG die Expression des zu amplifizierenden Proteins induziert.
Die Messung der optischen Dichte erfolgte bei einer Wellenldnge von 600nm. Die Kultur
wurde iiber Nacht bei 23°C herangezogen und am néchsten Tag geerntet. Dazu wurde die
Bakterienkultur in Plastikzentrifugenbecher iiberfiihrt und bei 14.000Upm fiir 30min in einer

J2-HS Zentrifuge der Firma Beckman unter Verwendung des JA-14 Rotors zentrifugiert. Die
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Zellen wurden in 50ml Lysispuffer aufgenommen, mit Hilfe eines Ultraschallstabs auf-
gebrochen (KONTES - micro ultrasonic disrupter, USA) und anschlieBend auf Eis gelagert.
Die aufgebrochenen und in Lysispuffer befindlichen E.coli Zellen wurden weiter mit RNAse
[10ug/ml] und DNAsel [Sug/ml] versetzt und auf Eis stehend fiir weitere 60min inkubiert.
Die Probe wurde mit 7.500Upm fiir 10min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde in 50ml Waschpuffer durch mehrmaliges Auf- und Abziehen resuspendiert, kurz
mit dem Ultraschallstab behandelt und abermals fiir 10min bei 7.500Upm zentrifugiert.
Insgesamt vier Waschschritte wurden durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschschritt wurde das

gewonnene Pellet bei -20°C bis zur spiteren Verwendung eingefroren.

2.2.3.2.4 Vernetzung von Proteinen

Das Quervernetzen von Proteinen ist eine Methode zur Untersuchung von Protein-
interaktionen. Dabei wird mit Hilfe einer homobifunktionalen Quervernetzungssubstanz
(Cross-Linker) eine Verbindung zwischen zwei zu untersuchenden Proteinen hergestellt.
Aufgrund der geringen Grofle der Cross-Linker wird der Abstand zwischen beiden Proteinen
auf ein Minimum von 11A bis 12A reduziert, so dass eine Interaktion dhnlich der nativen
Wechselwirkung beider Proteine zustande kommt.

Fir die Quervernetzung wurde der homobifunktionale und hydrophile, nicht durch
Reduktionsmittel spaltbare, spezifisch an frei zugingliche Aminogruppen bindende Cross-
Linker Disuccinimidylsuberate, kurz DSS (Pierce, Deutschland) verwendet, der in einer
Konzentration von 2,5mM in DMSO angesetzt wurde. Fiir einen Quervernetzungsansatz
wurden zunidchst 20mg Protein aus aufbereiteten Zelleinschlusskorpern vom E.coli Stamm
BLR oder BL21-pLysS in 350ul PBScompiee durch kurzzeitige Ultraschalleinwirkung gelost
und anschlieffend fiir 60min auf 60°C erwiarmt. Durch eine darauffolgende zweiminiitige
Zentrifugation bei 1.000g wurden die unldslichen Bestandteile von dem in PBScomplete
gelosten rekombinanten Protein getrennt. 27ul des Proteins wurden mit 3ul DSS [2,5mM]
vereint, um die Quervernetzung zu starten. Der Grad der Vernetzung wurde durch die
Einwirkdauer des DSS und nicht iiber dessen Konzentration bestimmt. Es wurde eine
willkiirliche Zeitreihe von 1min, 2min, 5min, 15min, 30min, 45min und 60min fiir die Dauer
der Wirkung des DSS gewihlt. Als Stopplosung wurde 3,3ul 1M Lysin-Monohydrochlorid
verwendet, da wie sich anhand von Kontrollen herausstellte, 1M 1M Tris/HCI als ungeeignet
erwies. Alternativ konnte auch 1M Glycin als Stopplosung verwendet werden, was aber

aufgrund der Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht geschah. Nach einer fiinfzehnminiitigen
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Einwirkdauer der Stopplosung wurden die Proben mit 11,3ul 4x Solubilisierungspuffer
vermischt und fiir 10min auf 55°C erwérmt. Als Kontrolle diente zum einen rekombinantes
Protein ohne DSS Cross-Linker, sowie ein Ansatz bei dem zuerst die Stopplosung Lysin-
Monohydrochlorid und erst darauf der Cross-Linker DSS hinzugefiigt wurden. Die weitere
Auswertung geschah durch eine SDS-Gelelektrophorese mit anschlieBendem Western Blot,

wobei pro Ansatz 20ul der vorbereiteten Probe verwendet wurden.

2.2.3.3 Experimente zur Modifikation von Proteinen

2.2.3.3.1 In vitro Phosphorylierung

EBNA (293T) Zellen (10er Schale) wurden mit jeweils 2,5ug Plasmid-DNA transfiziert. Die
DNA Konzentrationsbestimmung erfolgte dabei unmittelbar vor der Transfektion. Nach 36
Stunden wurden die Zellen in 1ml PBSomplere geerntet, bei 3.500Upm (10min, 4°C; Heraeus
Tischzentrifuge) angereichert und anschlieBend durch milde Ultraschallbehandlung (2x 1S5s,
Stufe “40) mit einem Ultraschallstab (KONTES - micro ultrasonic disrupter, USA)
aufgebrochen. Die Zelltrimmer und unloslichen Bestandteile wurden durch eine abermalige
zehnminiitige Zentrifugation, diesmal bei 12.000Upm (4°C; Heraeus Tischzentrifuge)
entfernt, und die Proteinkonzentration nach Bradford bestimmt.

2mg des in PBS befindlichen Proteins wurden mit Sul 20%igem SDS (Endkonzentration 1%)
und 1ul p-Mercaptoethanol bei einem Gesamtvolumen von 100ul fiir 10min bei 60°C
reduziert und vollstindig entfaltet. AnschlieBend wurden 15ul des reduzierten Proteins
(~250ug) mit 3ul CIAP (1U/ul; Fermentas) vermengt und mit PBScomplere auf ein Reaktions-
volumen von 100ul aufgefiillt. Eine Kontrolle enthielt jeweils keine alkalische Phosphatase,
stattdessen nur reduziertes Protein in PBS.

Die 100ul Reaktionsvolumen der zuvor dephosphorylierten Proteinlosung wurden mit
weiteren 150ul PBScomplere aufgestockt und mit 7ul des monoklonalen Hémagglutin Anti-
korpers 3F10 (Konzentration: 100ug IgG/ml) von Roche iiber Nacht bei 4°C iiber Kopf
schiittelnd inkubiert. Die Priazipitation erfolgte mit 60ul G-Sepharose (Perbio) iiber Kopf
schiittelnd im Kiihlraum bei 4°C. Nach einer Stunde wurde der Uberstand abgenommen und
bei —20°C aufbewahrt, und die Proben dreimal mit 1x Kinasepuffer [SmM MgCl,, 10mM
EGTA, 50mM Tris, 50mM Pipes pH 6.8] mit Proteaseinhibitorcocktail I+II (Sigma-Aldrich)

gewaschen. Nach dem dritten Waschschritt wurde der 1x Kinasepuffer vollstindig entfernt
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und der G-Sepharose 40ul 1,5x Kinasepuffer hinzugefiigt. Die Riickphosphorylierung erfolgte
durch Zugabe von 10ul y-ATP-Gemisch (75mM ATP + 200uCi y-ATP und 10ul Protein
Kinase A (insgesamt 5U PKA; Sigma-Aldrich). Nach einer halbstiindigen in vitro
Phosphorylierung bei Raumtemperatur wurde die Riickphosphorylierung durch Zugabe von
4x Auftragspuffer beendet. Die Proben wurden 10min bei 55°C reduziert und anschliefend
iiber SDS-Gelelektrophorese weiter analysiert. Darauf folgte die Ubertragung der nach GroBe
separierten Proteine auf eine PVDF-Membran (Western Blot). Die Membran wurde Ponceau
S gefidrbt. AnschlieBend wurde in Hohe der unterschiedlichen Proteinmarkerbanden ein
Tropfen der prézipitierten radioaktiven Probe auf die Membran getupft, um die Markerbanden
bei der Auswertung der radioaktiven Proben unterscheiden zu konnen. Fiir die Detektion
wurde eine Imaging Plate (IP, Fuji Photo Film Co., Japan) iiber Nacht auf die radioaktiv
markierte Membran aufgelegt. Die Auswertung der Imaging Plate geschah mittels
Autoradiographie in einem Phospho-Imager (FLA 5000 Fuji) unter Verwendung spezieller
Software (Aida, Imaging Software, Raytest).

2.2.3.3.2 In vitro Deglykosylierung

Nach erfolgter Membranpréparation von transient transfizierten COS-7 Zellen wurde in einem
ersten Ansatz 800ug des Gesamtproteins in 50mM Phosphatpuffer pH 7,5 mit 10ul 10% SDS
und 1pl f-Mercaptoethanol auf ein Reaktionsvolumen von 100ul eingestellt und fiir 10min
bei 55°C denaturiert. 10ul dieses ersten Ansatzes wurden dann mit einem 1% NP-40
enthaltenen 50mM Phosphatpuffer pH 7,5 und 2ul (1Unit/ul) N-Glykosidase F Losung der
Firma Roche (Mannheim, Deutschland) auf ein Reaktionsvolumen von ebenfalls 100ul
aufgefiillt und iiber Nacht (~18h) bei 37°C in einem schiittelbaren Heizblock der Firma
Eppendorf (Hamburg, Deutschland) inkubiert. 20ul des zweiten Ansatzes wurden mit 6,6ul
4x Auftragspuffer versetzt und fiir 10min auf 55°C erwirmt. Anschlieend konnte die Probe
auf ein achtprozentiges SDS-Gel aufgetragen, werden und daraufhin mit Hilfe der Western

Blot Analyse ausgewertet werden.

52



METHODEN

2.2.3.4 Analytische Verfahren zur Charakterisierung von Proteinen

2.2.3.4.1 Proteinbestimmung

Die Bestimmung an Gesamtprotein erfolgte nach Bradford, 1976 und unter Verwendung einer
Farbelosung der Firma Biorad (Miinchen, Deutschland). 10ul der zu bestimmenden Protein-
16sung wurden in eine 96-Loch-Titerplatte gegeben, mit 200ul der Bradford-Losung vermengt
und fiir 15min leicht schiittelnd inkubiert. Dabei wurden fiir jede Probe zwei Verdiinnungen x

und % in Doppelansitzen gemessen, um die Aussagekraft zu erhthen. Die Auswertung der

Proteinkonzentration erfolgte in einem Mikrotiterplattenlesegerit der Firma Tecan
(Crailsheim, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 595nm. Als Proteinstandard diente in
demselben Puffer wie das zu bestimmende Protein geldstes Rinderserumalbumin (BSA)
Fraktion V (Merck, Deutschland) in den Konzentrationen 0,0625 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,250
mg/ml, 0,5 mg/ml und 2 mg/ml.

Die Proteinkonzentration Detergenz enthaltender Proteinlosungen wurde unter Verwendung
des BCA Protein Assay Reagent Kits (Biorad, Deutschland) bestimmt. Die Auswertung
erfolgte ebenfalls unter Verwendung von 96-Loch-Titerplatten und mit Hilfe des Tecan

Mikrotiterplattenlesegerits bei einer Wellenldnge von 650nm.

2.2.3.4.2 Polyacryclamidgelelektrophorese

Die Charakterisierung der gereinigten Proteine erfolgte durch eine SDS-Gelelektrophorese
aufgrund der molekularbiologischen GroBenunterschiede und dem unterschiedlichen
Laufverhalten (Laemmli, 1970). Der Gellauf erfolgte in Mini-Protean Kammern der Firma
Biorad (Miinchen, Deutschland). Die Proteinlosungen wurden mit 4x Auftragspuffer versetzt
und fiir 10min bei 55°C erwidrmt, um die Membranproteine zu entfalten.

Hohere Denaturierungstemperaturen erwiesen sich als eher ungiinstig, da die zu unter-
suchenden Membranproteine anscheinend zu unldslichen Aggregaten verschmolzen und nicht
mehr aufgetrennt werden konnten. Eine geeignete Menge von Protein (15-50ug) wurde mit
Hilfe des Glycerin enthaltenden, mit Bromphenolblau eingefiarbten Auftragspuffers in die
Taschen des Sammelgels gefiillt. Ein Gel mit zehn Taschen konnte bis zu einem Proben-
volumen von maximal 35ul, ein Gel mit fiinfzehn Taschen hingegen mit maximal 25ul

beladen werden. In einem ersten Schritt wurden die Proteine zuerst fiir 15min bei 100V im
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Sammelgel fokussiert. Sobald die Proteine in das Trenngel eingelaufen waren und die
Markerbanden begannen sich nach ihrer Molmasse aufzutrennen, wurde die angelegte
Spannung auf 160V erhoht. Mit dem Auslaufen der Lauffront aus dem Trenngel in den SDS-
Laufpuffer wurde der Gellauf in der Regel gestoppt und das Gel konnte nun entweder
Coomassie gefiarbt, oder mittels Semi-Dry bzw. Tank-Blot auf eine PVDF (Polyvinyl-
idenfluorid) Membran iibertragen und durch geeignete Immunologische Verfahren (Western

Blot) weiter charakterisiert werden.

2.2.3.4.3 Konservierung von Polyacrylamidgelen

Coomassie gefiarbte SDS-Polyacrylamidgele wurden zur dauerhaften Dokumentation unter
Verwendung spezieller Cellophanfolien (Biorad, USA) in Selbiger eingeschlagen und fiir 2
bis 4 Stunden bei Raumtemperatur oder fiir eineinhalb Stunden in einem Heizofen (Biorad,
Deutschland) getrocknet. Die SDS-Gele wurden davor iiber Nacht bei 4°C in Wasser gespiilt,
um eventuelle Reste an Methanol zu entfernen. AnschlieBend wurde eine Schicht
Cellophanfolie auf einen Rahmen gespannt und auf diese das zu trockende SDS-Gel
tiberfiihrt. Unter Verwendung von HyOwminig wurde die zweite Schicht an Cellophanfolie frei
von Luftblasen auf das SDS-Gel gelegt und anschlieBend zusammen mit der ersten Schicht

Cellophanfolie in den Rahmen gespannt und zum Trocknen aufgehingt.

2.2.3.4.4 Western Blot Analyse

Fiir weiterfiihrende immunologische Untersuchungen wurden die mit Hilfe der Gel-
Elektrophorese im SDS-Gel separierten Proteine als néchstes auf eine Polyvinylidenfluorid
(PVDF) Membran der Firma Roth (Karlsruhe, Deutschland) iibertragen. Dies geschah mittels
der Semidry oder durch die Tank Blot-Methode.

Fiir die Semidry Blots wurden zunichst drei 9cm x 6¢cm groB3e Stiicke aus Spezialpapier der
Firma Whatman (Maidstone, GrofBbritannien) zurechtgeschnitten und in Transferpuffer
getaucht, bis diese vollgesogen waren. Anschlieend wurde ein ebenfalls 9cm x 6cm groBes
Stiick PVDF Membran frei von Luftblasen auf die feuchten Whatman Papierstiicke gelegt.
Wichtig war dabei, dass die PVDF Membran davor zuerst in Methanol &dquilibriert werden
musste, um flexibel und aufnahmebereit zu werden. AnschlieBend wurde die Membran fiir

5min in HyOwminiq gewaschen und zuletzt fiir weitere 10min in Transferpuffer tiberfiihrt, bevor
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die Ubertragung auf das Whatman-Papier stattfinden konnte. Das SDS-Polyacrylamidgel
wurde, ebenfalls luftblasenfrei, direkt auf die dquilibrierte Membran gelegt. Den Abschluss
bildete eine weitere Lage aus drei 9cm x 6¢cm groBen Stiicken aus Spezialpapier. Die Uber-
tragung der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte nach der Semidry Methode in
einer Blot-Apparatur der Firma Biorad (Miinchen, Deutschland) fiir 110min bei einer
Spannung von konstant 24V. Bei der Semidry-Methode sind lediglich die Lagen aus Spezial-
papier mit Fliissigkeit getriankt im Gegensatz zur Nass Blot oder auch Tank Blot Verfahren
genannten Methode zur Ubertragung von Proteinen.

Bei dem sogenannten Tank Blot erfolgt die Ubertragung der Proteine vom SDS-Gel auf die
PVDF Membran mit Hilfe einer ginzlich mit Pufferlosung gefiillten Apparatur (Biorad,
Deutschland) und durch das Anlegen einer konstanten Spannung von 20V iiber Nacht (~18 h).
Die Schichtung und die Groe des verwendeten Spezialpapiers, sowie die Vorbereitung der
PVDF Membran und des SDS-Gels entsprach dabei dem bereits zuvor beschriebenen Aufbau.
Lediglich die verwendeten Transferpuffer fiir die beiden Ubertragungsverfahren
unterschieden sich in ihrer Zusammensetzung. Da es beim Tank Blot Verfahren aufgrund des
konstanten Stroms zu einer starken Erwirmung der Pufferlosung kam, wurde die Ubertragung
daher insgesamt im Kiihlraum bei einer Temperatur von 4°C durchgefiihrt. Kurz vor Ende des
Ubertragungsvorgangs wurde der Strom zusitzlich fiir 30min auf einen Strom von 70V
erhoht, um eine vollstindige Ubertragung der Proteine auf die PVDF Membran zu
gewihrleisten.

Fiir die weitere immunologische Auswertung der PVDF Membranen wurden diese zunéchst
fiir 15min mit einer 5%igen Milchpulverlosung (Roth, Deutschland) mit TBS-Tween (0,1%)
blockiert. Fiir die Reaktion des ersten Antikorpers mit den Proteinen der Membran wurde
dieser ebenfalls in der 5%igen Milchpulverldsung in einem Verhéltnis von 1:200 bis 1:1000,
je nach verwendetem AntikOrper angesetzt. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation der
Membran mit dem jeweils benutzten Antikorper fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur. Darauf-
hin wurde die Membran dreimal fiir 5 min mit TBS-Tween (0,1%) gewaschen und
anschliefend mit dem zweiten Antikorper in einem Verhiltnis von 1:5000 bis 1:10000
abermals fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Ein Uberschuss an sekundirem Anti-
korper wurde durch dreimaliges, fiinfminiitiges Waschen mit TBS-Tween (0,1%) entfernt.
Die Auswertung erfolgte durch die Reaktion der an den sekundidren Antikorper gekoppelten
Meerrettichperoxidase mit einer Chemilumineszenzlosung der Firma Amersham (Freiburg,
Deutschland). Gut funktionierende Antikorper benétigten lediglich die Chemilumineszenz-

l6sung ECL plus (Amersham, Deutschland), schwache Signale wurden unter Verwendung der
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Advance Chemilumineszenzlosung der Firma Amersham verstarkt. Die Exposition erfolgte
anhand der Chemilumineszenz registrierenden Gerite LAS-1000 oder LAS-3000 (Fuji-Film,
Japan).

2.2.3.4.5 Wiederverwendung von PVYDF Membranen

Nach erfolgter Western Blot-Analyse wurde dieselbe Membran oftmals mit einem zweiten
Paar Antikorper untersucht. Um eventuelle Kreuzreaktionen mit den zuerst verwendeten
Antikorpern zu vermeiden, wurden die urspriinglich an die auf den Proteinen der PVDF
Membran gebundenen Antikorper entfernt. Dazu wurde die Membran als erstes durch ein-
maliges Waschen in TBST (0,1%) von iiberschiissiger Chemilumineszenzldsung befreit.
Danach wurde die Membran noch einmal fiir 2min mit HyOwminiq gespiilt und anschlieBend mit
J3-Mercaptoethanol enthaltendem sogenannten ,,Stripping* Puffer versehen und die Membran
samt der Pufferlosung fiir 30min auf eine Temperatur von 70°C erwidrmt. In regelméBigen
Abstinden wurde dabei die Membran geschwenkt, um das Loslosen der Antikorper zu
verstdrken. AnschlieBend wurde der ,,Stripping* Puffer verworfen und die Membran zuerst
mehrmals mit HyOwiiig, und dann einmal mit TBST (0,1%) gespiilt. Zur Kontrolle wurde die
Membran jetzt nochmals mit Chemilumineszenzlosung (Amersham, Schweden) behandelt
und in das LAS-1000 bzw. LAS-3000 Gerit zur Auswertung der Chemilumineszenz gegeben.
War kein erneutes Signal fiir die zuerst verwendeten Antikorper ersichtlich, so konnte die
Membran jetzt nach einem kurzen Waschen mit TBST (0,1%) fiir eine erneute Western Blot-
Analyse vorbereitet werden. Wenn aber noch Signal des ersten Antikorpers zu erkennen
waren, so musste die Membran erneut mit ,,Stripping* Puffer behandelt werden, wobei eine
zu lange Einwirkzeit vermieden werden sollte, da auch die Proteine auf der Membran bei

einer zu langen Einwirkdauer abgewaschen werden konnen.

2.2.3.4.6 Quantifizierung der Oberflichenexpression von Proteinen

Die Quantifizierung der Oberfldchenexpression der zu untersuchenden Proteine in Xenopus
laevis Oozyten erfolgte anhand von Hdmagglutin (HA) Epitop markierten Konstrukten. Als
Negativkontrolle dienten Oozyten denen Konstrukte ohne HA-Epitop injiziert worden waren.
Die Oozyten wurden dhnlich wie bei der Western Blot Methode als erstes fiir 30min in einer

Blockierlosung aus ND96 mit 1%BSA bei 4°C inkubiert, anschlieBend erfolgte die Zugabe
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des 1:200 verdiinnten anti-HA Antikorpers 3F10 (Roche, Deutschland) fiir eine weitere
Stunde. Weiterhin wurden die Oozyten dreimal fiir 10min bei 4°C mit ND96 gewaschen. Als
nichstes erfolgte eine einstindige Inkubation mit einem sekunddren mit
Meerrettichperoxidase gekoppelten Ziege anti Ratte Antikorper (Jackson ImmunoResearch,
USA) mit einer Verdiinnung von 1:500 in ND96 mit 1%BSA bei ebenfalls 4°C. Danach
wurden die Oozyten insgesamt viermal mit ND96 gewaschen und in 50ul SuperSignal ELISA
Femto Maximum Sensitivity Substrate Losung (Pierce, Rockford, IL) aufgenommen. Die
Auswertung der relativen Lichteinheiten erfolgte in einem Luminometer des Typs TD-20/20

(TURNER, Sunnyvale, USA).

2.2.3.5 Nachweis von Proteinen

2.2.3.5.1 Coomassie-Fiarbung von Polyacrylamidgelen

Das Firben von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie-Fiarbelosung dient der Kenntlich-
machung von Proteinen, die nach dem vollendeten Gellauf in der Matrix des Gels ent-
sprechend ihrer GroBe aufgetrennt vorliegen.

Nach erfolgter SDS-Gelelektrophorese wurden die SDS-Polyacrylamidgele direkt in ver-
schliefbare Plastikboxen tiberfithrt und kurz mit HyOwminig gespiilt. AnschlieBend wurde das
Gel mit der Firbelosung ginzlich bedeckt und fiir zwei Stunden oder auch iiber Nacht bei
Raumtemperatur leicht schiittelnd inkubiert. Nach der erfolgten Farbung des Gels wurde iiber-
schiissige Fiarbelosung durch mehrmaliges Waschen mit HyOwinig entfernt. Anschliefend er-
folgte die Entfirbung des Gels unter Verwendung des Entféarbers fiir ungefihr ein bis zwei
Stunden. Dabei war zu beachten, dass ein zu lange andauerndes Entfirben ebenfalls mit der
Entfarbung der im Gel enthaltenen Proteine einhergeht. Als ein Mal fiir die Unterscheidung

der angefirbten Proteine diente ein ebenfalls ungefirbter Grofenstandard der Firma Biorad.

2.2.3.5.2 Ponceau-Firbung von PVDF Membranen

Als Beweis fiir die erfolgreich durchgefiihrte Ubertragung von Proteinen aus dem SDS-Poly-
acrylamidgel, dem sogenannten Western Blot, und dessen gleichmifige Beladung mit
Proteinen wurden die Polyvinylidenfluorid Membranen (PVDF-Membranen) mit Hilfe einer
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Ponceau S-Losung (Roth, Deutschland) rot angefirbt. Zusitzlich zu dem Farben werden die
Proteine dabei angeblich stirker an der Membran fixiert. Nach dem ,,Blotten* der Membranen
wurden diese zuerst in verschlieBbare Plastikboxen itiberfiihrt und mehrmals mit H;Owminig
gewaschen, um eventuelle Reste an Puffer zu entfernen. Danach wurde die Membran voll-
standig mit der Ponceau S-Losung bedeckt und fiir zehn Minuten auf einem Schiittler
inkubiert. AnschlieBend wurde die verwendete Firbelosung entfernt und konnte lichtgeschiitzt
fiir weitere Fiarbungen aufbewahrt werden. Die gefirbte Membran wurde erneut mehrmals mit
H,Owminig gewaschen, bis nur noch die mit Protein behafteten Bereiche angefidrbt waren. Zur
Dokumentation kann die Ponceau S gefirbte Membran auch zwischen zwei Overheadfolien
fixiert, mit Hilfe von Digitalkameras oder auch Kopierern protokolliert werden, ohne dass die
Membran austrocknet. Eine anschlieBende Behandlung mit Antikorpern ist dann ebenfalls

noch moglich.

2.2.4 Immunologische Methoden

2.2.4.1 Gewinnung von Antikorpern

2.2.4.1.1 Reinigung von Seren

Fiir die Produktion von polyklonalen Antikdrpern wurden als erstes zwei Peptide fiir die o-
Untereinheit von KCNQ?2, der Einfachheit halber als 391.1 und 392.1 bezeichnet, und zwei
Peptide fiir die a-Untereinheit von KCNQ3, 393.1 und 394.1 synthetisiert (Davids, Regens-
burg, Deutschland). Diese wurden vier unterschiedlichen Kaninchen, mit den Nummern 5297
und 5298 fiir KCNQ2 Antiseren und 5299 sowie 5300 fiir KCNQ3 Antiseren injiziert, damit
diese polyklonale Antikorper gegen die jeweiligen Peptide bilden. Weiterhin wurden diesen
Kaninchen Seren zu verschiedenen Zeitpunkten abgenommen, um die Produktion der Anti-
korper zu kontrollieren. Eine Probe vor der Injektion der Peptide diente als Negativkontrolle
und nach der Injektion drei weitere Proben als Positivkontrolle, die auch als 1., 2. und 3.
Blutung bezeichnet wurden. Die mehrere Wochen nach der Injektion der Peptide entnommene
3. Blutung diente zur Herstellung der polyklonalen Seren. Die Affinititsreinigung der Seren
erfolgte unter Verwendung des Sulfo Link Coupling Gel der Firma Pierce Biotechnology (zu

Perbio dazugehorig, Rockford, USA) und nach deren Protokoll.
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Vier Sdulen wurden mit 800ul des Sulfo Link Coupling Gels befiillt und anschlieBend mit
6ml Bindepuffer [SOmM Tris-HCI, SmM EDTA pH 8,5] &dquilibriert. Img der jeweiligen
Peptide wurde in 250ul Bindepuffer geldst iiber die Sdule gegeben und fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden die Sdulen mit 3ml Bindepuffer gewaschen.
Zur Blockade von unspezifischen Bindungen wurde 1ml Blockierlosung [SOmM 2-Cystein-
HCI in Bindepuffer gelost] auf die Sédulen aufgetragen. Die Sdulen wurden jeweils erst mit
6ml 1M NaCl, darauf zweimal mit jeweils 2ml PBS mit 0,05% Natriumazid gewaschen und
iber Nacht verschlossen bei 4°C gelagert. Am néichsten Tag wurden die Sdulen mit 10ml des
Natriumazid enthaltenden PBS gewaschen. Die Aufreinigung der Seren erfolgte durch Zugabe
eines 1:1 Gemisches bestehend aus den jeweiligen Seren mit demselben Volumen an
Natriumazit enthaltendem PBS. Es wurden insgesamt 2ml dieser Mischung verwendet. Die
Sédulen mit dem dazugehorigen Serum wurden drei Stunden iiber Kopf schiittelnd inkubiert.
Daraufhin wurden die Sdulen zuerst mit 20ml 1x PBS und dann einmal mit 10x verdiinntem
PBS gewaschen. Die Elution erfolgte durch Zugabe von zehn Einheiten an 200ul Glycin-
Puffer [100mM Glycin pH 2,5 bis 3,0]. Eine Auswertung der Fraktionen iiber die Effektivitit
der gereinigten polyklonalen Antikorper erfolgte anhand von transient mit KCNQ2 oder
KCNQ3 transfizierten COS-7 Zellen.

2.2.5 Zellbiologische Methoden

2.2.5.1 Verwendung von eukaryotischen Zellkulturen

2.2.5.1.1 Kultivierung von Zellkulturen

Die Kultivierung eukaryotischer Zelllinien, wie die COS-7 Zellen der afrikanischen Griinen
Meerkatze Cercopithecus aethops, oder die humanen embryonalen Nierenzellen HEK-293
erfolgte bei einer Temperatur von 37°C und bei gleichzeitiger Begasung mit 5% Kohlen-
dioxid in einem Brutschrank (Hettich, Deutschland) in Petrischalen (Sarstedt, Deutschland)

unterschiedlicher Grofle.

2.2.5.1.2 Passagieren von Zellkulturen

Als Garantie fiir ein konfluentes Wachstum eukaryotischer Zelllinien wurden diese in regel-

miBigen Abstinden passagiert und gleichméBig auf neue 10cm Petrischalen (Sarstedt, USA)
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verteilt. Zuerst wurde das alte DMEM High Glucose Kulturmedium (PAA Laboratories,
Colbe, Deutschland) entfernt und die meist adhérent vorliegenden Zellen einmal mit Sml PBS
gewaschen. AnschlieBend wurde das PBS entfernt und die Zellen mit Iml eines
Trypsin/EDTA Gemisches (GIBCO BRL, Deutschland) fiir etwa S5min bei Raumtemperatur
behandelt, bis sich die Zellen durch leichtes Klopfen vom Boden der Petrischale l16sten. Die
abgelosten Zellen wurden nun durch Zugabe einer geeigneten Menge an frischem DMEM
verdiinnt und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren zu einzelnen, frei beweglichen
Zellen separiert und zusammen mit frischem DMEM in neue Petrischalen iiberfiihrt. Das
frische DMEM High Glucose Kulturmedium wurde zuvor durch Zugabe von 10% f6talem
Kilberserum (PAA, Colbe, Deutschland) und 5ml einer Penicillin/Streptomycin Losung
[100ug/ml] angereichert. Die 10cm Petrischalen wurden mit maximal 10ml DMEM
Kulturmedium befiillt. Das Wachstum erfolgte wie fiir eukaryotische Zellen iiblich, bei 37°C
bei gleichzeitiger Begasung mit 5% CO, in einem geeigneten Brutschrank (Heraeus,

Deutschland).

2.2.5.1.3 Transiente Transfektion von Zellkulturen

Die Transfektion bezeichnet die Aufnahme von DNA durch eukaryotische Zellen. Die
Aufnahme der DNA wurde dabei durch die Verwendung von Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen, Germany) und FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche Diagnostics,
Deutschland) gesteigert.
Die verwendeten Zelllinien wurden in 10cm Kulturschalen (Sarstedt, Deutschland) iiberfiihrt.
Nach dem Passagieren wurden sie iiber Nacht in einem Brutschrank (Heraeus, Deutschland)
bei 37°C mit 5% CO, kultiviert, um sicher zu stellen, dass die Zellen konfluent auf dem
Plattenboden verteilt vorlagen. Am nichsten Tag wurde das verwendete Medium entfernt und
die Zellen mit 5Sml 1x PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen mit neuem Medium
versorgt.
Fiir den eigentlichen Transfektionsansatz wurden 300ul serumfreies Medium in einem 1,5ml
Reaktionsgefdl (Eppendorf, Deutschland) mit 2,5ug Plasmid-DNA vermengt und
anschlieBend mit 7,5ul der Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 oder FuGENE 6
versehen. Der gesamte Ansatz wurde von Hand geschiittelt und daraufhin abzentrifugiert.
Nach einer halbstiindigen Inkubation wurde der Transfektionsansatz gleichmiBig auf die
Kulturschalen verteilt. Diese wurden wiederum fiir zwei bis drei Tage bei 37°C mit 5% CO,
kultiviert.
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2.2.5.1.4 Kontrolle auf Mykoplasmen

In regelmiBigen Abstinden wurden die in Kultur befindlichen eukaryotischen Zelllinien
durch lichtmikroskopische Untersuchungen auf Verunreinigungen durch beispielsweise Hefen
untersucht. Ein Befall von Mykoplasmen kann nur durch zusitzliche Fiarbemethoden, wie
Farbungen mit DAPI erfolgen. Eine schnelle und iiberaus genaue Alternative fiir die
Erkennung von Infektionen mit Mykoplasmen bietet die ,,Nested* PCR. Dabei wurde anhand
spezifischer Primer bei einer erfolgten Infektion ein Fragment mit einer Grée von ungefihr
500 Nukleotiden erzeugt. In einer zweiten PCR wurde dann das Signal aus der ersten PCR
durch das Binden zweier weiterer Primer innerhalb des ersten PCR Produktes zuséitzlich
verstirkt. Dabei entstand ein ungeféahr 350 Nukleotide groBes PCR Fragment.

Nach einem zweitidgigen Wachstum wurden 200ul des Kulturmediums entnommen und fiir
Smin auf 95°C erwirmt, anschlieBend wurde die Probe eine Minute bei 4.000Upm in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. 1ul des Uberstands wurde fiir Testzwecke entnommen und als
Matrize fiir die erste PCR verwendet, von der wiederum 1ul als Matrize fiir die zweite PCR
diente. Als Positivkontrolle diente der Uberstand aus dem Kulturmedium kontaminierter
Zellkulturen, als Negativkontrolle diente ein PCR Ansatz ohne Kulturmedium mit lediglich

1l HoOwminio-

2.2.5.1.5 Konservierung von Zellkulturen

Das Konservieren eukaryotischer Zelllinien iiber einen lingeren Zeitraum erfolgte durch Ein-
frieren bei —80° oder in fliissigem Stickstoff. Zuerst wurden die konfluent gewachsenen
Zellen in 5ml PBS gewaschen und anschlieend in 1ml DMEM Kulturmedium (siehe 2.1.9)
aufgenommen. Durch eine fiinfminiitige Zentrifugation bei 600g in einer Universal-Zell-
zentrifuge (Hettich, Deutschland) wurden die Zellen sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 1ml DMEM Kulturmedium mit 20% DMSO (Roth,
Deutschland) zuerst langsam auf Trockeneis, dann {iiber Nacht bei -80°C eingefroren.
Anschliefend konnten die Proben fiir eine ldngere Lagerung auch in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt werden.

Das Auftauen der eingefrorenen Zellen erfolgte bei Raumtemperatur. Nach dem Auftauen
wurden die in Einfriermedium (DMEM Kulturmedium mit 20%DMSO) gelosten Zellen in
15ml Sarstedt Reaktionsgefif3e itiberfiihrt und durch fiinfminiitiges zentrifugieren bei 600g in
der Universal-Zellzentrifuge (Hettich, Deutschland) sedimentiert. Anschliefend wurden die
Zellen in 10ml DMEM Kulturmedium aufgenommen und in 10cm Kulturschalen tiberfiihrt.
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2.2.6 Elektrophysiologische Methoden

2.2.6.1 Verwendung von Xenopus laevis Qozyten

2.2.6.1.1 Priaparation von Xenopus laevis Oozyten

Fiir physiologische Untersuchungen zur Funktionsweise der spannungsabhédngigen Kalium-
kandle von der Art der KCNQs wurden Oozyten des siidafrikanischen Krallenfrosches
Xenopus laevis nach H. Lerche et al. (1999) pripariert. Die im Durchschnitt etwas iiber 1mm
im Durchmesser groBen Oozyten zeichnen sich durch einen um ein vielfaches grof3eren Anteil
an Cytoplasma im Vergleich zur menschlichen Eizelle aus. Die Oozyte besteht aus einem
dunkel gefirbten animalen Pol und dem deutlich helleren vegetativen Pol. Aufgrund der
GroBe stellt die Oozyte einen idealen Modellmechanismus zur Untersuchung der Funktions-
weise von Kanalproteinen dar. mRNAs konnen leicht durch Mikroinjektionen in das Innere
des Froscheis eingebracht und durch das Vorhandensein einer vollstandigen Transkriptions-
und Translationsmaschinerie sozusagen in vivo synthetisiert werden, um letztendlich als Be-
standteil innerhalb der Zellmembran vorzuliegen.

Fiir die Priparation der Oozyten wurde ein Xenopus Weibchen durch das Narkotikum
Tricaine (Sigma-Aldrich, Deutschland) betdubt. Zu diesem Zweck wird der Frosch in einen
Behiilter tiberfiihrt, der zuvor mit einer 4°C kalten 0,23%igen Tricaine Losung gefiillt wurde.
Nach einer viertelstiindigen Inkubation war der Frosch narkotisiert. Als sicheres Anzeichen
der Betdubung drehte man den Frosch kurzzeitig auf den Riicken. Erfolgte keine Gegenwehr,
so war die Narkose erfolgreich. Fiir die eigentliche Pridparation wurde der Krallenfrosch
riicklings auf ein Operationstuch gebettet. Unter diesem befand sich eine mit Eis gefiillte
Schale, um die Stoffwechselfunktion auf ein Minimum einzuschrinken.

Durch einen halben Zentimeter langen Schnitt im Unterleib des Frosches wurde sowohl die
obere Hautschicht als auch die Bauchdecke des Krallenfrosches durchtrennt, wie in Ab-
bildung 2.2(A) gezeigt. Unter Zuhilfenahme einer Pinzette wurde ein ca. Scm langer Ab-
schnitt des Dottersacks freigelegt und mit einer Schere durchtrennt. Der Dottersack wurde
aufgeschnitten und die Oozyten durch ein dreistiindiges Einwirken in Kollagenaselosung
(Roche, Deutschland) mit einer Konzentration von 2mg/ml einzeln freigelegt. Anschliefend
wurde die Kollagenaselosung durch mehrmaliges Waschen mit ND96 Puffer entfernt. Fiir

eine bessere Weiterverarbeitung wurden die Oozyten nach dem Reifegrad sortiert. Nur die
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Reifen vollstindig in animalen und vegetativen Pol differenzierten Oozyten wurden bis zur
Injektion bei 17°C separat gelagert, wie in Abbildung 2.2(C) gezeigt wird.

Die Wunde des Krallenfrosches wurde unter sterilen Bedingungen verniht und dieser iiber
Nacht in ein Aufwachbecken iiberfithrt, um sicherzustellen, dass er nicht durch eventuelle
Nachschlafphasen ertrinkt. Der Riicken des Frosches wurde mit nassen Tiichern bedeckt und
dieser durch einen Zulauf an frischem lauwarmem Wasser aus der Narkose aufgeweckt. Die
Abbildung 2.2(B) zeigt einen narkotisierten Krallenfrosch in einem Aufwachbecken nach
beendeter Operation. Auch nach der Aufwachphase wurde der Frosch getrennt von den
anderen Froschen gehalten, um Infektionen zu vermeiden. Erst am darauffolgenden Tag
wurde er zu den iibrigen Krallenfroschen zuriickgebracht. Eine erneute Oozytenpriparation
erfolgte in Abstinden von zwei bis drei Monaten damit der Frosch jeweils vollstindig re-

generiert war.

2.2.6.1.2 Injektion von RNA in Xenopus laevis Oozyten

Fiir die Injektion der mRNA in die Xenopus laevis Oozyten wurden Glaspipetten (Drummond
scientificc, USA) mit Hilfe eines Horizontal-Pipettenziehgerites (DMZ-Universal-Puller;
Zeitz-Instrumente, Augsburg) gezogen, mit Silikondl DC200 (Sigma-Aldrich) gefiillt und in
ein  WPI Nanoliter 2000 Mirkopipetten-Injektionsgerit (World Precision Instruments,
Sarasota, USA) eingespannt. Die Glaspipetten wurden luftblasenfrei mit 2ul bis 3ul mRNA
[200ng/ul] befiillt. AnschlieBend wurden die einzelnen Xenopus Oozyten bei gleichzeitiger
Beobachtung durch ein Stereomikroskop (Zeiss, Deutschland) mittels Mikroinjektion mit
50ul [~10ng] mRNA versehen und darauf die priparierten Oozyten fiir drei bis fiinf Tage bei
17°C in einem Brutschrank gelagert. Abbildung 2.1(D) zeigt die Mikroinjektion von cRNA in
eine Xenopus Oozyte. Erst nach mindestens drei Tagen war geniigend Protein vorhanden, um

eine Messung mit Hilfe eines Zwei-Elektroden-Messgerites durchzufiihren.

2.2.6.2 Auswertung elektrophysiologischer Experimente

2.2.6.2.1 Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode

Die Auswertung der physiologischen Messungen anhand von mit mRNA injizierter Xenopus

laevis Oozyten geschah durch die Zwei-Elektroden- Spannnungsklemmen-Methode (englisch,
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Abb. 2.2 Elektrophysiologische Untersuchungen an Xenopus laevis Qozyten. Fotos: Ch. Beimgraben
(A): Entnahme der Xenopus Oozyten. Durch einen kleinen Schnitt auf der Unterseite des Frosches konnen
die Oozyten aus dem Inneren des Bauches entnommen werden. Die Oozyten sind noch durch einen
Dottersack miteinander verbunden. (B): In einem Aufwachbecken wird der Krallenfrosch nach der Operation
solange aufbewahrt, bis die Narkose vollstindig abgeklungen ist. (C): Die Oozyten werden nach erfolgter
Préparation aus dem Verband des Dottersacks herausgeldst und liegen einzeln vor. Dies geschieht durch
einen Verdau mit Kollagenase-A Losung [2mg/ml]. AnschlieBend werden die separierten Oozyten mehrmals
mit ND96 Puffer gewaschen und in sterilen Petrischalen aufbewahrt. (D): Die Oozyten werden nach
erfolgter Praparation durch Mikroinjektion mit 50nl an mRNAs [200ng/ul] fiir die Messungen vorbereitet.
Dafiir werden die Oozyten in Petrischalen mit eigens geschliffenen Glaseinsitzen iiberfiihrt. Die Oozyten
liegen dort in Rinnen arretiert und rutschen bei der Mikroinjektion nicht hin und her. (E): Nach einer zwei-
bis fiinftagigen Inkubation werden die in der duleren Membran der Xenopus Oozyten gebildeten Kalium-
kandle mit Hilfe der Zwei-Elektrodenspannungsmessung untersucht. Links befindet sich die Potential-
elektrode, rechts die dazugehorige Stromelektrode. In der Mitte, dem sogenannten Bad, befindet sich die
Oozyte. (F): Aufnahme durch ein Binokular mit Aufsicht auf eine einzelne Oozyte. Die Spannungs- und die
Stromelektrode werden fiir die Messung in die Oozyte hineingestochen. Wihrend der Messung befindet sich
die Oozyte im sogenannten Bad und wird von einem Strom an ND96 Pufferlésung umspiilt.
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Two-Electrode-Voltage-Clamp-Method, kurz TEVC-Methode) nach Strithmer, 1992. Nach
einer zwei- bis fiinftigigen Inkubation waren geniigend Kanile fiir die Messung der
spannungsabhingigen Kaliumkanile synthetisiert. Die Oozyten wurden in ein sogenanntes
Bad iiberfiihrt. Das Bad hatte eine Vertiefung fiir die Oozyte und einen Zu- und Ablauf fiir
einen Durchfluss an ND96, so dass sich die Oozyte in einem stdndigen Strom an Pufferlésung
befand. Das hatte den Vorteil, dass an Stelle der normalen Pufferlésung auch solche mit
Pharmazeutika, wie R-L3 in unterschiedlicher Konzentration eingesetzt und anschliefend
auch wieder ausgespiilt werden konnten. Bei der eigentlichen Messung wurden zwei Glas-
elektroden vorsichtig unter Zuhilfenahme eines Binokulars (Zeiss, Jena, Deutschland) in die
Oozyte hineingestochen, wie in Abbildung 2.2(F) dargestellt wird. Die mit 3M KCl gefiillten
Borosilikat Glaselektroden (Clarke Electromedical Instruments, Reading, GB) wurden mit
Hilfe eines Horizontal-Pipettenziehgerites (DMZ-Universal-Puller; Zeitz-Instrumente,
Augsburg) gezogen und besaBen je nach entstandener Offnung einen Widerstand von 0,5MQ
bis 1,5MQ. Thre Einteilung erfolgte in eine Potential- und eine Stromelektrode. Uber die
Potentialelektrode wird die angelegte Spannung gemessen, wohingegen mit der Strom-
elektrode der fiir die Aufrechterhaltung der angelegten Spannung notwendige Strom geliefert
wird. Dadurch kann die Oozyte auf jede beliebige Spannung ,,geklemmt* werden. Das Halte-
potential wihrend der Messungen betrug -80mV. Die Abbildung 2.2(E) gibt einen Uberblick
iber das Bad mit einer darin befindlichen injizierten Xenopus Oozyte, die gerade mittels der
Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode untersucht wird.

Mit Hilfe von zwei 1M KCl enthaltender Agarbriicken war das Bad mit einem Verstérker ver-
bunden, wodurch ein Abgleich der vier Elektroden untereinander moglich war, so dass der
Stromfluss gleich Null war. Erst durch das ,Klemmen* der Oozyte auf verschiedene
Spannungen, angefangen von —80mV bis zu einer Spannung von +40mV, kam es durch ein
verstirktes Offnen der spannungsabhingigen Kaliumkanile zu sich veridndernden Stromen,
die unter Verwendung eines TurboTec 05x npi Verstirkers (npi electronic GmbH, Tamm,
Deutschland) registriert werden konnten. Die resultierenden Strome des Verstirkers wurden
mit Hilfe des Digidata 1322A (Axon Instruments, USA) Umwandlers in Digitale Signale
konvertiert und mit Hilfe der pCLAMP 9.2 Software auf einem IBM kompatiblen PC

ausgewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der untereinheitenspezifischen Wechselwirkungs-
doméine (si-Doméne) von spannungsabhingigen KCNQ Kaniilen

3.1.1 Untersuchungen iiber die Funktion der si-Domine von KCNQ3
anhand von Deletionsmutanten

Von den derzeit fiinf bekannten KCNQ a-Untereinheiten ist KCNQI die einzige, die nicht in
der Lage ist mit den weiteren Untereinheiten KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 und KCNQS5 hetero-
tetramere Kanile zu bilden. KCNQ3 beispielsweise kann mit den weiteren o-Untereinheiten
KCNQ2, KCNQ4 und KCNQS5 heterotetramere Kanile erzeugen (Jentsch et al., 2000). Unter-
suchungen zur Assemblierung der KCNQ Kanile ergaben, dass ein ungefiahr 106 (K535 bis
L620) Aminosduren grofler Bereich im C-Terminus sowohl fiir die Homotetramerisierung als
auch fiir die Heterotetramerisierung der KCNQ Kanile notwendig ist (Schmitt et al., 2000;
Schwake et al., 2000; Schwake et al., 2003). Dieser Bereich wird auch als subunit interaction
domain (si-Domine) bezeichnet (Schwake et al., 2003).

Eine Koinjektion von KCNQ2 mit KCNQ3 in Xenopus laevis Oozyten fiihrte zu bis zu
zehnfach erhohten Stromen im Vergleich zum homotetrameren Kanal von KCNQ2 und bis zu
fiinfzigfach erhohten Stromen im Vergleich zum homotetrameren Kanal von KCNQ3 (Wang
et al., 1998; Maljevic et al., 2003; Schwake et al., 2003).

Ein Austausch der si-Domine von KCNQI1 (Aminosédure 530 bis 620) gegen die si-Doméne
von KCNQ3 (Aminoséure 535 bis 650), befdhigte den neu entstandenen chimiren Kanal von
KCNQI, QI1sidQ3, ebenfalls zu einer positiven Interaktion mit der weiteren o-Untereinheit
KCNQ2 in mit cRNA von Q1sidQ3 und KCNQ2 injizierten Xenopus laevis Oozyten
(Schwake et al., 2003). Der resultierende Strom von QlsidQ3, zusammen mit KCNQ2,
entsprach in seiner Amplitude dem Strom des heterotetrameren Kanals von KCNQ2 mit
KCNQ3. Die Abbildung 3.1 gibt einen Uberblick iiber den Bereich der beiden si-Dominen
von KCNQ1 und KCNQ3.

Sequenzvergleiche der Aminosdureabfolge fiir die beiden si-Doménen der unterschiedlichen
KCNQ Kanile KCNQI und KCNQ3 ergaben eine weitgehende Ubereinstimmung fiir den

Bereich der si-Doméne. Lediglich die si-Doméne von KCNQ3 unterscheidet sich geringfiigig
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KCNQ1 586 - NTIGARLNRVEDKVTQLDQRLALITDMLHQLLSLHGGSTPGSGGPP - 631 KCHNQ1
KCNQ3 616 - QSMMGKFVKVERQVQDMGKKLDFLVDMHMQHMERLOQVOVTEYYETK — 661 KCNQ3

Abbildung 3.1: Schematische Ubersicht iiber die untereinheitenspezifischen Wechselwirkungsdomiine (si-
Domiine) von KCNQ1 und KCNQ3. Der chimidre KCNQ Kanal Q1sidQ3 (Schwake et al., 2003) besteht aus
dem Proteinriickgrat von KCNQI mit der si-Domine von KCNQ3. Zur besseren Ubersicht wurden die si-
Dominen von KCNQI1 und KCNQ3 fett gedruckt. Die an dem chimidren KCNQ Kanal Q1sidQ3 untersuchten
Punktmutationen L533W, K544W, R555C, 1566F, S587M, M589D, K591H und K594Q sind durch Unter-
streichung angedeutet. Des weiteren sind die Bereiche fiir die untersuchten und deletierten Aminoséaureabfolgen
Q1sidQ3delta589, Q1sidQ3delta582 und QlsidQ3delta575 der si-Domidne von Q1sidQ3 durch beschriftete
Balken unter der aufgefiihrten Aminosiduresequenz fiir KCNQ3 betont.

in ihrer Linge von den iibrigen vier KCNQ Kanilen und ist insgesamt um 25 Aminosduren
grofer als die si-Doméne der iibrigen vier KCNQ Kanile (Schwake et al., 2003). Weiterhin
zeigt der Sequenzvergleich der si-Dominen von KCNQ3 und KCNQI fiir KCNQ3 von
Position Q586 bis einschlieBlich T610 keine entsprechenden Aminoséuren fiir KCNQI. Da
KCNQI nur mit sich selbst oder den KCNE-Untereinheiten funktionsfihige Kanile
produziert, wurde daher vermutet, dass die zusétzlichen 25 Aminosduren fiir die si-Doméne
von KCNQ3 eine Rolle bei der Heteromerisierung mit KCNQ2 ausmachen kénnten. Zudem
ist keine Mutation fiir diesen Bereich von KCNQ3 beschrieben. Es konnte daher sein, dass
Mutationen fiir diesen Bereich von KCNQ3 zu gravierenden Veridnderungen und zu einem
Funktionsverlust fiir diesen neuronalen Kaliumkanal fiihrt. Zur Uberpriifung dieser Annahme
wurden insgesamt drei durch Deletion verinderte Kanile von Q1sidQ3 mittels Fusions PCR
(sieche Material und Methoden, Kapitel 2.2.2.2.3) hergestellt und zusammen mit KCNQ?2 in
Xenopus Oozyten injiziert. Die Abbildung. 3.1 gibt einen Uberblick iiber die drei chimiren
Kanile Q1sidQ3delta589, Ql1sidQ3delta582 und Ql1sidQ3delta575 mit dem Proteinriickgrat
von KCNQI und den entfernten Bereichen innerhalb der si-Domine von KCNQ3. Eine
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Abbildung 3.2: Untersuchung iiber die Funktion der um 25 Aminosiuren verlingerten si-Domiine von
KCNQ3 auf die heteromere Assemblierung mit KCNQ?2. Untersucht wurden die Strome fiir die im Bereich
der si-Doméne von Q1sidQ3 deletierten KCNQ Kanile Q1sidQ3delta589, Q1sidQ3delta582 und Q1sidQ3delta
575 bei gleichzeitiger Injektion von KCNQ?2 in Xenopus Oozyten. Die Ergebnisse der bei 40mV gemessenen
Strome fiir Q1sidQ3delta589, Q1sidQ3delta582 und Q1sidQ3delta575 wurden anhand des heteromeren Kanals,
bestehend aus Q1sidQ3 und KCNQ2, normiert und in Form eines Balkendiagramms dargestellt.

Koinjektion der drei beschriebenen Deletionsmutanten zusammen mit KCNQ2 fiihrte zu
keinen unterscheidbaren Stromen im Vergleich zu den mit Q1sidQ3 zusammen mit KCNQ2
injizierten Xenopus Oozyten. Die Abbildung 3.2 zeigt die bei einer Spannung von 40mV fiir
den heteromeren Kanal von Q1sidQ3 mit KCNQ2 normierten Strome der drei chiméren
Kanile Q1sidQ3delta589, QlsidQ3delta582 und QlsidQ3delta575 zusammen mit KCNQ2.
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die fiir den Bereich der si-Domédne von KCNQ3
vorkommenden zusétzlichen 25 Aminosduren nicht fiir die Heteromerisierung von KCNQ2
und KCNQ3 verantwortlich sind. Daher wurde angenommen, dass die in Zusammenhang mit
der si-Domédne von KCNQ3 vermittelte Assemblierung von KCNQ2 mit KCNQ3 durch
weitere Effekte verursacht, und moglicherweise durch die Ausbildung bestimmter drei-
dimensionaler Strukturen oder zusitzlicher Doménen im Bereich der si-Domine begiinstigt

wird.

3.1.2 Untersuchungen zur Assemblierung von KCNQ2 und KCNQ3 anhand
von durch Punktmutation verinderten KCNQ Kaniilen

Mutationen des heteromeren Kanals bestehend aus den beiden Untereinheiten KCNQ2 und
KCNQ3 treten in Form einer autosomal dominanten Art von Neugeborenenepilepsie, der

Benign familial neonatal convulsions (BFNC) in Erscheinung. Dabei stehen die meisten
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Abbildung 3.3: Spannungsprotokoll fiir die Experimente mit injizierten Xenopus laevis Oozyten. Die mit
cRNA injizierten Oozyten wurden bei einem Potential von -80mV gehalten und anschlieBend in 20mV Schritten
bis auf eine maximale Spannung von +40mV erhoht. AnschlieBend wurden die injizierten Oozyten fiir 250ms
bei einer Spannung von -30mV gehalten und dann wieder auf ein Haltepotential von -80mV eingestellt.

bekannten Mutationen in Zusammenhang mit KCNQ?2. Insgesamt nur vier Mutationen sind
fiir KCNQ3 beschrieben, die in Zusammenhang mit Neugeborenenepilepsie (BFNC) stehen,
beispielsweise die beiden Punktmutationen D305G oder W309G im Bereich der Porenregion
von KCNQ3, die zu einer Abnahme des gemessenen Stroms fiir den heterotetrameren Kanal
mit KCNQ?2 fiithren (Hirose et al., 2000; Singh et al., 2003; Bassi et al., 2005). Fiir den
Bereich der si-Doméne von KCNQ3 ist derzeit noch keine Mutation im Zusammenhang mit
BFNC beschrieben.

In einem ersten Ansatz sollten daher durch einen gezielten Austausch von Aminosiduren im
Bereich der si-Domine von Q1sidQ3 Erkenntnisse iiber die Assemblierung von KCNQ2 mit
KCNQ3 gewonnen werden. Da, wie bereits erwihnt, nur einige wenige Mutationen fiir
KCNQ3 beschrieben sind, erfolgte die Wahl der Punktmutationen anhand der fiir den Bereich
der si-Domédne von KCNQI1 bekannten Verdnderungen, die sich in Form des sogenannten
Romano-Ward Syndroms (RWS), einer autosomal dominanten Erkrankung des Herzens
duflern. Durch die Punktmutationen an den Positionen L533W (Chouabe et al., 2000), IS66F
(Splawski et al., 2000), sowie den weiteren Punktmutationen K544W (Neyroud et al., 1997)
und R555C (Donger et al., 1997) SS87M (Itoh et al., 1998), M589D (Piippo et al., 2001),
K591H (Neyroud et al., 1999) und K594Q (Splawski et al., 2000), die sich iiber den gesamten
Bereich der si-Domine von KCNQ3 erstrecken, sollte daher eine erste Charakterisierung der
untereinheitenspezifischen Wechselwirkungsdoméne von KCNQ3 erfolgen. Fiir die Unter-
suchung wurden die durch Punktmutation verdnderten chiméren Untereinheiten von Q1sidQ3
mit dem Proteinriickgrat von KCNQ1 und der si-Domédne von KCNQ3 zusammen mit

KCNQ2 in Xenopus laevis Oozyten injiziert und die resultierenden Strome mit Hilfe der
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Abbildung 3.4: Effekt von Punktmutationen im Bereich der untereinheitenspezifischen Wechselwirkungs-
doméne (si-Doméine) von KCNQ1sidQ3 (Q1sidQ3) auf heteromer mit KCNQ2 (Q2) exprimierte KCNQ
Kaniile. Die Abbildung 3.4 zeigt die bei +40mV anhand des chimédren KCNQ Kanals Q1sidQ3 (Schwake et al.,
2003) normierten Strome fiir die untersuchten Punktmutationen L533W, K544W, R555C, I566F, S587M,
M589D, K591H und K594Q bei Q1sidQ3 bei gleichzeitiger Injektion von KCNQ?2 in Xenopus Oozyten. Das
Ergebnis wurde in Form eines Balkendiagramms wiedergegeben. Die Hohe des gemessenen Stroms fiir den
homotetrameren KCNQ Kanal KCNQ?2 bei einer Spannung von 40mV verdeutlicht den verstirkenden Effekt
heteromerer KCNQ Kanile bestehend aus den beiden o-Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3 in Bezug auf den
resultierenden Kaliumstrom.

Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode gemessen. Das  verwendete Spannungs-
protokoll fiir die elektrophysiologischen Messungen ist in Abbildung 3.3 dargestellt.
Abbildung 3.4 hingegen gibt einen Uberblick iiber die gemessenen Strome der in Xenopus
Oozyten koinjizierten Kanile. Als Kontrolle dienten nur mit KCNQ?2 injizierte Oozyten. Die
gemessenen Strome wurden fiir den bei einer Spannung von 40mV gemessenen Strom des
heteromeren KCNQ Kanals bestehend aus Q1sidQ3 und KCNQ2 normiert. Die vereinzelt
gerichteten Punktmutationen fiir den chimiren Kanal von KCNQI und KCNQ3 hatten
insgesamt keine signifikanten Auswirkungen auf die gemessenen Strome fiir den heteromeren
Kanal von KCNQ2 und KCNQ3. Lediglich die Punktmutation L533W zeigte einen
signifikanten Einfluss auf den gemessenen Strom der mit KCNQ2 koinjizierten Chimire
Q1sidQ3, wobei der gemessene Strom jedoch nicht auf den Wert fiir den homomeren Kanal
von KCNQ?2 erniedrigt wurde. Insgesamt konnte mit den im Zusammenhang mit dem
Romano-Ward Syndrom stehenden Veridnderungen der si-Domine von KCNQI1 kein
signifikanter Einfluss auf die Assemblierung des heteromeren KCNQ Kanals von KCNQ3 mit
KCNQ2 beobachtet werden.
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3.1.3 Elektrophysiologische Untersuchungen zur Funktion der beiden
untereinheitenspezifischen Wechselwirkungsdoménen TCC1 und
TCC2 von KCNQ3 anhand von KCNQ1 und KCNQ3 Chimiéiren

Die bisherigen Untersuchungen anhand von Deletionsmutanten, sowie der durch
Punktmutation verdnderten chimidren Kanidle von KCNQI1 und KCNQ3, fiihrten nicht zu
neuen Aussagen in Bezug auf die Art der Wechselwirkungen zwischen den beiden
Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3. Jedoch zeigten Untersuchungen zu den Protein-
sequenzen fiir die spannungsabhingigen Kaliumkanile vom KCNQ-Typ zwei hochgradig
helikal spiralisierte Doménen, fiir die vermutet wurde, dass sie moglicherweise an der
Assemblierung von Proteinen beteiligt sein konnten (Jenke et al., 2003).

Diese als TCC-Dominen, vom englischen fiir fetramerizing coiled coil, bezeichneten
Strukturen befinden sich demnach innerhalb des C-Terminus der KCNQ Kanéle in dem als si-
Domine bezeichneten Bereich (Schwake et al., 2006). Fiir Kanidle der EAG-Familie konnte
dabei gezeigt werden, dass allein das Vorhandensein einer solchen coiled coil Doméne fiir die
Assemblierung von tetrameren EAG1-Kanilen, EAG2-Kanilen und ERG-Kanélen ausreicht
(Jenke et al., 2003). KCNQ Kanile haben zwei solcher TCC-Doménen im Bereich der si-
Domine, TCC1 und TCC2, die uber einen kurzen, durchschnittlich 23 bis 30 Aminosiduren
groflen Abschnitt, voneinander getrennt sind. Fiir die a-Untereinheit KCNQ3 ist der zwischen
den beiden TCC-Dominen liegende Bereich mit 49 Aminosduren am ldngsten (Schwake et

al., 2003).

526 KKKFQOARKPY
552 KRKFKESLRPY
31 KKKFEETLREY

*R:BDOSIGKPSLFISVSEKSKDRG 584
*8 MDOIVGRGPAITDKDR  TKG 607

R B WDMIFTPGPPSTPKHKKSQKGSAFTFESQQS 598
':defqnhcgeiqa

ERGGSTPGSGGPPREGG
PE

Abbildung 3.5: Uberblick iiber die TCC-Domiinen von KCNQ1, KCNQ2 und KCNQ3 (Schwake et al.,
2006). (A) zeigt einen Sequenzdatenvergleich zwischen den drei Untereinheiten KCNQ1, KCNQ2 und KCNQ3
im Bereich der si-Doméne. In hellgrau erscheint jeweils der gesamte fiir die Interaktion der Untereinheiten
wichtige Bereich. In dunkelgrau sind die beiden TCC-Doménen hervorgehoben. (B) zeigt den schematischen
Aufbau der stark helikal gewundenen 7CC-Doménen mit der siebenfachen Abfolge an Aminosduren pro Umlauf
(abcdefg), und den beiden hydrophoben Aminosiduren an Position a und d. Jeweils 3,6 Aminosiduren werden im
Durchschnitt fiir einen Umlauf der helikal spiralisierten Doméne bendtigt.
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Dieser Abschnitt entspricht in etwa dem Bereich der bereits zuvor untersuchten Deletions-
mutanten von Q1sidQ3, Q1sidQ3delta589, Q1sidQ3delta582 und Q1sidQ3delta575.

Das Vorkommen von coiled coil Domidnen befdhigt eine Reihe von Proteinen zur
Multimerisierung (Lupas et al.,1996). Das Vorhandensein zweier coiled coil Dominen im
Bereich der si-Domine von KCNQ Kanilen fiihrte daher zu der Annahme, dass die beiden
von Jenke et al., 2003 beschriebenen TCC-Doménen moglicherweise zur Assemblierung der
KCNQ Untereinheiten beitragen konnten.

Bei diesen zwei superspiralisierten Bereichen TCC1 und TCC2 handelt es sich jeweils um
eine a-helikale Struktur, die durch eine siebenfache Wiederholung von Aminosduren
(abcdefg), mit jeweils einer hydrophoben Aminosidure an Position a und d zustande kommt
(Lupas, 1996). Die iibrigen Aminosiuren sind in der Regel hydrophil. Im Mittel sind 3.6
Aminosduren fiir einen Umlauf der zumeist rechtsdrehenden Helix nétig, wie in Abbildung
3.5 (B) dargestellt (Lupas, 1996). Das Vorhandensein einer coiled coil Struktur bei einem
Protein fiihrt oftmals zu einer Interaktion mit einem weiteren coiled coil eines weiteren
Proteins, was sich zumeist durch eine Dimer- oder auch Multimerisierung von Proteinen
auszeichnet. Gekennzeichnet ist dabei das Zusammenwirken der jeweiligen superspiralisierten
Dominen aufgrund hydrophiler und hydrophober Wechselwirkungen. Dies wurde fiir coiled
coil Dominen beschrieben, die ein Leucin an Position a und ein Isoleucin an Position d
hatten. Ein Austausch an Position d von Isoleucin zu Valin begiinstigt hingegen die
Ausbildung von Trimeren und keinen Tetrameren (Harbury et al., 1993; Lovejoy et al., 1993;
Harbury et al., 1994). Dariiber hinaus sind die beiden flankierenden Aminosduren an Position
e und g und die Hydrophobizitit des Inneren der superspiralisierten Helix von entscheidender
Bedeutung fiir die Ausbildung von Dimeren oder Tetrameren. Ist der innere Kern der Helix
eher polar, dann fiihrt dies zur Ausbildung von Dimeren. Ist der Kern jedoch von
hydrophoben Seitenketten gepridgt, so kann ein Leucinrest an Position a zur Bildung von
Tetrameren fiihren (Lumb und Kim, 1995).

Fiir eine genauere Untersuchung iiber die Funktion der beiden TCC-Doménen von KCNQ3
wurden deshalb Chimére mit KCNQ1 kloniert, bei denen TCC-Dominen von KCNQI1 gegen
die TCC Dominen von KCNQ3 ausgetauscht wurden. Eine Chimire mit der Bezeichnung
QI1(TCC1)Q3 enthielt nur den Bereich der ersten TCC-Domine von KCNQ3 (Aminoséure
543 bis 568). Eine weitere Chimire, Q1(TCC2)Q3, besal3 die zweite TCC-Domine TCC2
(Aminosdure 618 bis 650) von KCNQ3 im Austausch gegen die zweite TCC Domine von
KCNQI1. Eine dritte Chimire, QI(TCC1+TCC2)Q3, enthielt beide TCC-Dominen von
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Abbildung 3.6: Ubersicht iiber die gemessenen Strome fiir die heteromeren Kanile Q2/Q1sidQ3,
Q2/Q1(TCC1+TCC2)Q3 in Xenopus Oozyten. Unter den Stromkurven befindet sich jeweils eine schematische
Ubersichtszeichnung der untersuchten Chimire Q1sidQ3 oder Q1(TCC1+TCC2)Q3.

KCNQ3 TCCI und TCC2, die gegen die entsprechenden TCC-Doménen TCC1 und TCC2
von KCNQI ausgetauscht waren. Fiir elektrophysiogische Untersuchungen wurden sowohl
die cRNAs der zu untersuchenden Chimiren QI1(TCCI+TCC2)Q3, QI(TCC1)Q3 und
QI(TCC2)Q3 und als Kontrolle fiir die Ausbildung eines heterotetrameren KCNQ Kanals die
cRNA von Q15idQ3 zusammen mit der cRNA von KCNQ?2 in Xenopus Oozyten injiziert und
die resultierenden Strome mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode
bestimmt. Zusitzlich wurden nur mit cRNA von KCNQ?2 injizierte Xenopus Oozyten als
Vergleich fiir den Strom des nur homotetrameren Kanals von KCNQ2 verwandt. Als weitere
Kontrolle fiir die beiden nicht heteromer assemblierenden a-Untereinheiten dienten mit cRNA
von KCNQI1 und KCNQ?2 koinjizierte Xenopus Oozyten. Die Abbildung 3.6 zeigt die
reprasentativen Strome fiir die untersuchten und in Xenopus Oozyten koinjizierten cRNAs
von (A) Q1sidQ3 mit Q2, (B) Q1(TCC1+TCC2)Q3 mit Q2.
Abbildung 3.7 stellt die reprisentativen Strome fiir (A) QI(TCC1)Q3 mit Q2 und (B)
QI(TCC2)Q3 mit Q2 dar. Demnach sind die Amplituden fiir die gemessenen Stréme von
Q151dQ3 mit Q2, QI(TCC2)Q3 mit Q2 und QI(TCC1+TCC2)Q3 mit Q2, beispielsweise bei
einer Spannung von 40mV, vergleichbar grof3. Lediglich der gemessene Strom fiir
QI(TCC1)Q3 mit Q2 unterscheidet sich deutlich in der Amplitude, beispielsweise fiir die
gemessenen Strome bei 40mV. Die Amplitude des gemessenen Stroms fiir Q1(TCC1)Q3 mit
Q2 ist vergleichbar mit dem Strom der beiden koinjizierten Untereinheiten KCNQI und
KCNQ2 und ist damit nur geringfiigig im Vergleich zur Amplitude des gemessenen Stroms
von KCNQ2 erhoht.
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Abbildung 3.7: Ubersicht iiber die gemessenen Strome fiir die heteromeren Kaniile Q2/Q1(TCC1)Q3,
Q2/Q1(TCC2)Q3 in Xenopus Oozyten. Unter den Stromkurven befindet sich jeweils eine schematische Uber-
sichtszeichnung der untersuchten Chimire Q1(TCC1)Q3 oder Q1(TCC2)Q3.

Die Abbildung 3.8 gibt einen Uberblick iiber die gemessenen Strom-/Spannungskurven von
(A) QI(TCCI1+TCC2)Q3 mit Q2, (B) QI(TCC1)Q3 mit Q2 und (C) QI(TCC2)Q3 mit Q2 im
Vergleich zu den Strom-/Spannungskurven von Q1/Q2, Q1sidQ3 mit Q2 und Q2 allein. Zur
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Abbildung. 3.8: Ubersicht iiber die heteromer mit KCNQ2 in Xenopus Oozyten exprimierten KCNQ
Kanile: Q2/Q1(TCC1+TCC2), Q2/Q1(TCC2)Q3 und Q2/Q1(TCC2)Q3. A-C zeigt die bei 40mV anhand
von Q2/Q1sidQ3 normierten Strom/Spannungskurven fiir (A) Q2/QI(TCCI+TCC2)Q3, (B) Q2/Q1(TCC1)Q3
und (C) Q2/Q1(TCC2)Q3 in Xenopus Oozyten. D-F zeigt die dazugehdrigen Balkendiagramme fiir die bei 40mV
ebenfalls anhand von Q2/Q1sidQ3 normierten Strome der untersuchten heteromer mit KCNQ2 assemblierten
Chimiren (D) Q2/Q1(TCC1+TCC2)Q3, (E) Q2/Q1(TCC1)Q3 und (F) Q2/Q1(TCC2)Q3. Als Kontrolle diente
die homomer exprimierte Untereinheit KCNQ2 und jeweils ein Ansatz, bei dem KCNQ2 mit der nicht heteromer
interagierenden a-Untereinheit KCNQ1 zusammen in Xenopus Oozyten koinjiziert wurde.
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besseren Unterscheidung wurden ebenfalls in Abbildung 3.8 die bei einer Spannung von
40mV mit Hilfe von Q1sidQ3 mit Q2 normierten Strome von (D) QI(TCCI1+TCC2)Q3 mit
Q2, (E) QI(TCC1)Q3 mit Q2 und (F) QI(TCC2)Q3 mit Q2, im Vergleich zu den bei 40mV
gemessenen Stromen von Q1/Q2 und Q2 allein in Form eines Balkendiagramms dargestellt.
Anhand dieser Ergebnisse zeigt sich, dass fiir einen erhohten Strom und damit fiir die
Interaktion von KCNQ2 mit KCNQ3 allein das Vorhandensein der zweiten TCC-Doméne von
KCNQ3 notwendig ist. Die erste TCC-Doméne TCC1 von KCNQ3 hingegen zeigte in den
Koinjektionsexperimenten mit KCNQ2 und den Chimiren von KCNQ1 und KCNQ3 keinen
erhohten Strom. Unter Umstinden kommt daher der ersten TCC-Domine von KCNQ?3 eine
andere Funktion in Bezug auf die Assemblierung zu Teil als der zweiten TCC-Domine von

KCNQ3.

3.1.4 Effekt der dominant negativen Porenmutation von KCNQ1 auf die
mit KCNQ?2 koinjizierten Chiméaren von KCNQ1 und KCNQ3

Zur weiteren Untersuchung iiber die Funktion der beiden TCC-Doménen von KCNQ3 wurden
in die Chimdre Q1(TCC1)Q3, QI(TCC2)Q3 und Q1(TCC1+TCC2)Q3 Punktmutationen ein-
gefiigt (KCNQI1-G314S), die einen dominant negativen Effekt auf KCNQI ausiiben (Wollnik
et al.,1997) und im Folgenden als Q1(TCC1+TCC2)Q3-G314S, Q1(TCC1)Q3-G314S und
QI(TCC2)Q3-G314S bezeichnet wurden. Zusitzlich als Kontrolle des dominant negativen
Effektes wurden die beiden weiteren verdnderten Untereinheiten KCNQI1-G314S und
KCNQ3-G318S zusammen mit KCNQ?2 in Xenopus Oozyten koinjiziert. Abbildung 3.9 zeigt
die bei 40mV mittels KCNQ2 normierten Strome fiir die zusammen mit KCNQ2 in Xenopus
Oozyten koinjizierten, konstruierten dominant negativen Chiméren. Die stidrksten Strome
konnten fiir die allein mit cRNA von KCNQ?2 injizierten Xenopus Oozyten beobachtet
werden. Der Strom der mit KCNQ2 koinjizierten Untereinheiten KCNQI1-G314S war un-
geféahr vergleichbar mit dem Strom fiir KCNQ?2 und hatte keinen dominant negativen Effekt.
Hingegen war der gemessene Strom fiir KCNQ3-G318S mit KCNQ2 deutlich geringer im
Vergleich zum gemessenen Strom von KCNQ?2 allein, als Beweis fiir eine Interaktion von
KCNQ2 mit KCNQ3. Auch die gemessenen Strome der weiteren chimiren Kanile von
KCNQI und KCNQ3 mit der fir KCNQI dominant negativen Punktmutation G314S,
QI(TCC2)Q3-G314S und QI(TCCI1+TCC2)Q3-G314S, waren im Vergleich zum ge-

messenen Strom von KCNQ2 deutlich verringert. Der gemessene Strom fiir die mit KCNQ2
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Abbildung 3.9: Effekt fiir die Koexpression der dominant negativen Porenmutanten von KCNQ1 mit
KCNQ2.. Die gemessenen Strome fiir koinjizierte Kanaluntereinheiten KCNQI1-G314S (Q1), QI1(TCC1)Q3-
G314S, QI(TCC2)Q3-G314S, QI(TCCI1+TCC2)Q3-G314S und KCNQ3-G318S (Q3) wurden anhand des
Stroms von KCNQ2 bei 40mV Spannung normiert und als Balkendiagramm dargestellt.

koinjizierte Chimére Q1(TCC1)Q3-G314S war im Vergleich zu dem fiir KCNQ2 gemessenen
Strom ebenfalls um die Haélfte erniedrigt, aber dennoch ungefdhr doppelt so gro8 im
Vergleich zu den gemessenen Stromen fiir die mit KCNQ2 koinjizierten Chiméren
QI(TCC1+TCC2)Q3-G314S und QI(TCC2)Q3-G314S. Die Experimente der Chimére
QI(TCC1HQ3, QI(TCC2)Q3 und QI(TCCI1+TCC2)Q3 mit der auf KCNQ1 dominant negativ
wirkenden Punktmutation (KCNQ1-G314S) zeigten unabhingig voneinander, dass fiir eine
vollstandige Heteromerisierung wie sie fiir KCNQ2 und KCNQ3 beobachtet wird, allein die
zweite TCC-Domine von KCNQ3 befihigt ist. Die weitere TCC-Domine TCC1 von KCNQ?3
besitzt eine eher untergeordnete Rolle in Bezug auf die Heteromerisierung und erfiillt
moglicherweise eine andere Funktion, beispielsweise bei der Homotetramerisierung von

KCNQ3, weswegen weitere Versuche zur Funktion der TCC-Doméinen von KCNQ3 folgten.

3.1.5 Relative Oberflichenexpression der KCNQ1/KCNQ3 Chimiiren

Wie von Schwake et al., 2003 gezeigt wurde, geht der fiir die in Xenopus Oozyten ko-
injizierten Kanile Q1s1dQ3 mit KCNQ?2 gemessene, ungefihr zehnfach im Vergleich zu den
allein injizierten Untereinheiten von KCNQ2 und KCNQ3 verstirkte Strom auf eine erhohte
Oberflachenexpression der beiden koinjizierten Kandle Q1sidQ3 und KCNQ2 zuriick. Um zu
tiberpriifen, ob der fiir die Chimidre QI1(TCC2)Q3 zusammen mit KCNQ2 erhohte Strom
eventuell in Zusammenhang mit einer ebenfalls gesteigerten Oberfldchenexpression steht,

wurde die Oberflachenexpression der Chiméren von KCNQI und KCNQ3, Q1(TCC1)Q3
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Abbildung. 3.10: Relative Oberflichenexpression der KCNQ1/KCNQ3 Chimiren. Die relative Ober-
flichenexpression fiir Q2HA/Q1(TCC1)Q3 und Q2HA/QI(TCC2)Q3 wurde auf den Wert des HA markierten
und der mit KCNQ3 koinjizierten Untereinheit KCNQ2 normiert. Als Kontrolle diente zum einen die nicht HA
markierte Untereinheit von KCNQ2, sowie die beiden nicht heteromer assemblierenden Untereinheiten KCNQ1
und KCNQ2HA.

und QI(TCC2)Q3, die zusammen mit der HA markierten Untereinheit von KCNQ2 in
Xenopus Oozyten koinjiziert wurden, untersucht. Die Abbildung 3.10 gibt die relativen
Einheiten fiir die Oberflichenexpression der untersuchten Chimidren QI1(TCC1)Q3 und
QI(TCC2)Q3 in Form eines Balkendiagramms wieder. Die fiir die Chiméren bestimmte
relative Oberflachenexpression wurde anhand der Oberfldchenexpression von KCNQ3
zusammen mit KCNQ2 normiert. Als Kontrolle fiir die Oberflichenexpression diente zum
einen der homomere Kanal von KCNQ2HA, sowie die nicht heteromer assemblierenden
Untereinheiten von KCNQ1 und KCNQ2HA in koinjizierten Xenopus Oozyten. Eine erhohte
Oberflachenexpression konnte dabei sowohl fiir die heteromer assemblierenden
Untereinheiten von KCNQ2HA und KCNQ3, als auch fiir die Chiméire Q1(TCC2)Q3 mit
KCNQ2HA nachgewiesen werden. Die ebenfalls mit KCNQ2HA in Xenopus Oozyten
koinjizierte Chimire Q1(TCC1)Q3 brachte hingegen keine erhohte Oberflachenexpression.
Diese Experimente zeigen daher insgesamt einen Effekt fiir die zweite TCC-Doméne von
KCNQ3 auf die heteromere Assemblierung mit KCNQ2. Eine verstirkte Oberflichen-
expression konnte nur fiir QI(TCC2)Q3 mit KCNQ2HA beobachtet werden. Die Chimire
QI(TCC1)Q3 scheint nicht fiir die heteromere Assemblierung mit KCNQ3 notwendig zu sein,
wie die Experimente mit den Chimiren QI(TCCI+TCC2)Q3, QI(TCC1)Q3 und
QI(TCC2)Q3 und dem dominant negativen Effekt auf KCNQ1 bestétigen.
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3.1.6 Koimmunprizipitationsexperimente von KCNQ2 mit den Chiméren
von KCNQ1 und KCNQ3

Die durch elektrophysiologische Untersuchungen in injizierten Xenopus laevis Oozyten
erzielten Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit des Vorhandenseins der carboxyterminal
gelegenen, hochgradig helikal spiralisierten TCC-Doméne TCC2 im Bereich der unterein-
heitenspezifischen Wechselwirkungsdoméne (si-Domine) fiir die Assemblierung der hetero-
meren KCNQ Kanile bestehend aus KCNQ2 und KCNQ3. Um diesbeziiglich unterstiitzende

Aussagen zu erhalten, wurden die bereits elektrophysiologisch untersuchten Chiméren von
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Abbildung 3.11: Western-Blot Analyse der Expression der carboxyterminal HA markierten Chimiren
QI(TCC1)Q3 und QI(TCC2)Q3. Zusitzlich wurden die weiteren Kanaluntereinheiten KCNQ1 (Q1) und
KCNQ3 (Q3), sowie die Chimidre Q1sidQ3 ebenfalls carboxyterminal HA markiert und transient in COS-7
Zellen transfiziert. Jeweils 30ug Gesamtprotein pro Ansatz wurden in eine Tasche eines achtprozentigen
Polyacrylamidgels geladen und durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Charakterisierung erfolgte unter
Verwendung des Anti HA Antikorpers 3F10 (Roche, Mannheim, Deutschland).

KCNQI1 und KCNQ3, Q1(TCC1)Q3 und Q1(TCC2)Q3 und die von Schwake et al., 2003 be-
schriebene weitere Chimire Q1sidQ3 zusétzlich carboxyterminal HA markiert und durch eine
transiente Transfektion in COS-7 Zellen iiberexprimiert. Die Abbildung 3.11 zeigt die mit
Hilfe des Anti HA Antikorpers 3F10 (Kapitel 2.1.12; Material und Methoden) in einer
Western Blot Analyse nachgewiesenen Chimidren Q1(TCC1)Q3HA, QI(TCC2)Q3HA und
QI1sidQ3HA, sowie die ebenfalls carboxyterminal markierten KCNQ Kanidle KCNQ1HA und
KCNQ3HA. Die Signale fiir die Chimiren QI1(TCC1)Q3HA, QI(TCC2)Q3HA und
QIsidQ3HA, sowie fiir KCNQIHA sind gegeniiber dem Signal fiir KCNQ3HA deutlich
gesteigert. Eventuell steht der fiir KCNQI1 und die Chimére beobachtete Effekt in Zusammen-
hang mit einer verstarkten Expression von KCNQ1 im Vergleich zu KCNQ3, was moglicher-
weise mit der nur fiir KCNQI1 beschriebenen N-Glykosylierungsstelle in Zusammenhang
stehen konnte.

Durch Koimmunoprézipitationsexperimente der carboxyterminal HA markierten Chiméren
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KCNQ2 Flag :

Abbildung 3.12: Koimmunprézipitationsexperimente mit aminoterminal FLAG markiertem KCNQ2 (Q2)
und den HA markierten Chimiren Q1(TCC1)Q3 und QI(TCC2)Q3. Plasmid DNA von Q3HA,
Q1sidQ3HA, QI(TCC1)Q3HA, QI1(TCC2)Q3HA und QIHA wurde mit KCNQ2FLAG in COS-7 Zellen
kotransfiziert. AnschlieBend erfolgte eine Immunprizipitation der HA markierten Proteine mit dem
monoklonalen 3F10 Antikorper (Roche, Deutschland, Mannheim). Der Immunprézipitationsansatz wurde mittels
Western Blot Analyse unter Verwendung des Anti-FLAG Antikorpers (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
charakterisiert. Der Pfeil zeigt die Signale fiir die FLAG markierten KCNQ2 Monomere. Der Stern markiert die
schwere Kette des 3F10 Antikorpers. Als Kontrolle dienten nicht transient transfizierte COS-7 Zellen, sowie ein
Ansatz mit lediglich 3F10 Antikorper ohne COS-7 Zellextrakt.

von KCNQI und KCNQ3 mit der aminoterminal markierten Untereinheit KCNQ2 sollte
jedoch zuerst die heteromere Assemblierung von KCNQ2 und KCNQ3 nachgewiesen werden.
Dafiir wurden COS-7 Zellen mit KCNQ2FLAG und den zu untersuchenden Chimiren von
KCNQI, entweder mit der gesamten si-Doméne von KCNQ?3, Q1sidQ3HA, nur mit der ersten
TCC-Domine von KCNQ3, QI(TCC1)Q3HA, oder aber nur mit der zweiten TCC-Doméine
von KCNQ3, QI(TCC2)Q3HA, kotransfiziert. Als Kontrolle dienten zum einen nur mit
KCNQ2FLAG transient transfizierte COS-7 Zellen, sowie nicht transfizierte COS-7 Zellen.
Als weitere Kontrollen wurden die beiden nicht heteromer assemblierenden Untereinheiten
KCNQI1HA und KCNQ2FLAG transient in COS-7 Zellen transfiziert. Nach einer achtund-
vierzigstiindigen Expression wurden die Zellen geerntet und die priparierten Membran-
proteine mit Hilfe des 3F10 Anti HA Antikorpers prézipitiert. AnschlieBend erfolgte eine
Charakterisierung der prézipitierten Membranpriparationen fiir die kotransfizierten KCNQ
Kanile durch Western Blot Analyse. Als weitere Kontrolle diente ein Prizipitations-
experiment, bei dem lediglich 3F10 Anti HA Antikorper ohne zusitzliche Membranproteine
prézipitiert wurde.

Die Auswertung erfolgte unter Verwendung des M2 Anti FLAG Antikorpers. Die Abbildung
3.12 zeigt das Ergebnis fiir die durchgefiihrten Koimmunprizipitationsexperimente. Mit dem
Anti FLAG Antikérper M2 konnte nach erfolgter Koimmunprézipitation mit dem Anti HA
Antikorper 3F10 ein Signal fiir die zusammen mit KCNQ2FLAG kotransfizierte Untereinheit
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Abbildung 3.13: Densiometrische Bestimmung von drei unterschiedlichen Western Blot Analysen nach er-
folgter Koimmunprizipitation. Die Ergebnisse fiir die Koimmunprizipitatation der HA markierten Chimédren
QI(TCC1)Q3 und Q1(TCC2)Q3 mit KCNQ2FLAG wurden anhand der bestimmten Werte fiir Q3HA/Q2FLAG
normiert und in Form eines Balkendiagramms wiedergegeben.

KCNQ3HA und fiir die Chimidren QIsidQ3HA, QI(TCC1)Q3HA und QI1(TCC2)Q3HA
nachgewiesen werden. Dies ist ein weiteres Indiz fiir die Interaktion der Chimiren mit
KCNQ2. Mit KCNQ2FLAG allein oder zusammen mit KCNQIHA transient transfizierte
COS-7 Zellen zeigten nur schwache Signale unter Verwendung des M2 Anti FLAG
Antikorpers fiir das prézipitierte KCNQ2FLAG. Fiir nicht transient transfizierte COS-7
Zellen, sowie fiir das weitere Kontrollexperiment lediglich mit dem 3F10 Antikorper, ohne
zusitzliches Membranprotein, lie sich kein Signal unter Verwendung des M2 Anti FLAG
Antikorpers nachweisen, was fiir sehr stringente Waschbedingungen spricht. Deshalb sind die
beobachteten positiven Signale insgesamt auch eher schwach zu erkennen. Die
Immunprézipitationsversuche wurden daher mehrfach wiederholt, um die beobachteten
Ergebnisse zu bekréftigen. Abbildung 3.13 zeigt die densiometrische Bestimmung von drei
unterschiedlichen Western Blot Analysen nach erfolgter Koimmunprizipitation der HA
markierten Chiméren Q1(TCC1)Q3 und Q1(TCC2)Q3 mit Q2FLAG. Die Wiederholung der
Prizipitationsexperimente fithrte zu denselben Beobachtungen wie zuvor. Ein Signal fiir das
FLAG markierte KCNQ?2 lie} sich nur mit den Chimiren Q1sidQ3HA, QI(TCCI1)Q3HA,
QI(TCC2)Q3HA und fiir die o-Untereinheit KCNQ3HA nachweisen. Fiir zusammen mit
KCNQI1HA und KCNQ2FLAG kotransfizierte COS-7 Zellen konnte nach anschlieender
Western Blot Analyse mit dem M2 Anti FLAG Antikorper kein eindeutiges Signal, wie es fiir
mit KCNQ3HA und KCNQ2FLAG kotransfizierte COS-7 Zellen beobachtet wurde,
festgestellt werden. Im Gegensatz zu den elektrophysiologischen Experimenten konnte durch
die biochemische Methode der Koimmunprizipitation eine Interaktion sowohl der ersten, als
auch der zweiten TCC-Domine, TCC1 und TCC2 von KCNQ3 mit KCNQ2 nachgewiesen

werden. Durch dieses interessante Ergebnis wird daher angenommen, dass die erste TCC-
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Domine von KCNQ3 ebenfalls einen Anteil an der heteromeren Assemblierung hat, die

zweite TCC-Domine TCC2 dabei aber eine iibergeordnete Rolle spielt.

3.1.7 Untersuchungen zur Funktion und Positionierung der super-
spiralisierten Tetramerisierungsdoméne TCC2 am Beispiel von
KCNQ2

Die bisherigen elektrophysiologischen Untersuchungen der si-Domidne von KCNQ3 haben
gezeigt, dass sowohl die erste TCC-Doméne TCC1, als auch die zweite TCC-Doméne TCC2
von KCNQ3 einen Einfluss auf die Heteromerisierung mit KCNQ?2 ausiiben. Dabei blieb aber

TCCH TCC?2
Cs1[]s2 []s3[]s4[]ss[P[ss []

TCC2 TCC1
L [Is1[Js2[]sa[]sa [ s6 [P[s6[] | QZ(NT-TCC2)

TCC2
0 [[si[Isz[Iss[Jsa[Iss[P[se[] Q2(NT-TCC2;delTCCA1)

Abbildung. 3.14: Schematische Darstellung von KCNQ2, Q2(NT-TCC2) und Q2(NT-TCC2;delTCC1).
Abgebildet sind die sechs Transmembrandoménen S1 bis S6, sowie die zwischen den beiden Trans-
membrandoménen S5 und S6 befindliche Porenregion der drei unterschiedlichen KCNQ2 Kanile. Die
schwarzen Kisten symbolisieren die hochgradig spiralisierten TCC-Doménen TCC1 und TCC2. Q2(NT-TCC2)
besitzt im Gegensatz zum KCNQ2 Wildtyp die erste TCC-Doméne TCC1 am C-Terminus und die zweite TCC-
Domiéne TCC2 am N-Terminus. Q2(NT-TCC2;delTCC1) besitzt hingegen nur die zweite TCC-Domine TCC2
aminoterminal gelegen. Die erste TCC-Domine wurde fiir Q2(NT-TCC2;delTCC1) entfernt.

die genauere Funktion der TCC-Doméinen TCC1 und TCC2 ungeklirt. Ungewiss blieb auch
die Frage der Positionierung der beiden TCC-Dominen, ob sie miteinander interagieren und
wenn ja, ob sie in unmittelbarer Nihe zueinander stehen miissen, um fiir eine korrekte
Assemblierung zu sorgen. Fiir Kanidle von der Art der Shaker-Kanile konnte ein
aminoterminal gelegener Bereich, auch als T1-Region bezeichnet, identifiziert werden, der fiir
die Bildung von tetrameren Kanilen verantwortlich ist (Strang et al., 2001). Die bisherigen
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass die zweite TCC-Domine von KCNQ3 einen stidrkeren
Effekt auf die heteromere Assemblierung der beiden o-Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3
ausiibt. Fiir weitere Untersuchungen diesbeziiglich wurden deshalb verinderte Kanile von
KCNQ?2 konstruiert, bei denen die zweite TCC-Doméne TCC2 an den N-Terminus versetzt
und als Q2(NT-TCC2) bezeichnet wurde.
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Abbildung 3.15: Koinjektion von KCNQ2, Q2(NT-TCC2) und Q2(NT-TCC2;delTCC1) mit KCNQ3. Die
fiir Q2(NT-TCC2)/Q3 bei 40mV normierten Strome wurden in Form eines Balkendiagramms wiedergegeben.
Als Kontrolle dienten entweder nur mit KCNQ2 oder mit KCNQ3 injizierte Xenopus Oozyten.

Des weiteren wurde ein verdnderter Kanal von KCNQ2 synthetisiert, bei dem die zweite
TCC-Domine TCC2 an den N-Terminus versetzt und die erste TCC-Domine deletiert war.
Die Abbildung 3.15 gibt einen Uberblick iiber die fiir KCNQ2 synthetisierten Kanile Q2(NT-
TCC2) und Q2(NT-TCC2;delTCC1) im Vergleich zum unveridnderten Kanal von KCNQ?2.
Durch Koinjektionsexperimente zusammen mit KCNQ3 in Xenopus Oozyten sollte die
Moglichkeit zur heteromeren Assemblierung der beiden verinderten KCNQ Kanidle Q2(NT-
TCC2) und Q2(NT-TCC2;delTCC1) untersucht werden. Die Abbildung 3.16 zeigt das
Ergebnis der elektrophysiologischen Untersuchung fiir die beiden verdanderten KCNQ Kanile
Q2(NT-TCC2) mit Q3 und Q2(NT-TCC2;delTCC1) mit KCNQ3. Als Kontrolle dienten mit
cRNA von KCNQ2 und KCNQ3 koinjizierte Xenopus Oozyten, sowie nur mit KCNQ2 cRNA
oder KCNQ3 cRNA injizierte Oozyten. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der bei
einer Spannung von 40mV gemessenen Werte fiir die injizierten cRNAs, wobei die Strome
anhand des Ergebnisses fiir die beiden koinjizierten KCNQ Kanile Q2(NT-TCC2) und Q3
normiert wurden. Die stirksten Strome konnten fiir mit KCNQ2 cRNA und KCNQ3 cRNA
koinjizierte Xenopus QOozyten beobachtet werden. Aber auch der veridnderte Kanal von
KCNQ2 -Q2(NT-TCC2)- zeigte bei Koinjektion mit KCNQ3 deutlich verstiarkte Strome im
Vergleich zu den beiden allein mit cRNA von KCNQ2 oder KCNQ3 injizierten Xenopus
Oozyten. Einzig der ebenfalls verdnderte Kanal von KCNQ2 -Q2(NT-TCC2;delTCC1)-
zeigte bei Koinjektion mit KCNQ3 in Xenopus Oozyten keinen verstiarkten Strom, wie er fiir
heteromere Kanile von KCNQ2 und KCNQ3 beobachtet werden konnte.

Demnach scheint die Position der zweiten TCC-Doméne am C-Terminus von KCNQ2 nicht
notwendig fiir eine Interaktion mit KCNQ3. Eine Deletion der ersten TCC-Domine TCC1
von KCNQ?2 verhindert jedoch die Interaktion von KCNQ2 mit KCNQ3, was auf die
Notwendigkeit des Vorhandenseins beider TCC-Doménen, TCC1 und TCC2 von KCNQ?2 fiir
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Abbildung 3.16: Expressionskontrolle von KCNQ2, Q2(NT-TCC2) und Q2(NT-TCC2;delTCC1). cRNAs
von KCNQ2, Q2(NT-TCC2) und Q2(NT-TCC2;delTCC1) wurden in Xenopus Oozyten injiziert. AnschlieBend
erfolgte eine Western Blot Analyse fiir die pridparierten Oozyten. Die Charakterisierung der KCNQ2 Kanile
geschah unter Verwendung des Anti KCNQ2 (N19) Antikorpers (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz,
USA). Das Sternchen kennzeichnet ein Artefakt fiir KCNQ2, wobei es sich moglicherweise um ein Abbau-
produkt des Wildtypkanals handelt.

eine Interaktion mit KCNQ3 hindeutet. In anschlieBenden Western Blot Analysen konnte die
Expression der beiden veridnderten Kanile von KCNQ2 mit der aminoterminal gelegenen
TCC-Domine TCC2, Q2(NT-TCC2) und Q2(NT-TCC2;delTCC1) nachgewiesen werden. Die
Abbildung 3.1.5.3 zeigt die erhaltenen Signale fiir mit cRNA von KCNQ2, Q2(NT-TCC2)
und Q2(NT-TCC2;delTCC1) injizierte, anschlieBend préparierte und durch Western Blot

Analyse charakterisierte Xenopus Oozyten.

3.1.8 Untersuchungen zur si-Domiine von KCNQ2 anhand rekombinanter
Proteine aus E.coli

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf die vermittelnde Wirkung der TCC-Doménen in Bezug
auf die Multimerisierung von KCNQ Kanilen, weswegen im Folgenden die Assemblierung
von KCNQ?2 auf proteinbiochemischem Weg verfolgt werden sollte. Fiir eine genauere Unter-
suchung der Funktion der si-Domine in Bezug auf die Assemblierung der fiinf KCNQ o-
Untereinheiten, wurde deshalb der gesamte 86 Aminosduren grofe Bereich der si-Doméne
von KCNQ2 von V536 bis einschlielich 1622 in E.coli transformiert und rekombinant mit
Hilfe des PET-30 Vektorsystems zur gesteigerten Proteinexpression synthetisiert. Zusitzlich
wurde aminoterminal eine Hexa-Histidin Markierung eingefiigt, die ebenfalls eine

Enterokinaseerkennungssequenz enthilt. Das synthetisierte rekombinante Protein mit der si-
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Abbildung 3.17: Schematische Ubersichtszeichnung iiber die in E.coli produzierten rekombinanten
Proteine zur Untersuchung der untereinheitenspezifischen Interaktionsdoméine von KCNQ2. Fiir die
Untersuchung der si-Domédne von KCNQ2 wurden 14,6kDa groBe rekombinante Proteine synthetisiert, die die
Proteininformation ab Aminosédure 564 bis 650 enthielten und zusétzlich aminoterminal HIS markiert waren. Ein
rekombinantes Protein enthielt die beiden unverdnderten TCC-Doménen TCC1 und TCC2 von KCNQ2. Ein
weiteres rekombinantes Protein besall zwei Punktmutationen, sowohl in der ersten TCC-Domine, TCC1, als
auch in der zweiten TCC-Domine, TCC2, wobei die beiden Leucinreste einmal an Position 585 und des
weiteren an Position 637 gegen ein Prolin ausgetauscht wurden. Der gezielte Austausch der Leucinreste an den
beiden Positionen 585 und 637 zu einem Prolin sollte mit einer erhhten Wahrscheinlichkeit zu einer Authebung
der hochgradig helikal spiralisierten Struktur der beiden TCC-Doménen fiihren.

Domine von KCNQ2 hatte dabei eine GroB3e von 14,6kDa. Die Abbildung 3.17 gibt einen
Uberblick iiber die unter Verwendung des pET30 Vektors rekombinant in E.coli hergestellte
si-Domine von KCNQ2.

Die Aufreinigung des rekombinanten Proteins mit der si-Domine von KCNQ2 geschah aus
Zelleinschlusskorpern von E.coli. Zusitzlich wurden drei weitere rekombinante Proteine mit
der si-Doméne von KCNQ2 in E.coli synthetisiert, bei denen entweder die helikal spiralisierte
dreidimensionale Struktur der ersten TCC-Domidne TCCI1 von KCNQ2 durch eine
Punktmutation des Leucins an Position 585 zu einem Prolin, die helikal spiralisierte
dreidimensionale Struktur der zweiten TCC-Domine TCC2 von KCNQ2 durch eine
Punktmutation des Leucins an Position 637 zu einem Prolin, oder aber beide TCC- Doménen
der si-Doméne von KCNQ2 durch das gleichzeitige Einfiigen der beiden Punktmutationen
und des Austauschs der beiden Leucine an den Positionen 585 und 637 zu einem Prolin
unterbrochen wurde.

Die Abbildung 3.18 gibt einen Uberblick iiber die insgesamt vier verschiedenen fiir die si-
Doméne von KCNQ2 rekombinant in E.coli synthetisierten Proteine. Die Bestimmung der fiir
eine Aufhebung der hochgradig helikal spiralisierten TCC-Doméinen TCC1 und TCC2 von
KCNQ2 moglichen Aminosduren, erfolgte unter Verwendung eines von Lupas et al., 1991 be-

schriebenen Algorithmus. Danach fiihrt der bereits beschriebene Austausch der beiden
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Abbildung 3.18: Graphische Darstellung iiber die coiled coil Wahrscheinlichkeit fiir die si-Doméne der
rekombinant in E.coli hergestellten Proteinfragmente von KCNQ2. (A) Proteinfragment von KCNQ2 und
der weiteren rekombinant in E.coli hergestellten Proteinfragmente mit den Punktmutantionen L585P (B), L637P
(C) und L585/637P (D). Die Berechnung der Wahrscheinlichkeit fiir die hochgradig spiralisierte ,tetramerizing
coiled coil* Struktur erfolgte anhand eines von Andre Lupas 1991 entwickelten Algorithmus.

flexiblen Leucinreste an den Positionen 585 und 637 gegen zwei Prolinreste zu einer Ab-
nahme der Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung der helikal spiralisierten TCC-Dominen.
Der Einfachheit halber wurden die rekombinant in E.coli hergestellten und aus Zelleinschluss-
korpern aufgereinigten Proteine mit der unverinderten si-Doméne von KCNQ2 als KCNQ?2,
mit der Punkmutation L585P in TCC1 als KCNQ2L585P, mit der Punktmutation L637P in
TCC2 als KCNQ2L637P und mit der Doppelmutation L.585/637P als KCNQ2L585/ 637P
benannt. Die Abbildung 3.18 gibt einen Uberblick iiber die mit Hilfe des Computer-
programms COILS Version 2.2 [http://www.ch.embnet.org] unter Verwendung des von Lupas
et al., 1991 entwickelten Algorithmus getroffenen Aussagen zur Wahrscheinlichkeit der
Ausbildung von TCC-Doménen.

Demnach wird die Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung einer TCC-Doméne durch den
Austausch des Leucins an Position 585 zu einem Prolin fiir die erste TCC-Doméne TCCI1 ins-

gesamt aufgehoben, da der Wert fiir die Ausbildung einer TCC-Domine von 37% auf 0%
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Abbildung 3.19: Coomassie gefiirbtes Polyacrylamidgel mit den gereinigten rekombinanten Proteinen aus
Zelleinschlusskorpern von E.coli. Die Synthese der unter 3.6.1 beschriebenen rekombinanten Proteine von
KCNQ?2 erfolgte in den beiden E.coli Stimmen BLR(DE3) und BL21(DE3)pLysS nach Induktion mit 1M IPTG.
10ug der gereinigten Zelleinschlusskorper wurden mit Probenauftragspuffer versehen und auf ein SDS-Poly-
acrylamidgel (20%) auftragen und anschlieBend mit Coomassie-Farbelosung gefiarbt. Die Aufnahme des
Coomassie gefirbten Gels erfolgte durch eine schwarz-weifl Video-Dokumentationsanlage (Intas, Gottingen,
Deutschland).

abnimmt. Der Bereich der zweiten TCC-Domine hingegen bleibt durch die Punktmutation
L585P unveriandert und besitzt, wie es fiir die unverdnderte si-Domine errechnet wurde, einen
Wert von 78%.

Der Austausch des einen Leucins an Position 637 der si-Doméne von KCNQ2 gegen ein
Prolin senkt die Wahrscheinlichkeit iiber die Ausbildung einer TCC-Domine fiir die zweite
TCC-Domine TCC2 von 78% auf einen Wert von 18%. Die Wahrscheinlichkeit iiber die
Ausbildung der ersten coiled coil Doméne (TCC2) liegt jedoch fiir die Punktmutante L637P,
genau wie fiir die TCC-Doméine TCC2 der unverinderten si-Domine von KCNQ2, bei einem
Wert von 37%. Der Austausch beider Leucinreste an den Positionen 585 (TCC1) und 637
(TCC2) zu Prolinen verhindert insgesamt die Ausbildung der helikal spiralisierten TCC-
Domine TCC1 und erniedrigt die Wahrscheinlichkeit iiber die Ausbildung einer super helikal
spiralisierten TCC-Doméne TCC2 auf einen Wert von 18%. Somit ist es fiir das rekombinante
Protein mit der si-Doméne von KCNQ2 und den beiden Punktmutationen L585P und L637P
insgesamt unwahrscheinlich, dass eine helikale dreidimensionale Struktur vorliegt. Nur das
rekombinante Protein mit der unverinderten si-Doméne von KCNQ?2 besitzt eine erhdhte
Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung von zwei TCC-Doménen TCC1 und TCC2 und somit
fiir die verstirkte Moglichkeit von Proteininteraktionen.

Die Abbildung 3.19 zeigt die rekombinant in E.coli synthetisierten, aus Zelleinschlusskérpern

rekombinant in E. coli synthetisierten Proteine mit der Punktmutation L585P, der Punkt-
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Abbildung 3.20:Western Blot Analyse der in E.coli synthetisierten rekombinanten Proteine mit der si-
Domiine von KCNQ2. Die bereits unter 3.6.1 beschriebenen rekombinanten Proteine mit der si-Doméine von
KCNQ2 wurden nach Induktion mit 1M IPTG in den E.coli Stimmen BLR(DE3) und BL21(DE3)pLysS
synthetisiert und aus Zelleinschlusskorpern gereinigt. 10ug des rekombinanten Hexa-HIS markierten Proteins
wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel (20%) aufgetragen. Die anschlieBende Western Blot Analyse erfolgte
unter Verwendung eines Anti Histidin Antikorpers (Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland).

gereinigten Proteine mit der unverdnderten si-Domine von KCNQ2, sowie die weiteren
mutation L637P und die durch die beiden Doppelmutationen L585P und L637P verinderte si-
Domine von KCNQ?2. Die Proteine wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel (20%) aufgetragen
und durch Elektrophorese aufgetrennt. AnschlieBend wurde das SDS-Polyacrylamidgel mit
den darin befindlichen und gereinigten Proteinen durch eine Coomassiefarbung sichtbar
gemacht. Es waren nur die gereinigten Monomere mit der si-Domine von KCNQ2 nach-
weisbar.

Zusitzlich wurden die aus Zelleinschlusskorpern von E.coli gereinigten Proteine mit der si-
Doméne von KCNQ2 durch eine Western Blot Analyse unter Verwendung eines Anti Hexa-
Histidin Antikorpers charakterisiert. Die Abbildung 3.20 zeigt das Ergebnis fiir die Western
Blot Analyse der gereinigten Zelleinschlusskorper mit der entweder durch Punktmutation
verinderten oder aber unverinderten si-Doméne von KCNQ2. Auch hier erkennt der Anti
Hexa-Histidin Antikorper nur die Monomere der gereinigten rekombinanten Proteine mit der
si-Domine von KCNQ2.

Mit Hilfe des PET-30 Vektorsystems gelang es, die si-Domine von KCNQ2 rekombinant in
E.coli Stimmen zu synthetisieren. Die Proteine wurden anschlieBend aus Zelleinschluss-
korpern von E.coli gereinigt und in PBS Puffer gelost. Nach Behandlung mit reduzierendem
Probenpuffer konnte sowohl in Coomassie gefiarbten SDS-Gelen, als auch in Western Blot

Analysen das gereinigte Monomer dieses rekombinanten Proteins mit der si-Domidne von

KCNQ2 nachgewiesen werden und stand daher fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung.
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3.1.9 Experimente zur Vernetzung der Wechselwirkungsdomiine von
KCNQ2 mit rekombinantem Protein aus E.coli

Die aus Zelleinschlusskorpern von E.coli gereinigten rekombinanten Proteine mit der un-
verdnderten si-Doméne von KCNQ2 wurden darauf in Vernetzungsexperimenten mit der
aminospezifischen, homobifunktionalen Quervernetzungssubstanz Disuccinimidylsuberate
(DSS) fiir verschieden lange Zeitintervalle vernetzt, um die Assemblierung zum Tetramer in
vitro zu untersuchen.

Aufgrund des sehr geringen Durchmessers der Vernetzungssubstanz DSS entsprach der
Abstand der in vitro vernetzten rekombinanten Proteine mit der si-Domédne von KCNQ2 nur
ungefihr 11A bis 12A, wodurch die in vivo Assemblierung der Monomeren KCNQ
Untereinheiten hin zum tetrameren Kanal gut nachgeahmt werden konnte. Die Quer-
vernetzung der Monomere konnte durch eine 1M Lysinstopplosung zu beliebigen Zeitpunkten
beendet werden, so dass neben dem Monomer der si-Domine KCNQ2 auch das Dimer,

Trimer und ein putatives Tetramer nachgewiesen werden konnte.

Zeit [min]
K Y & 1 2 5 15 30 45 +DSS
a
75 —
- a ma - |«
50 —
37 — -
25 - - -
20 —
15 — - — -
10 —

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 3.21: Quervernetzungsexperiment mit dem gereinigten rekombinanten Protein aus E.coli zur
Charakterisierung der si-Domiine von KCNQ2. Die Quervernetzung erfolgte mit der aminospezifischen
Quervernetzungssubstanz DSS fiir unterschiedlich lange Zeitrdume von 1min, 2min, Smin, 15min, 30min und
45min. Durch die Zugabe von 1M Lysin wurde die Reaktion gestoppt. ‘Bahn 2 zeigt das Ergebnis fiir die Ver-
netzung mit DSS bei vorheriger Zugabe der 1M Lysin Stopplosung. Bahn 1 zeigt rekombinantes Protein, das
ohne die Quervernetzungssubstanz DSS aufgetragen wurde. Die Pfeile kennzeichnen sowohl die Signale fiir die
monomere, als auch fiir die putative dimere, trimere und tetramere Form des rekombinant in E.coli hergestellten
Proteins mit der si-Doméne von KCNQ?2.

Die Abbildung 3.21 zeigt das Ergebnis fiir ein Vernetzungsexperiment mit der aus Zell-
einschlusskorpern von E.coli gereinigten si-Doméne von KCNQ2 und der Quervernetzungs-
substanz DSS. Die Vernetzung erfolgte fiir Imin, 2min, Smin, 15min, 30min und 45min. Als

Kontrolle diente zum einen nicht mit DSS vernetztes rekombinantes Protein mit der si-
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Domine von KCNQ2, zum anderen ein Ansatz, bei dem zuerst die 1M Lysinstopplosung und
erst anschlieBend DSS hinzugefiigt wurde. Die Auswertung der Quervernetzungsexperimente
erfolgte durch Western Blot Analysen mit dem Anti Hexa-Histidin Antikdrper. Nach einer
einminiitigen Inkubation mit der Vernetzungssubstanz DSS sind Signale bei 15kDa und bei
ungefihr 30kDa zu erkennen, die aufgrund ihrer Grofle dem Monomer und dem Dimer der
quervernetzten si-Domédne von KCNQ2 zuzuordnen sind. Nach einer fiinfminiitigen
Inkubation mit DSS sind neben den beiden Signalen bei 15kDa und 30kDa weitere Signale
bei 45kDa und bei ungefiahr 70kDa bis 75kDa zu erkennen. Bei diesen handelt es sich auf-
grund der im Western Blot identifizierten Signale moglicherweise um das Trimer und das
Tetramer, oder aber auch Pentamer der mit DSS quervernetzten si-Domine von KCNQ?2.
Nach einer fiinfundvierzigminiitigen Inkubation mit DSS sind besonders starke Signale fiir
das Dimer der vernetzten si-Domine von KCNQ2 zu erkennen. Auch die Signale fiir das
putative Trimer und Tetramer, bzw. Pentamer sind deutlich ausgeprégter. Das Signal fiir das
Monomer der rekombinant synthetisierten si-Domédne von KCNQ2 hingegen nimmt stark ab
im Vergleich zu den beobachteten Signalen des Monomers nach einminiitiger bzw. fiinf-
miniitiger Inkubation mit DSS. Die Kontrolle ohne DSS zeigt im Western Blot nur ein Signal
fiir das Monomer und die weitere Kontrolle, bei der erst die 1M Lysinstopplosung und erst
danach DSS hinzugefiigt wurde, zeigt hauptsidchlich ein Signal fiir das monomere
rekombinante Protein mit der si-Domine von KCNQ2 und nur ein schwaches Signal bei
30kDa fiir das Dimer des rekombinanten Proteins.

Mit Hilfe der Quervernetzungssubstanz DSS konnte die homotetramere Assemblierung von
KCNQ2 in vitro nachvollzogen werden. Interessant blieb allerdings die Frage, wie sich die
durch Punktmutation veridnderten rekombinanten Proteine bei Quervernetzungsexperimenten
verhalten, da durch das Austauschen der beiden Leucine an den Positionen 585 und 637 gegen
die beiden Prolinreste die helikale Struktur der coiled coil Dominen nach dem von Lupas et
al., 1991 aufgestellten Algorithmus nahezu aufgehoben werden sollte. Durch das Autheben
der helikalen Struktur sollte demnach ebenfalls die Moglichkeit zur Assemblierung verhindert
werden. Um diesen Sachverhalt zu iiberpriifen, wurden gleichzeitig die rekombinant in E.coli
synthetisierte unverinderte, als auch die durch die beiden Punktmutationen L585P und L637P
verdnderte si-Doméne von KCNQ2 mit DSS in Quervernetzungsexperimenten untersucht.
Die Abbildung 3.22 zeigt das Ergebnis fiir zwei parallel durchgefiihrte Quervernetzungs-

experimente. Die Abbildung 3.22 (A) zeigt die Quervernetzung der rekombinant in E.coli
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Abbildung 3.22: Vergleichende Analyse zur Quervernetzung der in E.coli hergestellten rekombinanten
Proteine mit der si-Domine von KCNQ2 (A), sowie der Doppelmutante mit den beiden Punktmutationen
L585P und L637P (B). Beide Quervernetzungsexperimente wurden parallel zueinander durchgefiihrt. Bahn 1
zeigt jeweils das nicht mit DSS vernetzte rekombinante Protein. Die mit DMSO bezeichnete Bahn 2 zeigt die
Quervernetzungsansitze bei denen das DSS gegen DMSO ausgetauscht wurde. Bahn 3 dient als Kontrolle der
IM Lysin Stopplosung. Fiir den Quervernetzungsansatz wurde zuerst 1M Lysin hinzugefiigt, dann erst das DSS.
Die Bahnen 4 bis 9 zeigen Quervernetzungsexperimente mit den unterschiedlichen Wirkungszeiten von Imin,
2min, Smin, 15min, 30min und 45min. Die Pfeile zeigen fiir (A) die putativen Signale fiir die monomere, dimere,
trimere und tetramere Form des quervernetzten rekombinanten Proteins. Fiir (B) sind lediglich die beiden
Signale fiir das Monomer und das Dimer der rekombinant in E.coli hergestellten si-Domédne mit den beiden
Punktmutationen L585P und L637P nachweisbar.

synthetisierten unverdanderten si-Doméne von KCNQ2. Als Kontrolle diente wiederum nicht
mit DSS, sondern zuerst mit 1M Lysin und erst dann mit DSS behandeltes rekombinantes
Protein mit der si-Domine von KCNQ?2. Als weitere Kontrolle diente ein Versuchsansatz, bei
dem das fiir DSS verwendete Losungsmitte]l DMSO allein zu dem rekombinanten Protein mit
der si-Doméne von KCNQ?2 gegeben wurde. Die Vernetzung erfolgte fiir 1min, 2min, Smin,
15min, 30min und 45min. Nach einminiitiger Inkubation mit DSS sind neben dem Monomer
auch das Dimer des rekombinanten Proteins mit der si-Doméne von KCNQ?2 zu erkennen.
Nach dreiBigminiitiger Inkubation mit DSS wird ein weiteres Signal bei 45kDa erkennbar, bei
dem es sich hochst wahrscheinlich um das Trimer des gereinigten rekombinanten Proteins
handelt. Nach einer fiinfundvierzigminiitigen Inkubation mit DSS ist neben dem Signal bei
15kDa fiir das Monomer, dem Signal bei 30kDa fiir das Dimer und dem Signal bei 45kDa fiir
das putative Trimer des rekombinanten Proteins auch ein Signal bei 75kDa erkennbar, das
dem putativen Tetramer bzw. dem putativen Pentamer des rekombinanten Proteins mit der si-

Domine zugeordnet werden kann.
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Die Abbildung 3.22 (B) zeigt die Quervernetzung der rekombinant in E.coli synthetisierten si-
Domine von KCNQ2 mit den beiden Punkmutationen L585P und L637P in den beiden TCC-
Dominen TCC1 und TCC2 von KCNQ2. Fiir das parallel durchgefiihrte Quervernetzungs-
experiment mit gereinigtem rekombinanten Protein mit den beiden Punkmutationen L585P
und L637P ergibt sich im Gegensatz zu Abbildung 3.22 (A) ein unterschiedliches Ergebnis.
Nach der einminiitigen Inkubation mit DSS ist nur das Monomer des untersuchten
rekombinanten Proteins Q2L585/637P zu erkennen. Erst nach zweiminiitiger Inkubation mit
DSS ist neben dem Monomer ein weiteres Signal bei 30kDa fiir das putative Dimer des
rekombinanten Proteins Q2L585/637P zu erkennen. Auch nach einer fiinfundvierzig-
miniitigen Inkubation mit DSS ist kein weiteres Signal fiir ein putatives Trimer und Tetramer
bzw. Pentamer nachweisbar. Die Stirke des Dimers nimmt auch nach fiinfundvierzig Minuten
Inkubation mit der Vernetzungssubstanz DSS nicht signifikant zu, sondern bleibt iiber die
beobachteten Zeitintervalle von 2min bis 45min nahezu gleich. Im Gegensatz zum
Vernetzungsexperiment in 3.22 (A) mit der unverdnderten si-Domédne von KCNQ2 ist das
Signal des Monomers fiir das rekombinante Protein mit den beiden Punktmutationen L585P
und L637P deutlich gesteigert.

Es konnte daher gezeigt werden, dass durch das Einfiigen der beiden Punktmutationen L585P
und L637P fiir KCNQ2 die Moglichkeit zur homomeren Assemblierung mit der homo-
bifunktionalen Quervernetzungssubstanz herabgesetzt wird. Zwar konnte fiir die durch
Punktmutationen verdnderte si-Domine von KCNQ2 mit DSS eine Dimerisierung beobachtet
werden, jedoch konnte auch nach einer 45min Inkubation kein putatives Tetramer wie fiir die
unveridnderte si-Doméne von KCNQ2 beobachtet werden. Moglicherweise bewirkt das
Einfiigen der beiden Punktmutationen L585P und L637P in die si-Domine von KCNQ?2 daher
tatsidchlich die Authebung der helikalen Struktur fiir die beiden coiled coil Doménen, so dass
der kurze Abstandshalter DSS nicht wie im Fall der nativen si-Doméne von KCNQ2 wirken
kann und daher nur wenige der durch Punktmutation verénderten rekombinanten Proteine an

den aminoterminalen Enden unspezifisch miteinander vernetzt werden.

3.1.10 Experimente zur N-Glykosylierung von KCNQ1

Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die untereinheitenspezifische Wechsel-
wirkungsdoméne (si-Domidne) mit den zwei darin befindlichen Tetramerisierungsdoménen
TCC1 und TCC?2 fiir die homomere und heteromere Assemblierung der beiden KCNQ Kanile
KCNQ2 und KCNQ3 notwendig ist. Die gemessenen Strome fiir die Chimédren von KCNQ1
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und KCNQ3 zusammen mit KCNQ?2 sind gegeniiber den homomeren Kanilen von KCNQ2
und KCNQ3 um den Faktor zehn in ihrer Amplitude verstéirkt. In diesem Zusammenhang
wurde sowohl fiir die heteromer mit KCNQ2HA assemblierte Chimidre Q1(TCC2)Q3, als
auch fiir die beiden heteromer assemblierenden KCNQ Kanidle KCNQ2 und KCNQ3 eine
erhohte Oberflichenexpression nachgewiesen. Der Zusammenbau der heteromeren Kanile
von KCNQ2 und KCNQ3 erfolgt hochstwahrscheinlich im Endoplasmatischen Retikulum
(ER). Dort erfolgt aber nicht nur der Zusammenbau von Proteinen, auch die zusitzliche
Modifikation von Transmembranproteinen, durch das Anheften von Zuckerresten, findet im
ER statt. KCNQI1 besitzt im Gegensatz zu den iibrigen KCNQ Kanidlen eine N-
Glykosylierungsstelle, die auch in den untersuchten Chimédren Q1(TCC1)Q3, QI1(TCC2)Q3
und Q1(TCCI+TCC2)Q3 vorhanden ist. KCNQI ist die einzige KCNQ o-Untereinheit mit
einer N-glykosydischen Modifikationsstelle im Bereich zwischen der fiinften und sechsten
Transmembrandomine S5 und S6. Finley et al., 2002 konnten fiir Membranpriparationen aus
dem Atrium, dem ventriculiren Endocardium und dem Epicardium des Pferdeherzens in
Experimenten mit und ohne N-Glykosidase F zwei Formen, eine N-glykosylierte (75kDa) und
eine deglykosylierte Form (60kDa) von KCNQI belegen.

Die N-glykosydische Modifikation ldsst sich nur fiir die extrazelluldren Bereiche von Trans-
membanproteinen nachweisen und erfolgt durch eine Oligosaccharyltransferase im Endo-
plasmatischen Retikulum von eukaryotischen Zellen (Yan und Lennarz, 2004). Ein Vergleich
der insgesamt N-glykosylierten und nicht glykosylierten Proteine konnte moglicherweise
Erkenntnisse iiber die Dauer des Aufenthalts fiir die bereits elektrophysiologisch
charakterisierten Chimédren Q1(TCC1)Q3, Q1(TCC2)Q3 und QI(TCCI+TCC2)Q3 im ER
geben. Gleichzeitig konnte untersucht werden, ob die im Zusammenhang mit der zweiten
TCC-Domine beobachtete erhohte Oberflichenexpression aufgrund einer stidrkeren
Assemblierung zustande kommt. Um weitere Riickschliisse {iiber die heteromere
Assemblierung der beiden KCNQ Kanidle KCNQ2 und KCNQ3 zu erhalten, sollte deshalb die
Interaktion der N-glykosylierten Chimédren von KCNQ1 und KCNQ3 mit KCNQ2 anhand
von vergleichenden Western Blot Analysen untersucht werden.

Die fiir die Untersuchung der Interaktion von KCNQ2 und KCNQ3 bereits hergestellten
Chimiren von KCNQ1 und KCNQ3 besallen die N-Glykosylierungsseite an Position N289
von KCNQI.

Fiir die Uberpriifung der N-Glykosylierung von KCNQ1 und den Chimiren von KCNQI1 und
KCNQ3, QISIDQ3, QI(TCC1)Q3, QI(TCC2)Q3 wurden die Kanile zusitzlich carboxy-

terminal mit einer HA Erkennungssequenz versehen und transient in COS-7 Zellen
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transfiziert. Die Membranfraktionen wurden pripariert und in zwei Versuchsansitze aufge-
teilt. Eine Hilfte wurde mit N-Glykosidase F behandelt, um eine eventuelle N-glykosydische
Modifikation und damit zusitzlich vorhandene Zuckerreste zu entfernen, die zweite Fraktion
hingegen blieb zur Kontrolle unbehandelt. Als Kontrolle diente zusétzlich die sowohl amino-
terminal, als auch carboxyterminal markierte Untereinheit KCNQI1, sowie eine durch
Punktmutation veridnderte Untereinheit N289A von KCNQI, bei der die putative N-
Glykosylierungsstelle inaktiviert wurde. Als weitere Kontrolle diente das stark glykosylierte
Lysosomen assoziierte Membranprotein 2a (Lamp2a), das ebenfalls in zwei Ansédtzen mit und

ohne N-Glykosidase F untersucht wurde. Die Abbildung 3.4.1 gibt einen Uberblick iiber die

284 E K D A V¥V N E S G R vV E F 296
KCNa1 , ,

850 5°- GAG AAG GAC GCG GTG AAC GAG TCA GGC CGC GTG GAG TTC -3 sse

284 E K D A V A E S G R V E F 296
KCNQ1N289A

850 5°-GAG RAG GAC GCG GTG GCT CTC TCA GGC CGC GTG GAG TTC-3 s

Abbildung 3.23: Darstellung der Aminosiure- und Nukleotidabfolge fiir den Wildtyp von KCNQ1, sowie
fiir den verinderten Kanal KCNQ1N289A. Durch den Austausch des Asparagins an Position 289 durch einen
Alaninrest sollte die putative N-Glykosylierungsstelle von KCNQ1 ausgeschaltet werden.
N-Glykosylierungsstelle von KCNQI und die durch eine Punktmutation verdnderte
Untereinheit von KCNQ1 N289A.

Nach erfolgter Behandlung mit N-Glykosidase F wurden die Proben mit Auftragspuffer
versehen und durch eine Western Blot Analyse mit dem 3F10 Anti-HA-Antikorper
charakterisiert. Die Abbildung 3.24 zeigt das Ergebnis der Western Blot Analyse. Fiir die
transient in COS-7 Zellen transfizierten und HA markierten Kanéle von Q1(TCC1)Q3HA und
QI(TCC2)Q3HA, fiir den durch Punktmutation veridnderten Kanal KCNQI1-N289A, als auch
fiir den carboxyterminal HA markierten Kanal KCNQ1HA konnte kein Unterschied zwischen
der mit N-Glykosidase F behandelten und unbehandelten Probe erkannt werden. Die Grofe
der mit N-Glykosidase F behandelten und der unbehandelten Probe entsprach einer Grofle von
60kDa bis 70kDa, im Gegensatz zu den beiden von Finley et al., 2002 fiir das Herz von
Pferden beobachteten, glykosylierten und deglykosylierten Formen von KCNQI. Einzig die
mit der gegen die um fiinfundzwanzig Aminosduren grofere si-Domidne von KCNQ3
ausgetauschte Chimire von KCNQ1 -QISIDQ3HA- unterschied sich bei der Western Blot
Analyse von den iibrigen Chimédren von KCNQI1 und KCNQ3, QI(TCC1)Q3HA und
QI(TCC2)Q3HA, sowie von KCNQI in der GroBe der beobachteten Signale. Aber auch fiir
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Abbildung 3.24: Experimente zur putativen N-Glykosylierung von KCNQ1 unter Verwendung von
PNGaseF behandelten Membranpriparationen transient transfizierter COS-7 Zellen. Die aminoterminal
und carboxyterminal HA markierte a-Untereinheit KCNQI, die im Bereich der N-Glykosylierungsstelle
verdnderte Punktmutante von KCNQI1 QIN289A und die Chimidren von KCNQI und KCNQ3 QI1SIDQ3,
QI(TCC1)Q3 und QI1(TCC2)Q3 wurden mit PNGaseF behandelt, daneben befindet sich jeweils eine weitere
unbehandelte Probe. Zur Kontrolle wurde das stark glykosylierte Lysosomen assoziierte Membranprotein 2a
(Lamp2a) mit PNGaseF behandelt. Der Stern zeigt ein fiir alle carboxyterminal markierten KCNQ1 Proteine
spezifisch auftretendes Artefakt.

QISIDQ3HA unterschied sich die mit N-Glykosidase F behandelte Probe nicht von der
unbehandelten Probe. Dafiir zeigte das stark glykosylierte Lysosomen assoziierte
Membranprotein 2a (Lamp2a) fiir die mit N-Glykosidase F behandelte und unbehandelte
Probe zwei unterschiedlich grofe Signale. Das HA markierte und ohne N-Glykosidase F
behandelte Protein Lamp2aHA zeigt in der Western Blot Analyse ein Signal bei ungefihr
100kDa. Das mit N-Glykosidase F behandelte Protein von Lamp2aHA zeigt ein Signal bei
ungefihr 55kDa. Dies beweist, dass der PNGaseF Verdau unter den gewéhlten Versuchs-
bedingungen funktioniert.

Interessanterweise prisentieren alle carboxyterminal HA markierten Kanédle von KCNQI1 ein
diskretes Signal bei ungefihr 40kDa. Auch die im Gegensatz zu KCNQ1 um 25 Aminoséduren
grofere Chiméare Q1SIDQ3 zeigt das fiir die anderen carboxyterminal markierten Kanéle von
KCNQI spezifische Signal, allerdings ein um einige kDa verschobenes und groeres Signal
bei ungefidhr 45kDa. Im Gegensatz zu den carboxyterminal markierten Kanilen von KCNQ1
offenbart das aminoterminal HA markierte Protein KCNQIHA kein diskretes Signal bei
40kDa.

Aufgrund der diskreten Bande im Western Blot handelt es sich bei diesem detektierten 40kDa

Signal moglicherweise um ein Abbauprodukt, wie es auch bei der Prozessierung durch

Proteasen, beispielsweise den Disintegrin-dhnlichen Metalloproteasen ADAMs, im Wege der
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Signaltransduktion entsteht (Maretzky et al., 2005). Weitere Untersuchungen sind daher fiir
eine genaue Aussage iiber die Bedeutung und mogliche Funktion der im Western Blot
identifizierten spezifischen Artefakte von KCNQ1 notwendig.

Insgesamt konnte fiir den HA markierten Kanal KCNQI jedoch keine N-Glykosylierung in
transient transfizierten COS-7 Zellen nachgewiesen werden. Eine weitere Charakterisierung
der Assemblierung von KCNQ2 und KCNQ3 mit Hilfe der N-glykosylierten Chiméren von
KCNQI mit der si-Domine von KCNQ3 war daher nicht moglich.

3.1.11 Untersuchungen zur putativen Protein Kinase A (PKA) abhiingigen
Phosphorylierung von KCNQS

Die bisherigen Untersuchungen zeigen, dass der Bereich der si-Domine mit den beiden fiir
alle KCNQ Untereinheiten nachweisbaren TCC-Doménen TCC1 und TCC2 notwendig fiir die
Assemblierung der verschiedenen o-Untereinheiten KCNQI bis KCNQS5 zu einem
funktionellen tetrameren Kanal ist. Fiir die zuletzt von Schroeder et al., 2000 beschriebene
KCNQ Untereinheit KCNQS5 konnte eine putative Protein Kinase A (PKA) abhingige
Phosphorylierungsstelle an Position S600 identifiziert werden, die unmittelbar an die zweite
TCC-Domine von KCNQS5 angrenzt. Diese putative PKA abhingige Phosphorylierungsstelle
konnte im Fall einer Phosphorylierung einen Einfluss auf die Assemblierung des homomeren
Kanals von KCNQ5 oder sogar auf den heteromeren Kanal bestehend aus KCNQ3 und
KCNQ5 ausiiben. Zur Kldrung dieses Sachverhaltes wurden die zwei durch eine Punkt-
mutation verdnderten Kanidle KCNQ5-S600A und KCNQ5-S600E kloniert und anhand mit
cRNA von KCNQ5, KCNQ5-S600A und KCNQS5-S600E injizierten Xenopus Oozyten

elektrophysiologisch untersucht.
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Abbildung 3.25: Ubersichtszeichnung iiber die in KCNQ5 untersuchten Punktmutanten S600A und
S600E. Gezeigt wird zum einen die Nukleotidsequenz, als auch die Aminosiduresequenz der unverinderten o-
Untereinheit von KCNQ5 im Vergleich zu den beiden Punktmutanten S600A und S600E. Die veridnderten
Bereiche, sowohl der Nukleotid- als auch der Aminosiuresequenz sind farblich hervorgehoben.
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Abbildung 3.26: Elektrophysiologische Untersuchungen der beiden Punktmutanten S600A und S600E von
KCNQS. Abbildung (A) zeigt die gemessenen und bei 40mV normierten Strome fiir KCNQS5 (Q5), und den
beiden durch Punktmutation verinderten Kanaluntereinheiten S600A und S600E von KCNQS5, die entweder
allein oder zusammen mit KCNQ3 (Q3) in Xenopus Oozyten injiziert wurden. (B) Uberblick iiber die bei 40mV
gemessenen Strome von QS5, Q5S600A, Q5S600E, Q3/QS5, Q3/Q5S600A und Q3/Q5S600E in Form eines
Balkendiagramms. Die gemessenen Werte wurden anhand des Wertes fiir Q3/Q5 normiert.

Der Austausch des Serins an Position S600 zu einem Alanin sollte durch das Entfernen der
putativen Phosphorylierungsstelle zu einer Inhibierung einer eventuellen cAMP abhéngigen
Phosphorylierung fithren. Die weitere Punktmutation KCNQ5-S600E diente aufgrund der an
Position S600 eingefiigten negativen Ladung des Glutamats der Nachahmung einer
eventuellen Phosphorylierung durch eine cAMP abhéngige Kinase. Die Abbildung 3.25 zeigt
zum besseren Verstindnis sowohl die Nukleotid- als auch die Aminosdureabfolge fiir die
beiden eingefiigten Punktmutationen S600A und S600E von KCNQ5.

Die Abbildung 3.26 fasst die Ergebnisse fiir die mit cRNA von KCNQS5, KCNQ5-S600A und
KCNQS5-S600E, oder gemeinsam mit KCNQ3 injizierten Xenopus Oozyten zusammen.
Abbildung 3.26 (A) zeigt die Strom-/Spannungskurven fiir die in Xenopus Oozyten allein oder

zusammen mit KCNQ3 injizierten, verdnderten und unverdnderten Kanile von KCNQS5. Die

groBten Strome lieBen sich fiir den entweder allein, oder mit KCNQ3 in Xenopus Oozyten
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Abbildung 3.27: Western Blot Analyse der zuvor elektrophysiologisch untersuchten Punktmutanten
S600A und S600E von KCNQ5. Membranpriparationen der in Xenopus Oozyten zusammen mit und ohne
KCNQ3 injizierten Punktmutanten S600A und S600E von KCNQ5 wurden durch eine SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese aufgetrennt und durch eine Western Blot Analyse mit dem Anti KCNQS5 Antikorper von Santa
Cruz (Santa Cruz, USA) charakterisiert. Der Pfeil kennzeichnet die fir KCNQS5 beschriebene 99kDa grofe
monomere a-Untereinheit (Schroeder et al., 2000).

injizierten Kanal KCNQS5-S600E nachweisen. In mit cRNA von KCNQ5-S600A entweder
allein oder gemeinsam mit KCNQ3 injizierte Xenopus Oozyten wurden die geringsten Strome
gemessen. Der unverdnderte Kanal von KCNQS5 zeigte Strome, die in ihrer Amplitude
niedriger als die von KCNQS5-S600E aber grofer als die von KCNQS5-S600A waren. Dieselbe
Tendenz lie3 sich fiir den heteromeren Kanal von KCNQ3 und KCNQ5 beobachten, wobei
die Strome von KCNQ3 und KCNQ5 geringer im Vergleich zu den gemessenen Stromen von
KCNQ5-S600E und KCNQ3, hingegen deutlich verstdrkt zu den gemessenen Strémen von
KCNQ5-S600A und KCNQ3 waren. Die Abbildung 3.26 (B) verdeutlicht die gemessenen
Ergebnisse anhand der bei einer Spannung von 40mV normierten Werte fiir den heteromeren
Kanal von KCNQ3 und KCNQS5 in Form eines Balkendiagramms. Im Anschluss zu den
elektrophysiologischen Messungen wurden die durch die Zwei-Elektroden-Spannungs-
klemmen-Methode untersuchten und mit cRNA injizierten Xenopus Oozyten fiir eine
darauffolgende Western Blot Analyse prépariert (Abbildung 3.27).

Als Kontrolle fiir den verwendeten Antikorper gegen KCNQS5 dienten nur mit cRNA von
KCNQ23 injizierte Xenopus Oozyten. Der Antikorper erkannte KCNQS5 und die beiden durch
Punktmutationen verdnderten Kanidle KCNQS5-S600A und KCNQS5-S600E sowohl allein, als
auch zusammen mit KCNQ3. Die Stirke der im Western Blot detektierten Signale variierte
zum Teil erheblich. Xenopus Oozyten, die entweder allein nur mit cRNA von KCNQ5-S600A
oder mit den cRNAs von KCNQS5-S600A und KCNQ3 injiziert wurden, zeigten im Western
Blot deutlich schwichere Signale, als fiir die mit cRNA von KCNQ5 allein oder gemeinsam

mit KCNQS5 und KCNQ3 injizierte Xenopus Oozyten. Hingegen war das Signal fiir mit cRNA
von KCNQ5-S600E allein oder zusammen mit cRNA von KCNQ5-S600E und KCNQ3
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injizierte Xenopus Oozyten gleich oder nur leicht verstdarkt im Vergleich zu den im Western
Blot detektierten Signalen der mit cRNA von KCNQ5 allein oder zusammen mit KCNQS und
KCNQ3 injizierten Xenopus Oozyten. In wiederholt durchgefiihrten Experimenten war die
Stiarke der beobachteten Signale im Western Blot fiir alle drei untersuchten Kanidle KCNQS5,
KCNQ5S600A und KCNQS600E jedoch vergleichbar, einzig die Werte fiir die elektro-
physiologischen Untersuchungen der mit KCNQS, KCNQSS600A und KCNQS600E
injizierten Xenopus Oozyten variierten in der bereits beobachteten Art und Weise.

Insgesamt fiihrte eine Verdnderung der putativen Phosphorylierungsstelle an Position S600 zu
unterschiedlich starken Stromen bei elektrophysiologischen Experimenten unter Verwendung
der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode in mit cRNA injizierten Xenopus Oozyten
fir die untersuchten Kanidle KCNQS5-S600A und KCNQ5-S600E im Vergleich zum un-
verianderten Kanal von KCNQ5.

3.1.12 In vitro Phosphorylierungsexperimente zur Protein Kinase A (PKA)
abhéngigen Modifikation von KCNQS

Zur Aufklarung des beobachteten Sachverhaltes wurde versucht eine mogliche
Phosphorylierung von KCNQS5 durch in vitro Phosphorylierungsexperimente mit der Protein
Kinase A unter Verwendung von P-32 y-ATP nachzuweisen. Zu diesem Zweck wurden
EBNA Zellen transient mit den carboxyterminal HA markierten KCNQ Kanidlen KCNQIHA,
KCNQSHA und KCNQ5-S600EHA transfiziert. Die Abbildung 3.28 zeigt die Western Blot
Analyse fiir die in EBNA {iiberexprimierten und anschlieBend priparierten Kanile
KCNQIHA, KCNQSHA und KCNQS5-S600EHA. Die Charakterisierung erfolgte unter
Verwendung des 3F10 Antikorpers gegen die Héadmagglutinin Erkennungssequenz. Mit
KCNQIHA transient transfizierte EBNA Zellen ergaben ein positives Signal bei 65kDa bis
70kDa, wie es auch schon von Dilly et al., 2004 gezeigt wurde. Mit KCNQS5 oder KCNQ5-
S600E transfizierte EBNA Zellen zeigten ebenfalls ein positives Signal bei ungefihr 100kDa.
Als Kontrolle dienten nicht transfizierte EBNA Zellen. In wiederholten Western Blot
Analysen zeigte sich, dass im Vergleich zu den mit KCNQ5SHA oder KCNQ5-S600EHA
transfizierten EBNA Zellen, die mit lediglich KCNQIHA transfizierten EBNA Zellen
deutlich mehr des zu exprimierenden Proteins synthetisierten. Diese Beobachtung stimmt mit
den bereits fir KCNQ3 und KCNQI beobachteten unterschiedlich starken Signalen im
Western Blot iiberein (Abbildung 3.11) und fiihrt zu der Vermutung, dass KCNQI insgesamt

starker als die tibrigen KCNQ Kanéle exprimiert wird.
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Abbildung 3.28: Experimente zur putativen Phosphorylierung von KCNQS. Membranpriparationen
transient mit KCNQ1HA, KCNQ5SHA und KCNQ5S600EHA transfizierter EBNA Zellen wurden mit alkalischer
Phosphatase aus dem Darm von Kilbern (CIAP) behandelt und darauf in vitro mit radioaktivem  P-32 y-ATP
phosphoryliert. Die Charakterisierung erfolgte durch eine anschlieBende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
und Western Blot Analyse mit dem monoklonalen 3F10 Antikorper (Roche, Mannheim, Deutschland). Zu-
sitzlich wurden nicht mit CIAP behandelte aber dennoch mit P-32 y-ATP in vitro phosphorylierte Proben auf-
getragen. Als Kontrolle fiir eine erfolgreiche Protein Kinase A (PKA) abhidngige Phosphorylierung diente ein
Ansatz ohne PKA. Die Pfeile zeigen einmal die im Western Blot detektierten Signale fiir die HA markierten
Proteine von KCNQ1HA, KCNQ5 und KCNQ5S600EHA. Die Autoradiographie ergab nur ein Signal fiir das in
vitro phosphorylierte KCNQIHA.

Das Signal fiir KCNQIHA war stets stirker als das Signal fiir KCNQSHA oder KCNQS5-
S600EHA, obwohl gleiche Mengen an prépariertem Membranprotein fiir die Western Blot
Analyse verwendet wurde. Fiir die in vitro Phosphorylierung von KCNQ1HA, KCNQ5SHA
und KCNQ5-S600E wurden die préparierten Membranproteine zusitzlich mit 3F10
Antikorper immunprézipitiert, um den Anteil der zu untersuchenden Proteine im Vergleich zu
den iibrigen Membranproteinen der EBNA Zellen zu erhohen. Zusitzlich wurden
Doppelansitze verwendet. Jeweils eine Probe wurde mit alkalischer Phosphatase aus dem
Darm von Kilbern behandelt, um sicherzustellen, dass geniigend dephosphoryliertes Protein
fir die in vitro Phosphorylierung zur Verfiigung steht. Als weitere Kontrollen dienten
entweder Versuchsansitze ohne Membranprotein nur mit Kinasepuffer und 3F10 Antikorper
oder Membranpriparate von KCNQS5, die fiir die in vitro Phosphorylierung mit P-32 y-ATP,
aber ohne PKA behandelt wurden.

Die Abbildung 3.28 zeigt neben der Western Blot Analyse fiir die untersuchten Kanile
KCNQIHA, KCNQSHA und KCNQ5-S600EHA auch das Ergebnis fiir die in vitro
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Phosphorylierung der mit P-32 y-ATP und PKA behandelten KCNQ Kanile. Fiir das in
EBNA Zellen sehr stark iiberexprimierte KCNQ1HA konnte durch Autoradiographie mit P-
32 eine in vitro Phosphorylierung nachgewiesen werden. Die Stirke des radioaktiven Signals
fiir die zuvor mit alkalischer Phosphatase aus dem Darm von Rindern (CIAP) behandelte
Probe von KCNQI1HA unterschied sich dabei nicht von der nicht mit CIAP behandelten
Probe. Fiir die beiden ebenfalls in EBNA Zellen tiberexprimierten KCNQ Kanile KCNQSHA
und KCNQ5-S600E konnte kein Signal nach Behandlung mit P-32 nachgewiesen werden.
Moglicherweise liegt dies aber an der Versuchsdurchfiihrung, da auch eine zusitzlich
durchgefiihrte Prézipitation von KCNQS5 nicht zu einer gewiinschten Zunahme der
Signalstirke im Western Blot fiihrte. Das radioaktive Signal fiir KCNQI ist auch nur schwach
zu sehen, obwohl KCNQI1 sehr viel stirkere Signale im Western Blot zeigt. Es ist daher
wahrscheinlich, dass eine Phosphorylierung von KCNQS5 aufgrund der Nachweisgrenze nicht
dokumentiert werden konnte, oder aber KCNQS5 generell nicht PKA abhingig phosphoryliert

wird.

3.2 Charakterisierung polyklonaler Antikorper gegen KCNQ2 und KCNQ3
aus Kaninchen

Die Charakterisierung der meisten transient in COS-7 oder auch EBNA Zellen transfizierten
KCNQ Kanile erfolgte hauptsédchlich durch amino- oder auch carboxyterminal angefiigte HA
oder FLAG Erkennungssequenzen. Durch das Anfiigen dieser Erkennungssequenzen kann
aber unter Umstidnden die Eigenschaft und Funktionsweise der zu untersuchenden Proteine
beeintrichtigt werden. Daher erfolgten in der Regel die weiteren physiologischen Unter-
suchungen von mit cRNA von KCNQ Kanilen injizierten Xenopus laevis Oozyten ohne HA
oder FLAG Erkennungssequenz. Zudem sind gut funktionierende Antikorper unumgénglich
fiir die Untersuchung der Heteromerisierung von KCNQ2 und KCNQ3 aus nativen Geweben,
beispielsweise dem Gehirn. Aus diesem Grund und zur zusitzlichen Verifizierung von
Western Blot Analysen wurden im Rahmen dieser Arbeit insgesamt vier Antikorper, jeweils
zweil gegen KCNQ2 und zwei gegen KCNQ3 entwickelt.

Die Abbildung 3.29 gibt einen Uberblick der Aminosiureabfolge fiir die Epitope der in
Kaninchen produzierten polyklonalen Antikérper 391.1 und 392.1 gegen KCNQ?2, sowie fiir
die Epitope der beiden weiteren polyklonalen Antikorper 393.1 und 394.1 gegen KCNQ3.
Das Epitop von 391.1 gegen KCNQ?2 befindet sich hinter der sechsten Transmembrandomiine
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Abbildung 3.29: Schematische Ubersichtsskizze fiir die Epitope der in Kaninchen produzierten poly-
klonalen Antikorper (A) 391.1 und 392.1 gegen das humane KCNQ2 und der weiteren polyklonalen Anti-
korper (B) 393.1 und 394.1 gegen das humane KCNQ3. (A) Das Epitop fiir 391.1 mit der Aminosidureabfolge
GLAFRKDPPEPSPS befindet sich stromaufwirts vor der ersten TCC-Domine TCC1, das Epitop des weiteren
polyklonalen Antikorpers 392.1 der Aminosidureabfolge GAKEPEPAPPYHSPEDSREH carboxyterminal hinter
der zweiten TCC-Domidne TCC2 der humanen o-Untereinheit von KCNQ2. (B) Die Epitope der beiden poly-
klonalen Antikorper 393.1 und 394.1 der Aminosdureabfolge SSPAEAEKKEDNRYSD und
GPYSDRISPRQRRSIT gegen die a-Untereinheit des humanen KCNQ3 befinden sich jeweils stromabwiérts der
zweiten TCC-Domine TCC2 von KCNQ3.

S6 und vor der ersten TCC-Domine TCC1 von KCNQ2, wohingegen sich das Epitop des
Antikorpers 392.1 gegen KCNQ2 hinter der zweiten TCC-Domédne TCC2 von KCNQ2
befindet. Die Epitope der weiteren polyklonalen Antikorper 393.1 und 394.1 gegen KCNQ3
befinden sich dagegen beide im carboxyterminalen Bereich von KCNQ3 hinter dessen si-
Domine. Fiir die Charakterisierung der beiden polyklonalen Antikorper 391.1 und 392.1
gegen KCNQ2 und der beiden weiteren polyklonalen Antikorper 393.1 und 394.1 gegen
KCNQ3 wurden COS-7 Zellen transient mit KCNQ2FLAG oder KCNQ3HA transfiziert. Als
Kontrolle dienten nicht transfizierte COS-7 Zellen. In der anschlieBenden Western Blot
Analyse wurden die priparierten Membranlysate der sowohl transfizierten als auch nicht
transfizierten COS-7 Zellen mit einer 1:200 Verdiinnung der gereinigten polyklonalen
Antikorper behandelt und unter Verwendung eines mit Meerrettichperoxidase gekoppelten
sekundiren Antikorpers entwickelt. Die Abbildung 3.30 gibt einen Uberblick iiber die durch
Western Blot Analyse erzielten Ergebnisse fiir die vier polyklonalen Antikdrper aus
Kaninchen gegen KCNQ2 und KCNQ3. Zur Untersuchung der Spezifitit der gereinigten
polyklonalen Antikoper und zur Uberpriifung der Reaktivitit gegeniiber endogen exprimierten
KCNQ Kanilen wurden des weiteren Membranpréparate der neuronalen NG108-15 Zellen fiir

die Western Blot Analyse verwendet. In elektrophysiologischen Untersuchungen konnten fiir
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Abbildung 3.30: Western Blot Analyse der polyklonalen Antikorper 391.1 und 392.1 gegen das humane
KCNQ2FLAG, sowie der polyklonalen Antikorper 393.1 und 394.1 gegen das humane KCNQ3HA an-
hand von transient mit KCNQ2FLAG oder KCNQ3HA transfizierten COS-7 Zellen. Als Kontrolle dienten
Membranpriparationen nicht transient mit KCNQ2FLAG oder KCNQ3HA transfizierter COS-7 Zellen. Die in
COS-7 Zellen iiberexprimierte a-Untereinheit von KCNQ?2 (88kDa) wird von den polyklonalen Antikdrpern
391.1 und 392.1 erkannt. Auch die weitere in COS-7 Zellen iiberexprimierte a-Untereinheit KCNQ3 97(kDa)
wird von den polyklonalen Antikorpern 393.1 und 394.1 erkannt. ‘Die in elektrophysiologischen Experimenten
fir die neuronale Zelllinie NG108-15 beschriebenen und fiir den im Gehirn vorkommenden M-Strom ver-
antwortlichen Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3 lassen sich jedoch nicht mit den untersuchten Antikdrpern
391.1, 392.1, 393.1 und 394.1 in NG108-15 Membranpriparationen nachweisen. Die Nummern neben der
Bezeichnung der Antikorper 391.1, 392.1, 393.1 und 394.1 5297, 5298, 5299 und 5300 sind eine Bezeichnung
fiir die unterschiedlichen Kaninchen Individuen, die fiir die Produktion der Antikorperseren verwendet wurden.

NG108-15 Zellen Strome @hnlich dem M-Strom von Neuronen zugeordnet werden, was zu
der Vermutung fiihrt, dass sowohl KCNQ2, als auch KCNQ3 in NG108-15 Zellen ausgebildet
werden (Meves et al., 1999; Selyanko et al., 1999).

Sowohl der Antikorper 391.1, als auch der zweite Antikdrper 392.1 erkennen das transient in
COS-7 Zellen transfizierte und ungefahr 90kDa grole KCNQ2FLAG. Jedoch kann kein
endogenes Protein von KCNQ2 in Membranpréparaten von NG108-15 Zellen von den beiden
untersuchten polyklonalen Antikdrpern 391.1 und 392.1 erkannt werden. Auch die beiden
polyklonalen Antikorper 393.1 und 394.1 gegen KCNQ3 erkennen das transient in COS-7
Zellen transfizierte und ungefihr 100kDa grole KCNQ3HA, aber nicht das endogene Protein
von KCNQ3 in Membranpréparaten von NG108-15 Zellen.

Der polyklonale Antikorper 392.1 gegen KCNQ?2 erkennt aber nicht nur das Monomer von
KCNQ2FLAG. In Western Blot Analysen konnten weitere Signale fiir KCNQ2 nachgewiesen

werden, die aufgrund ihrer molekularbiologischen GroBe moglicherweise dem Dimer und
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Abbildung 3.31: Western Blot Analyse zur Charakterisierung der Spezifitiit des polyklonalen Antikorpers
392.1 gegen die humane a-Untereinheit von KCNQ2. Eine Membranpriparation transient mit KCNQ2FLAG
transfizierter COS-7 Zellen wurde mit unterschiedlicher SDS-Konzentration an reduzierendem Probenauftrags-
puffer fiir 30min bei 37°C inkubiert und anschlieBend durch eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese separiert. Die
Charakterisierung erfolgte durch anschlieBende Western Blot Analyse mit dem gereinigten polyklonalen Serum
392.1 gegen das humane KCNQ?2. Das Monomer von KCNQ?2 besitzt eine Grofle von 88kDa. Daneben wurden
weitere durch Pfeile markierte Signale beobachtet, die aufgrund ihrer molekularbiologischen Grofle moglicher-
weise dem Dimer und Trimer von KCNQ2 zuzuordnen sind. Mit steigender SDS-Konzentration im Auftrags-
puffer nimmt die Stédrke der Signale fiir das putative Dimer und Tetramer von KCNQ?2 ab, das Signal fiir das
Monomer von KCNQ?2 hingegen wird leicht verstirkt.

Trimer der FLAG markierten KCNQ Untereinheit KCNQ2 zuzuordnen sind. Aus diesem
Grund wurde das préparierte Membranprotein von KCNQ2 mit unterschiedlich stark SDS-
haltigem Auftragspuffer versehen. Die eingesetzten Auftragspuffer enthielten ebenfalls die
reduzierende Substanz Dithiothreitol, kurz DTT, in einer Konzentration von 100mM. Die
Abbildung 3.31 zeigt Membranpriparate von mit KCNQ2FLAG transfizierten COS-7 Zellen,
die mit unterschiedlich stark SDS-haltigen Auftragspuffern fiir 30min bei 37°C denaturiert
wurden. Bei einer SDS-Konzentration von nur 0,5% im verwendeten Auftragspuffer ist nach
einer halbstiindigen Erwdrmung der Probe auf 37°C fiir die Western Blot Analyse ein Signal
fiir das Monomer, sowie das putative Dimer und Trimer von KCNQ2FLAG nachweisbar. Bei
einer SDS-Konzentration von 4% im Auftragspuffer wird das Signal fiir das Monomer von
KCNQ2FLAG bei ungefihr 90kDa stérker, die Signale fiir das putative Dimer (180kDa) und
Trimer von KCNQ2FLAG (270kDa) werden hingegen deutlich schwécher im Vergleich zu
den mit 0,5% SDS behandelten und mit dem polyklonalen Antikorper 392.1 gegen KCNQ2
detektierten Proben.

Des weiteren wurden Membranpriparate fiir mit KCNQ3HA transient transfizierten COS-7
Zellen ebenfalls durch zusitzliche Western Blot Analyse mit unterschiedlich stark SDS-kon-
zentriertem Probenauftragspuffer behandelt, um den polyklonalen Antikorper 394.1 gegen
KCNQ3 genauer zu charakterisieren. Die Abbildung 3.32 zeigt das Ergebnis fiir die Western
Blot Analyse der mit KCNQ3 transient transfizierten COS-7 Zellen und mit dem polyklonalen
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Abbildung 3.32: Western Blot Analyse zur Charakterisierung der Spezifitiit des polyklonalen Antikorpers
394.1 gegen die humane o-Untereinheit von KCNQ3. Membranpriparationen transient mit KCNQ3HA
transfizierter COS-7 Zellen wurden mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen in reduzierendem Proben-
auftragspuffer fiir 30min bei 37°C inkubiert und anschlieBend durch eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese
separiert. Die Charakterisierung erfolgte durch darauffolgende Western Blot Analyse mit dem gereinigten poly-
klonalen Serum 394.1 gegen das humane KCNQ3. Das Monomer von KCNQ3 besitzt eine Grole von 97kDa.
Daneben wurden weitere durch Pfeile markierte Signale beobachtet, die aufgrund ihrer molekularbiologischen
Grofie moglicherweise dem Dimer und Trimer von KCNQ3HA zuzuordnen sind. Bei einer SDS- Konzentration
von 4% im Auftragspuffer nimmt die Stirke der Signale fiir das putative Dimer und Trimer von KCNQ3HA ab.

Antikorper 394.1 gegen KCNQ3 charakterisierten Membranpriparate. Der polyklonale
Antikorper 394.1 erkennt ein Signal bei ungefdhr 100kDa, das dem Monomer von
KCNQ3HA zuzuordnen ist. Daneben werden zwei weitere Signale von dem 394.1 Antikorper
gegen KCNQ3 erkannt, die bei ungefihr 200kDa und 300kDa liegen und hochst
wahrscheinlich dem Dimer und Trimer von KCNQ3HA entsprechen. Ein Signal fiir das
putative Tetramer von KCNQ3HA konnte nicht detektiert werden. Als zusitzliche Kontrolle
wurden Membranprédparate von nicht transfizierten COS-7 Zellen fiir die Western Blot
Analyse verwendet. Der polyklonale Antikorper 394.1 gegen KCNQ3 erkennt fiir die
entsprechende Spur auch kein Signal fiir Proteinkomplexe von KCNQ3HA. Zur genaueren
Charakterisierung des polyklonalen Antikorpers 394.1 wurden die mit KCNQ3HA transient
transfizierten und priparierten Membranlysate von COS-7 Zellen ebenfalls mit vier unter-
schiedlich stark SDS-haltigen Probenauftragspuffern versehen und eine halbe Stunde bei
37°C inkubiert. Als Kontrolle dienten daneben Membranpréiparate von transient KCNQ3HA
transfizierten und nicht mit SDS behandelten COS-7 Zellen.

Aus der Abbildung 3.32 ist ersichtlich, dass bei einer SDS-Konzentration von 4% das Signal
fiir das putative Trimer verschwindet. Die Stédrke fiir das mit dem polyklonalen Antikorper
394.1 detektierte Signal fiir das putative Dimer von KCNQ3HA nimmt dabei ebenfalls
erheblich ab, so dass es sich bei dem beobachteten Signal hochstwahrscheinlich tatséchlich
um das Dimer von KCNQ3HA handelt.

Insgesamt ergeben die Versuche zur Charakterisierung der polyklonalen Antikorper 391.1 und

392.1 gegen KCNQ2, sowie der weiteren polyklonalen Antikorper 393.1 und 394.1 gegen
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KCNQ3, dass in COS-7 Zellen iiberexprimiertes Protein von KCNQ2 und KCNQ3 sehr
spezifisch erkannt wird. Mit den untersuchten Antikorpern kann auch eine mogliche
Multimerisierung von Proteinen nachgewiesen werden, wobei die endogen exprimierte
Untereinheit von KCNQ2 und KCNQ3 in nativen Gewebe, beispielsweise in NG108-15
Zellen nicht erkannt werden konnte. Es konnten ebenfalls keine Signale fiir KCNQ2 und
KCNQ3 fiir Membranpriparate aus dem Gehirn von Miusen in zusétzlich durchgefiihrten

Western Blot Analysen beobachtet werden (hier nicht gezeigt).

3.3 Einfluss der Porenregion von KCNQ1 (PQ1) und des C-Terminus
von KCNQ3 (CTQ3) auf die resultierenden Strome von KCNQ?2,
KCNQ4 und KCNQ5

3.3.1 Untersuchungen zur stromverstirkenden Wirkung der Porenregion
von KCNQ1 (PQ1) und des C-Terminus von KCNQ3 anhand von
KCNQ4 Chimiiren

Untersuchungen zur Interaktion von KCNQ3 ergaben, dass der C-Terminus von KCNQ3 fiir
die Interaktion mit KCNQ2 notwendig ist, und dass die fiir die Interaktion von KCNQ
Kanilen wichtigen Bereiche nicht wie bei Kanilen der Shaker-Familie mit der sogenannten
T1 Region aminoterminal gelegen sind (Schmitt et al., 2000; Schwake et al., 2000; Schwake
et al.,, 2003). Maljevic et al. konstruierten 2003 eine Chimédre von KCNQI mit dem
carboxyterminalen Bereich von KCNQ3, die als QICTQ3 bezeichnet wurde. Obwohl
KCNQ3 fiir sich allein nur Strome mit geringer Amplitude aufweist, fiihrt eine Koinjektion
von KCNQ2 und KCNQ3, oder von KCNQ?2 und der Chimidre Q1CTQ3 cRNA in Xenopus
laevis Oozyten zu einer Zunahme des gemessenen Stroms um den Faktor fiinfzehn bis dreilig
fiir den resultierenden heteromeren KCNQ Kanal im Vergleich zu den homomeren Kanilen
von KCNQ2 oder KCNQ3 (Maljevic et al.,2003). Aber auch fiir sich allein in Xenopus
Oozyten injiziert, sind die gemessenen Strome fiir die Chiméire von KCNQI1CTQ3 zehnfach
erhoht, im Vergleich zu den gemessenen Stromen fiir den homomeren KCNQ Kanal von
KCNQI. Zur genaueren Untersuchung iiber den stimulierenden Effekt des carboxyterminalen
Bereiches von KCNQ3 auf die in Xenopus Oozyten gemessenen Strome wurde im Rahmen

dieser Arbeit eine Chimire von KCNQ4 und KCNQ3 konstruiert, bei der der vordere Bereich
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Abbildung 3.33: Schematische Ubersicht iiber verschiedene Chimiiren von KCNQ4 (Q4) mit der
Porenregion von KCNQ1 (PQ1) oder dem carboxyterminalen Bereich von KCNQ3 (CTQ3). Die
Porenregion umfasst den Bereich zwischen den beiden Transmembrandominen S5 und S6 von KCNQ1 von
Position KCNQ1-D286 bis einschlielich KCNQI1-Q357, nebst der Turret Doméne mit der N-glykosydischen
Bindestelle an Position KCNQI-N289. Das 503 Aminosduren grofe carboxyterminale Bereich von
KCNQ3(CTQ3) beginnt direkt hinter der sechsten Transmembrandoméne von KCNQ3 an Position KCNQ3-
E369 und enthilt die si-Doméne von KCNQ3 mit den beiden hochgradig helikal spiralisierten TCC-Doménen
TCC1 und TCC2. Die Chimiare KCNQ4PQ1CTQ3 enthilt sowohl die 36 Aminosduren grofle Porenregion von
KCNQ1 (PQ1), die zur besseren Verdeutlichung rot umrandet ist, als auch der C-Terminus von KCNQ3 (CTQ3)
mit dem Proteinriickgrat von KCNQ4. Der Austausch der Porenregion von KCNQ4 gegen die Porenregion von
KCNQ1 (PQ1) erfolgte fiir KCNQ4 von Position KCNQ4-D262 bis einschlieflich KCNQ4-H292. Der
Austausch des C-Terminus von KCNQ4 gegen den carboxyterminalen Bereich von KCNQ3 (CTQ3) erfolgte
von Position KCNQ4-E336.

bis einschlieBlich zur sechsten Transmembrandoméne (S1 bis S6) der Sequenz von KCNQ4
entsprach und der C-Terminus von KCNQ4 ab Position KCNQ4-E336 gegen den C-Terminus
von KCNQ3 ausgetauscht wurde. Die Strome der konstruierten Chimidre KCNQ4CTQ3
wurden mit dem Strom von KCNQ4 verglichen.

Gleichzeitig erfolgte die Untersuchung iiber die stimulierende Wirkung fiir Chiméren mit der
Turret Domine von KCNQ1 und der N-Glykosylierungsseite an Position KCNQI1-N289 auf
die Amplitude des resultierenden Stroms. Schenzer et al. konnten 2005 fiir Chimiren von
KCNQ3 mit der Porenregion von KCNQI, beispielsweise KCNQ3(S5-P-S6;Q1) und
KCNQ3(TD;Q1), in Experimenten mit injizierten Xenopus Oozyten zeigen, dass das Einfiigen
der Porenregion von KCNQI1 (PQ1) mit der darin befindlichen Turret Doméne zu groB3eren
Stromen im Vergleich zu nur mit KCNQ?3 injizierten Xenopus Oozyten fiihrt, und dass dieser
beobachtete Effekt moglicherweise mit einer ebenfalls erhohten Oberflichenexpression der
Chimire einhergeht. Zur Untersuchung dieses beobachteten Phinomens wurden weitere
Chiméren konstruiert, bei denen die Porenregion von KCNQI1 gegen die Porenregion der
weiteren KCNQ Kanidle KCNQ2, KCNQ4 und KCNQS5 ausgetauscht und die als KCNQ2-
(PQI), KCNQ4(PQT1) und KCNQ5(PQT1) bezeichnet wurden. Die Abbildung 3.33 gibt einen
Uberblick iiber die zuerst fir KCNQ4 konstruierten Chimiren. Die Chimire von KCNQ4,
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Abbildung 3.34: Ubersicht iiber die fiir die Chimiren Q4PQ1, Q4CTQ3 und Q4PQ1CTQ3 gemessenen
Strome. cRNAs von KCNQ4 (Q4), Q4PQI1, Q4CTQ3 und Q4PQ1CTQ3 wurden in Xenopus Oozyten injiziert.
Nach einem Zeitraum von drei bis fiinf Tagen wurden die injizierten Xenopus Oozyten elektrophysiologisch
untersucht. Die Auswertung erfolgte anhand des Computerprogramms pCLAMP Version 9.2.0.09 (Axon
Instruments, Inc., USA) an einem IBM kompatiblen Computer. Zusitzlich befindet sich unterhalb der Strom-
kurven eine schematische Darstellung fiir die untersuchten Kanile. Das Proteinriickgrat von KCNQ4 ist in blau
abgebildet. Die Poreregion von KCNQI wurde zur besseren Ubersicht griin markiert und der C-Terminus von
KCNQ3 ist in rot dargestellt.

KCNQ4(PQ1)CTQ3, besal sowohl die Porenregion von KCNQI (PQ1), als auch den
carboxyterminalen Bereich von KCNQ3.

Die gemessenen Stromkurven zeigen fiir den homotetrameren Kanal von KCNQ4(PQl1)
deutlich verstarkte Strome im Vergleich zum homotetrameren Kanal von KCNQ4. Auch die
nur mit cRNA von KCNQ4CTQ3 injizierten Xenopus Oozyten zeigten groflere Strome im
Vergleich zu nur mit cRNA von KCNQ4 injizierten Xenopus Oozyten. Ein Vergleich der
beiden Strome fiir die Chimidren Q4TDQ1 und Q4CTQ3 ergab um den Faktor drei verstirkte
Strome fiir nur mit cRNA von Q4CTQ3 injizierte Xenopus Oozyten im Vergleich zu nur mit
cRNA von Q4TDQI1 injizierte Oozyten.

Es konnte gezeigt werden, dass der Austausch der Porenregion von KCNQ4 gegen die

Porenregion von KCNQI analog zu den Beobachtungen von Schenzer et al., 2005 zu eben-
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Abbildung 3.35: Zusammenfassende Ergebnisse fiir die elektrophysiologisch untersuchten Chiméren
Q4PQ1, Q4CTQ3 und Q4PQI1CTQ3. (A) Strom-/Spannungskurven fiir die bei 40mV anhand von KCNQ4
(Q4) normierten Strome von Q4PQ1, Q4CTQ3 und Q4PQICTQ3. (B) Vergleich der anhand von KCNQ4
normierten maximalen Strome bei 40mV Spannung. Die Strome von Q4PQl sind etwa doppelt, die von
Q4CTQ3 etwa fiinf- bis sechsmal, die von Q4PQ1CTQ3 etwa neunmal so grofl wie der Strom fiir KCNQ4 bei
40mV.

falls erhohten Stromen fiihrt. Moglicherweise besitzt die Porenregion von KCNQI1 insgesamt
einen Strom verstirkenden Effekt. Beispielsweise durch spezielle Modifikationen im Bereich
der Porenregion von KCNQI, die einen verstirkenden Effekt auf die in Xenopus Oozyten
gemessenen Strome ausiiben.

Die groften Strome konnten fiir die weitere KCNQ4 Chimire -KCNQ4(PQ1)CTQ3- mit der
Porenregion von KCNQI und dem C-Terminus von KCNQ3 beobachtet werden. Die
Abbildung 3.34 gibt einen Uberblick iiber die GroBe der Amplitude der fiir einen Zeitraum
von zweieinhalb Sekunden gemessenen Strome von KCNQ4, KCNQ4(PQ1), KCNQ4CTQ3
und KCNQ4(PQ1)CTQ3. Die beiden Chimidren KCNQ4(PQ1)CTQ3 und KCNQ4CTQ3 mit
dem C-Terminus von KCNQ3 zeigen deutlich verinderte Eigenschaften fiir die mit Hilfe der
Zwei-Elektrodenklemmen-Methode gemessenen Strome im Vergleich zu den gemessenen
Stromen von KCNQ4 und KCNQ4(PQ1). Die beiden Kanile KCNQ4(PQ1)CTQ3 und
KCNQ4CTQ3 o6ffnen deutlich schneller, im Vergleich zu den beiden nur langsam 6ffnenden
Kanilen KCNQ4 und KCNQ4(PQ1).

Es konnte daher analog zu den Ergebnissen von Maljevic et al., 2003 gezeigt werden, das der
Austausch des C-Terminus von KCNQ4 gegen den carboxyterminalen Bereich von KCNQ?3
ebenfalls zu einer Steigerung der fiir die Chimidre KCNQ4CTQ3 in Xenopus Oozyten
gemessenen Strome fithrt. Da KCNQ3 jedoch nur Strome mit einer geringen Amplitude zeigt,
sind eventuell Bereiche vor dem C-Terminus von KCNQ3 fiir diesen Strom erniedrigenden
Effekt verantwortlich. Moglicherweise wird die Hohe der Strome von KCNQ3 durch ein

Zusammenwirken des C-Terminus von KCNQ3 mit der Porenregion von KCNQ3 gesteuert.
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Abbildung 3.36: Western Blot Analyse der in Xenopus Oozyten injizierten cRNAs der Chiméren von
KCNQ4 Q4PQ1, Q4CTQ3, Q4PQ1CTQ3. Die Charakterisierung der in den Xenopus Oozyten exprimierten
Chimire erfolgte anhand des (C-20) Antikorpers gegen KCNQ4 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
USA). AnschlieBend wurde die Membran fiir eine Wiederverwendung aufbereitet und erneut mit dem
gereinigten polyklonalen Antikorper 393.1-5299 detektiert. Als Kontrolle dienten ausschlieBlich mit KCNQ3
injizierte Oozyten, sowie nicht injizierte Oozyten.

Durch den gleichzeitigen Austausch der Porenregion von KCNQ4 gegen die Porenregion von
KCNQI, sowie des C-Terminus von KCNQ4 gegen den C-Terminus von KCNQ3 konnten
die gemessenen Strome fiir die weitere Chimére -Q4PQ1CTQI1- in ihrem Wert sogar noch
gesteigert werden.

Die Abbildung 3.35 (A) gibt einen Uberblick iiber die Strom-/Spannungskurven fiir die vier
untersuchten und fiir die bei einer Spannung von 40mV fiir KCNQ4 normierten Strome von
KCNQ4, KCNQ4(PQ1), KCNQ4CTQ3 und KCNQ4(PQ1)CTQ3. Demnach scheinen die vier
untersuchten Kanidle von KCNQ4 unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften zu
besitzen. KCNQ4, KCNQ4(PQ1) und KCNQ4CTQ3 6ffnen bei einer Spannung von ungefihr
—-60mV. KCNQ4(PQ1)CTQ3 hingegen scheint sogar schon bei einer Spannung von —-80mV
zu 6ffnen.

Der gleichzeitige Austausch der Porenregion von KCNQ4 gegen die Porenregion von
KCNQI, sowie des C-Terminus von KCNQ4 gegen den C-Terminus von KCNQ3 fiihrt zu
einer erkennbaren Verinderung der Offnungseigenschaften der Chimiren Kanile von
KCNQ4, da der Chimdre Kanal Q4PQICTQ3 bereits bei einer Spannung von —-80mV
gedffnet zu sein scheint (Abbildung 3.35A).

Die Abbildung 3.35 (B) zeigt zusammenfassend zur besseren Verdeutlichung die jeweils bei

einer Spannung von 40mV und fiir KCNQ4 normierten Stromkurven von KCNQA4,
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KCNQ4(PQ1), KCNQ4CTQ3 und KCNQ4(PQI1)CTQ3 im Vergleich iibereinander gelegt.
Der gemessene Strom von KCNQ4(PQ1) ist demnach doppelt, der gemessene Strom von
KCNQ4CTQ3 ungefihr fiinfmal und der Strom von KCNQ4(PQ1)CTQ3 ist ungefihr
neunmal so gro3 wie der fiir KCNQ4 in Xenopus Oozyten gemessene Strom.

Nach der erfolgten elektrophysiologischen Messung wurden die mit cRNA von KCNQ4,
KCNQ4(PQ1), KCNQ4CTQ3 und KCNQ4(PQI)CTQ3 injizierten Xenopus QOozyten
pripariert und durch eine Western Blot Analyse mit dem (C-20) KCNQ4 Antikoérper und
anschliefend mit dem gereinigten Serum 393.1 gegen KCNQ3 charakterisiert. Es sollte mit
Hilfe der Western Blot Analyse iiberpriift werden, ob die in Xenopus Oozyten gemessenen
Strome fiir die Chimidren KCNQ4(PQ1), KCNQ4CTQ3 und KCNQ4(PQ1)CTQ3 ebenfalls
mit einer gesteigerten Proteinexpression in Zusammenhang stehen. Die Abbildung 3.36 zeigt
das Ergebnis fiir die Western Blot Analyse. Als Kontrolle dienten nur mit KCNQ3 oder nicht
injizierte Membranprédparate von Xenopus Oozyten. Der (C-20) KCNQ4 Antikorper zeigte
fiir KCNQ4 und KCNQ4(PQ1) ein Signal bei ungefihr 72kDa. Die beiden weiteren Chiméren
KCNQ4CTQ3 und KCNQ4(PQI)CTQ3 mit dem gegen den C-Terminus von KCNQ4
ausgetauschten, lingeren carboxyterminalen Bereich von KCNQ3 zeigten im Western Blot
Signale bei ungefiahr 90kDa bis 95kDa. Als Beweis, dass die beiden Chiméren von KCNQ4 -
KCNQ4CTQ3 und KCNQ4(PQ1)CTQ3- das carboxyterminale Ende von KCNQ3 besallen,
wurde der Western Blot anschlieBend erneut, diesmal mit dem gereinigten polyklonalen
Serum 393.1 gegen KCNQ3 detektiert. Auch der gereinigte polyklonale Antikdrper 393.1
gegen KCNQ3 zeigte fiir die beiden Chimidren KCNQ4CTQ3 und KCNQ4(PQ1)CTQ3 ein
Signal bei ungefahr 90kDa bis 95kDa und fiir KCNQ3 ein Signal bei ungefidhr 100kDa.
Jedoch konnte keine gesteigerte Proteinexpression fiir die untersuchten Chimiére
KCNQ4(PQ1), KCNQ4CTQ3 und KCNQ4(PQI)CTQ3 entdeckt werden, so dass die
beobachteten erhohten Strome mdoglicherweise allein aufgrund einer verdnderten

Offenwahrscheinlicht der chiméiren Kanile beruhen.

3.3.2 Untersuchungen zur Strom verstirkenden Wirkung der Porenregion
von KCNQ1 (PQ1) anhand von KCNQ2 und KCNQS5 Chiméren

Die Abbildung 3.37 gibt einen Uberblick iiber die Chimiren KCNQ2(PQ1), KCNQ4(PQ1)
und KCNQS5(PQ1) mit der Porenregion von KCNQI im Vergleich zu den unverénderten
Kanilen KCNQI, KCNQ2, KCNQ4 und KCNQS5.
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Abbildung 3.37: Schematische Ubersicht iiber die Chimiiren bestehend aus dem Riickgrat von KCNQ2
(Q2), KCNQ4 (Q4) und KCNQ5 (Q5) mit der Porenregion von KCNQ1 (PQ1). Daneben sind jeweils die
schematischen Ubersichtsgraphiken fiir die unverinderten a-Untereinheiten KCNQ2, KCNQ4 und KCNQ5
abgebildet. Der Austausch der Porenregion von KCNQ2 gegen die Porenregion von KCNQI1 (PQ1), die hier zur
besseren Verdeutlichung rot umrandet wurde, erfolgte von Position KCNQ2-G256 bis einschlieBlich KCNQ2-
Q286. Der Austausch der Porenregion von KCNQS5 gegen die Porenregion von KCNQI1 (PQ1) hingegen geschah
von Position KCNQS5-D255 bis einschlieSlich KCNQ5-L.285.

Die Strome fiir die untersuchten Chimiren von KCNQ2 und KCNQS5 mit der Porenregion von
KCNQ1 -KCNQ2(PQ1) und KCNQ5(PQ1)- unterschieden sich deutlich in der Grofle der
gemessenen Amplituden. Mit cRNA von KCNQS5(PQI1) injizierte Xenopus Oozyten zeigen
etwa einen doppelt so groen Strom im Vergleich zu allein mit cRNA von KCNQS5 injizierten
Xenopus Oozyten, fiir KCNQ2(PQI1) liegt die beobachtete Verstirkung des resultierenden
Stroms fiir mit cRNA injizierte Xenopus Oozyten sogar bei einem Faktor von sechs im
Vergleich zu den nur mit KCNQ2 cRNA injizierten Xenopus Oozyten. Die Abbildung 3.38
zeigt die Stromkurven fiir KCNQ2, KCNQ2(PQI1), KCNQS5 und KCNQ5(PQ1). Fiir KCNQS5
und KCNQS5(PQ1) scheinen die Stromkurven nahezu gleich, mit Ausnahme der Hohe des
gemessenen Stroms von KCNQS5(PQ1), der in seinem Wert doppelt so grof} ist wie der
gemessene Strom fiir KCNQS5 allein. KCNQ Kanile bestehend aus KCNQ2 und KCNQ2-
(PQI), sowie KCNQ4 und KCNQ4(PQ1) offnen bei einer Spannung von —60mV, wie die
Abbildung 3.39 verdeutlicht. Die Strom-/Spannungskurven fiir KCNQ5 und KCNQ5(PQ1)
hingegen beweisen, dass diese beiden Kanéle schon bei einer Spannung unter -60mV 6ffnen.

Fiir die drei Chimidren KCNQ2(PQ1), KCNQ4(PQ1) und KCNQ5(PQ1) steigt die Strom-
/Spannungskurve im Vergleich zu KCNQ2, KCNQ4 oder KCNQS5 deutlich steiler an. Die
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Abbildung 3.38: Ubersicht iiber die fiir KCNQ2 (Q2), Q2PQ1, KCNQ5 (Q5) und Q5PQI1 gemessenen
Strome. Xenopus laevis Oozyten wurden mit cRNA von Q2, Q2PQ1, Q5 und Q5PQ1 injiziert. Die elektro-
physiologische Auswertung erfolgte zwei bis fiinf Tage nach der cRNA Injektion. Eine Ubersicht iiber die
untersuchten Kanile bieten zusitzlich die unterhalb der Stromkurven abgebildeten schematischen Abbildungen.
Die Proteinriickgriter von KCNQ2 und KCNQS5 wurden gelb bzw. violett dargestellt Die Porenregion von
KCNQ!1 wurde in griin hervorgehoben.

Abbildung 3.39 (D) zeigt zusammenfassend die fiir den jeweils dazugehorigen Wildtyp,
KCNQ2, KCNQ4 oder KCNQS bei einer Spannung von 40mV normierten Strome fiir
KCNQ2(PQ1), KCNQ4(PQ1) und KCNQ5(PQ1).

Im Anschluss zu den elektrophysiologischen Untersuchungen wurden die mit cRNA fiir
KCNQ2 und KCNQ2(PQT1) untersuchten Xenopus Oozyten homogenisiert und die Membran-
proteine der untersuchten Oozyten pripariert. Die Abbildung 3.40 zeigt die Western Blot
Analyse fiir die mit cRNA von KCNQ2 und KCNQ2(PQ1) injizierten Xenopus Oozyten. Die
Charakterisierung erfolgte unter Verwendung des polyklonalen Antikorpers 392.1 gegen
KCNQ2. KCNQ2 und KCNQ2(PQ1) zeigten ein Signal bei ungefiahr 90kDa. Genau wie fiir
die untersuchte Chimidre KCNQ4(PQ1) konnte im Western Blot keine Zunahme des Signals
von KCNQ2(PQI1) im Vergleich zu dem Signal von KCNQ?2 beobachtet werden. Auch hier

scheint durch den Austausch der Porenregion von KCNQ2 gegen die Porenregion von
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Abbildung 3.39: Einfluss der Porenregion von KCNQ1 (PQ1) auf die spannungsabhingigen KCNQ
Kanile KCNQ2, KCNQ4 und KCNQS5. Strom-/Spannungsdiagramme fiir KCNQ2 (Q2) und KCNQ2PQ1 (A),
KCNQ4 (Q4) und KCNQ4PQ1 (B), KCNQS5 (Q5) und KCNQS5PQI. (D) Balkendiagramm mit dem bei 40mV
auf die Werte der Wildtypkanidle KCNQ2, KCNQ4 und KCNQS5 normierten Strome von KCNQ2PQI,
KCNQ4PQ1 und KCNQSPQI1. Den groBten Effekt erzielte der Austausch der Porenregion von KCNQ2 mit der
Porenregion von KCNQI.

KCNQI keine erhohte Expression der Kanalproteine stattzufinden. Die Abbildung 3.41 zeigt
die Western Blot Analyse fiir die mit cRNA von KCNQS5 oder KCNQ(PQI) injizierten
Xenopus Oozyten unter Verwendung des KCNQS5 Antikorpers (C-17) von Santa Cruz Bio-
technology Inc.. Als Kontrolle dienten nicht mit cRNA injizierte Xenopus Oozyten.
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Abbildung 3.40: Western Blot Analyse der mit cRNA von KCNQ2PQ1 injizierten Xenopus Oozyten. Die
Charakterisierung der mit KCNQ2PQI cRNA injizierten und priparierten Membranen erfolgte unter
Verwendung des polyklonalen 392.1-5998 Antikorpers. Der Pfeil markiert das fiir KCNQ2PQ1 erhaltene Signal.
Als Kontrolle dienten ausschlieBlich mit KCNQ2 cRNA injizierte Oozyten.
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Abbildung 3.41: Western Blot Analyse der mit cRNA von KCNQ5SPQ1 und KCNQS5 injizierten Xenopus
Qozyten. Die Charakterisierung erfolgte anhand des Anti KCNQ5 Antikorpers (C-17) von Santa Cruz Bio-
technology Inc. (Santa Cruz, USA). Als Kontrolle dienten ausschlieflich mit KCNQS5 injizierte und nicht in-
jizierte Xenopus laevis Oozyten. Der Pfeil zeigt auf die detektierten Signale fiir KCNQS und die Chiméren
KCNQS5PQI und KCNQS5(S5S6Q4).

Die fiir KCNQS5 und KCNQ5(PQ1) detektierten Signale lagen bei ungefiahr 95kDa. Es konnte
gezeigt werden, dass der Austausch der Porenregion von KCNQ2, KCNQ4 und KCNQS5
gegen die Porenregion von KCNQI1 insgesamt einen stimulierenden Effekt auf die Hohe der
gemessenen Strome fiir die Chimidren KCNQ2(PQ1), KCNQ4(PQ1) und KCNQ5(PQI1) im
Vergleich zu den unverdnderten Kanidlen von KCNQ2, KCNQ4 und KCNQ5 hat. Diese
Beobachtung konnte moglicherweise mit der fiir die Porenregion von KCNQI1 beschriebenen
N-Glykosylierungsstelle in Zusammenhang stehen. Beispielsweise konnte eine N-
Glykosylierung einen verstirkten Transport an die Zelloberfliche begiinstigen, so dass
eventuell eine grofere Anzahl von Kanédlen gleichsam zu einer Erhohung der gemessenen

Strome gefiihrt hat.

3.3.3 Vergleichende Untersuchungen zur Expression von KCNQ1 und
KCNQS in COS-7 Zellen

Die fiir KCNQ3(PQ;1) von Schenzer et al., 2005 beobachteten grofleren Strome, im Vergleich
zu KCNQ3, sollten in Zusammenhang mit einer erhohten Oberflichenexpression von
KCNQ3(PQ;1) im Vergleich zu KCNQ3 stehen. Hierfiir wurden wiederholt um den Faktor 10
verstarkte Signale fiir Western Blot Analysen des carboxyterminal HA markierten Kanals
KCNQI1 im Vergleich zu den Signalen des ebenfalls carboxyterminal HA markierten Kanals
von KCNQS5 beobachtet. Da KCNQI als einziger KCNQ Kanal eine N-Glykosylierungsstelle

besitzt, wurde vermutet, dass der Austausch der Porenregion von KCNQS5 gegen die Poren-
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Abbildung 3.42: Western Blot Analyse der transient in COS-7 transfizierten und HA markierten KCNQ
Kaniéle KCNQ1HA, KCNQSHA und KCNQPQI1HA. Die Detektion erfolgte mit Hilfe des Anti HA Anti-
korpers 3F10 (Roche, Mannheim, Deutschland). Die Expression von KCNQ1 ist deutlich verstdrkt im Vergleich
zur nahezu gleich starken Expression von KCNQ5 und KCNQ5PQI.

region von KCNQ1 ebenfalls zu stiarkeren Signalen in Western Blot fithrt. Moglicherweise ist
dies auch der Grund, warum KCNQI1 jeweils stirkere Signale im Western Blot ergibt als die
anderen KCNQ Kanile KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 und KCNQ?5.

Zur Untersuchung der Annahme, dass die N-Glykosylierung von KCNQI1 fiir die erhohte
Proteinexpression verantwortlich ist, wurde die Chiméare KCNQS5(PQ1) mit der Porenregion
von KCNQI in einen eukaryotischen Expressionsvektor kloniert und ebenfalls carboxy-
terminal HA markiert. AnschlieBend wurden COS-7 Zellen transient mit KCNQIHA,
KCNQSHA und KCNQS5(PQ1)HA transfiziert. Die Abbildung 3.42 zeigt das Ergebnis fiir die
Western Blot Analyse der mit KCNQIHA, KCNQSHA und KCNQS5(PQI1)HA transfizierten
COS-7 Zellen. Die Charakterisierung des Western Blots erfolgte unter Verwendung des 3F10
Antikorpers. KCNQI1HA zeigte im Western Blot ein Signal bei ungefihr 65kDa, KCNQSHA
und KCNQS5(PQ1)HA hingegen bei ungefihr 95kDa. Wie des ofteren beobachtet, war das
Signal im Western Blot fiir KCNQIHA deutlich stirker im Vergleich zu KCNQSHA und
KCNQ5(PQ1)HA. Fiir KCNQSHA und KCNQS5(PQ1)HA konnte kein Unterschied in Bezug
auf die im Western Blot beobachteten Signale wahrgenommen werden.

Insgesamt konnte durch den Austausch der Porenregion von KCNQS5 gegen die Porenregion
von KCNQI keine Verstirkung in Bezug auf die Proteinexpression in COS-7 Zellen

beobachtet werden.
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3.3.4 Untersuchungen zur Strom erniedrigenden Wirkung der Turret
Doméne und des C-Terminus von KCNQ3 (TDQ3) anhand von
Chiméaren mit KCNQ1

Da die Porenregion von KCNQI1 einen stimulierenden Effekt auf die Grofe der gemessenen
Strome fiir die Chimédren KCNQ2(PQ1), KCNQ4(PQ1) und KCNQS5(PQ1) ausiibte, wurde im
Folgenden untersucht, inwieweit sich der Austausch der Turret Doméne von KCNQ3 ohne die
fiir die Porenregion von KCNQI1 beschriebene N-Glykosylierungsstelle auf die resultierenden
Strome von KCNQI1 auswirkt. Die Chimidre von KCNQI, bei der die Turret Doméne von
KCNQI gegen die Turret Domédne von KCNQ3 ausgetauscht wurde, hieB KCNQI1TDQ3.
Zusatzlich wurde eine weitere Chimire kloniert, bei der ebenfalls die Turret Domine von

KCNQI1 gegen die Turret Doméne von KCNQ3 ausgetauscht wurde und die auf der von

TCC1 TCC2
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Abbildung 3.43: Schematische Ubersicht iiber verschiedene Chiméiren von KCNQ1 (Q1) mit der Turret
Domine von KCNQ3 (TDQ3) oder dem carboxyterminalen Bereich von KCNQ3 (CTQ3). Der Bereich der
Hturret domain“ macht nur einen Teil der gesamten, zwischen den Transmembranregionen S5 und S6 be-
findlichen Porenregion aus. KCNQ3 besitzt keine N-Glykosylierungsstelle im Bereich der Turret Doméne von
Position KCNQ3-V286 bis KCNQ3-T302. Der Austausch der Turret Domidne von KCNQ1 gegen die Turret
Domine von KCNQ3 erfolgte von Position KCNQ1-A287 bis KCNQ1-S298. Die Chimidre KCNQ1CTQ3 wurde
2003 von Snezana Maljevic kloniert. Der C-Terminus von KCNQ3 beginnt direkt hinter der sechsten Trans-
membrandoméne von KCNQ3 und enthilt die si-Doméne von KCNQ3 mit den beiden hochgradig helikal
spiralisierten TCC-Doménen TCC1 und TCC2. Die Chimire KCNQITDQ3CTQ3 enthilt sowohl die Turret
Domine von KCNQ3, als auch den carboxyterminale Bereich von KCNQ3 mit den Proteinriickgrat von
KCNQI.
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Abbildung 3.44: Auswertung der elektrophysiologischen Untersuchungen fiir die mit cRNA von KCNQ1
(Q1), KCNQITDQ3, KCNQICTQ3 und KCNQITDQ3CTQ3 injizierten Xenopus Oozyten. (A) Strom-
/Spannungskurven fiir die untersuchten Chimidren von KCNQ1, KCNQITDQ3, KCNQICTQ3 und KCNQI-
TDQ3CTQ3. Die gemessenen Strome fiir KCNQI1TDQ3 und KCNQITDQ3CTQ3 sind unter 0,5uA. (B) Ver-
gleich der bei 40mV mit Q1 normierten Stréme von KCNQ1TDQ3, KCNQ1CTQ3 und KCNQITDQ3CTQ3 in
Form eines Balkendiagramms.

Maljevic et al., 2003 konstruierten Chimare KCNQ1CTQ3 basierte. Die Abbildung 3.43 gibt
einen Uberblick iiber die synthetisierten Chimiren KCNQ1TDQ3 und KCNQ1TDQ3CTQ?3,
sowie iiber die von Maljevic et al., 2003 konstruierte Chimédre KCNQI1CTQ3. Fiir mit cRNA
von KCNQI1CTQ3 injizierte Xenopus Oozyten konnte, im Gegensatz zu den von Maljevic et
al., 2003 beschriebenen Ergebnissen, ein nur fiinffach verstiarkter Strom im Vergleich zu nur

mit KCNQI1 cRNA injizierten Xenopus Oozyten beobachtet werden (Abbildung 3.44).
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Abbildung 3.45: Ubersicht iiber die fiir KCNQI1TDQ3 (A) und KCNQITDQ3CTQ3 (B) in Xenopus laevis
Qozyten gemessenen Strome. KCNQITDQ3 zeigt Strome, die in ihrer Form denen von KCNQI1 entsprechen.
Fir KCNQITDQ3CTQ3 konnten nur schwache Signale gemessen werden, die in ihrer Amplitude und Form
stark von denen der iibrigen KCNQ Kanile abweichen und eher unspezifisch erscheinen. Unterhalb der
Stromkurven befinden sich schematische Ubersichtsbilder zu den untersuchten Kanilen. In griin wurde das
Proteingriickgrat von KCNQ1 hervorgehoben. Von KCNQ3 stammende Proteinsequenzen wurden hingegen in
rot dargestellt.
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Abbildung 3.46: Expression von KCNQ1 (Q1), KCNQ1CTQ3, KCNQI1TDQ3 und KCNQITDQ3CTQ3
nach cRNA Injektion in Xenopus Oozyten. Der Santa Cruz Antikorper (H130) erkennt nur das
carboxyterminale Ende von KCNQI, beispielsweise fiir KCNQ1 (Q1) und KCNQI1TDQ3. “AuBerdem erkennt
der (H-130) Antikorper von Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, USA) ein weiteres unspezifisches
Signal bei ungefahr 80kDa. Die weiteren chiméren Proteine KCNQ1CTQ3 und KCNQ1TDQ3CTQ3 werden von
dem polyklonalen Antikorper 393.1 erkannt. Als Kontrolle dienten ausschlieflich mit KCNQ3 (Q3) cRNA
injizierte Xenopus Oozyten. Die Pfeile markieren die detektierten Signale fiir KCNQI1, KCNQITDQ3,
KCNQICTQ3, KCNQITDQ3CTQ3 und KCNQ3.

Fiir die konstruierte Chimire von KCNQI1 und KCNQ3 -KCNQITDQ3- konnte fiir mit
cRNA von KCNQITDQ3 injizierte Xenopus Oozyten nur ein sehr schwacher Strom
beobachtet werden. Fiir mit cRNA von KCNQTDQ3CTQ3 injizierte Xenopus Oozyten
wurden nur schwache Signale und keine richtigen Strome wahrgenommen, so dass es sich bei
KCNQTDQ3CTQ3 wahrscheinlich um keinen funktionstiichtigen Kaliumkanal handelt, wie
die Abbildung 3.45 verdeutlicht. Dennoch zeigte die Western Blot Analyse fiir die vier zuvor
elektrophysiologisch untersuchten KCNQ Kanidle KCNQI, KCNQITDQ3, KCNQICTQ3
und KCNQITDQ3CTQ3 positive Signale (Abbildung 3.46). Die Detektion der beiden
unmarkierten KCNQ Kanile KCNQI und KCNQITDQ3 aus Xenopus Oozyten mit dem
KCNQI1 Antikorper fiihrte zu positiven Signalen bei ungefidhr 65kDa bis 70kDa. Die beiden
Kanidle KCNQICTQ3 und KCNQITDQ3CTQ3 wurden aufgrund des ausgetauschten C-
Terminus nicht von dem Santa Cruz Antikorper gegen KCNQI erkannt. Die Detektion der
beiden weiteren KCNQ Kanile KCNQICTQ3 und KCNQITDQ3CTQ3 erfolgte unter
Verwendung des gereinigten polyklonalen Serums 393.1 gegen KCNQ3. Die GrofBe der
beobachteten Signale fiir die beiden durch Western Blot Analyse charakterisierten Chiméren

KCNQICTQ3 und KCNQITDQ3CTQ3 lag bei 95kDa. Als Kontrolle dienten nur mit cRNA
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von KCNQ3 injizierte Xenopus Oozyten, die im Western Blot mit dem eingesetzten
polyklonalen Antikorper 393.1 gegen KCNQ3 ein Signal bei 100kDa ergaben.

Ingesamt konnte gezeigt werden, dass der Austausch der Turret Domine von KCNQI1 gegen
die Turret Doméne von KCNQ3 zu einer Abnahme des gemessenen Stroms fiir die Chimére
QITDQ3 fiihrt. In weiteren elektrophysiologischen Experimenten mit der Chimire
QITDQ3CTQ3 kam es trotz des Austausches des C-Terminus KCNQI gegen den C-
Terminus von KCNQ3 nicht zu einer Steigerung der in Xenopus Oozyten gemessenen Strome.
Moglicherweise fiihrt ein Zusammenwirken des C-Terminus mit der Turret Domine von
KCNQ3 daher zu einer Regulation der Offnung von KCNQ3, wodurch die nur geringen
Strome fiir den homomeren Kanal von KCNQ3 im Vergleich zu den im Rahmen dieser Arbeit

untersuchten Chiméren mit dem C-Terminus von KCNQ3 zu erkldren wéren.

3.4 Pharmakologische Untersuchungen zur Wirkung von R-L3 auf die
Familie der spannungsabhingigen KCNQ Kaniile

3.4.1 Untersuchungen zur Interaktion von KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 und
KCNQS mit dem Benzodiazepin R-L3

Fir die Familie der spannungsabhingigen KCNQ Kanile sind eine Reihe von pharmako-
logischen Substanzen bekannt, die einen direkten Einfluss auf die elektrophysiologischen
Eigenschaften dieser Kaliumkanile ausiiben. Eine dieser Substanzen ist das zu den
Benzodiazepin gehorige R-L3. Die Wirkung von R-L3 auf die erste KCNQ o-Untereinheit
wurde 1998 von Salata et al. beschrieben. Die beobachteten Effekte von R-L3 auf KCNQI1
sind vielféltig. R-L3 ist demnach die erste pharmakologische Substanz, die einen
aktivierenden Einfluss auf den von KCNQ1 und KCNEI verursachten Ixs-Strom des Herzens
ausiibt. Fiir nur mit KCNQ1 injizierte Xenopus Oozyten konnte sogar ein noch stirkerer
Einfluss, als fiir mit KCNE und KCNQI1 koinjizierte Xenopus Oozyten beobachtet werden, da
der mogliche Bereich der Interaktion von R-L3 auf den Bereich der fiinften und sechsten
Transmembrandomine von KCNQI1 von Seebohm et al., 2003 eingegrenzt wurde. Der Effekt
von R-L3 auf die teilweise erst nach der Entdeckung von R-L3 weiteren beschriebenen KCNQ
o-Untereinheiten ist derzeit noch unbekannt. Aus diesem Grund wurden die weiteren KCNQ-
Kanile KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 und KCNQS5 unter Verwendung von R-L3 in mit cRNA

injizierten Xenopus Oozyten untersucht. Die Abbildung 3.47 zeigt den Effekt von dem in
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Abbildung 3.47: Effekt von R-L3 auf mit cRNA von KCNQ1 injizierte Xenopus Oozyten. Mit KCNQ1
cRNA injizierte Xenopus Oozyten wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen von 0,1pyM, 1uM und 10uM
an R-L3 behandelt. Die Normierung der Strom-/Spannungskurven erfolgte anhand der bei 40mV fiir den
unbehandelten Kanal KCNQI1 gemessenen Strome. Als zusitzliche Kontrolle erfolgte eine Messung mit dem R-
L3 Losungsmittel Dimethylsulfoxid, kurz DMSO, das ebenso wie das R-L3 1:1000 in ND-96 Puffer angesetzt
wurde.

DMSO angesetzten und in ND96 Puffer gelosten R-L3 auf mit cRNA von KCNQI injizierte
und elektrophysiologisch mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode unter-
suchte Xenopus Oozyten. Als Kontrolle fiir die verwendeten Losungsmittel diente nur mit
DMSO (1:1000) angereicherte ND96 Pufferlosung. Die gemessenen Strome fiir die mit einer
unterschiedlichen Konzentration an R-L3 behandelten und mit cRNA von KCNQI1 injizierten

Xenopus Oozyten wurden auf die Werte fiir die nur mit ND96 Puffer gemessenen Xenopus

bei 40mV normierte Strome

¢
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Abbildung 3.48: Effekt von R-L3 auf die anhand des unbehandeltem Kanals von KCNQ1 bei 40mV
normierten Strome. cRNA von KCNQI1 wurde in Xenopus Oozyten injiziert und nach drei Tagen unter
Verwendung der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode elektrophysiologisch untersucht. Die Messung
der in dem Bad befindlichen und mit KCNQI injizierten Oozyte erfolgte zuerst unter Verwendung von ND96
Puffer. AnschlieBend wurde die normale ND96 Pufferlésung gegen einen DMSO [1:1000] enthaltenden ND96
Puffer ausgetauscht. Erst darauf erfolgte die Messung der mit KCNQ1 injizierten Xenopus Oozyten fiir die drei
verschiedenen Konzentrationen von 0,1uM, 1uM und 10uM an dem Benzodiazepin R-L3.
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Abbildung 3.49: Effekt von R-L3 auf die a-Untereinheiten KCNQ2 (A), KCNQ3 (B), KCNQ4 (C) und
KCNQS (D). Gezeigt sind die Strom-/Spannungskurven fiir die Inaktivierungsstrome der mit R-L3 untersuchten
Kanidle KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 und KCNQS5. Die bei einer halbmaximalen Spannung von -30mV
normierten Werte wurden mit Hilfe des Computerprogramms Microcal Origion 5.0 (Microcal Software
Inc.,USA) unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung aneinander angeglichen. Den deutlichsten Effekt iibt R-
L3 auf mit cRNA von KCNQ)5 injizierte Xenopus laevis Oozyten aus.

Oozyten mit KCNQI normiert. In ND96 verdiinntes DMSO (1:1000) zeigt keinen
signifikanten Effekt auf die fiir KCNQI1 in Xenopus Oozyten gemessenen Strome. R-L3
jedoch hat bereits bei einer Konzentration von 0,ImM einen aktivierenden Effekt auf die
Strom-/Spannungskurve von KCNQ1. Eine Erhohung der R-L3 Konzentration auf 1uM fiihrt
zu einer weiteren Steigung fiir die resultierende Strom-/Spannungskurve von KCNQI. Bei
einer eingesetzten Konzentration von 10uM an R-L3 kommt es im Gegensatz zu beobachteten
Ergebnissen von Salata et al., 1998, die bei einer Konzentration von 10uM an R-L3 einen
inhibierenden Effekt auf die Strome von KCNQ1 feststellten, zu einer weiteren Steigerung der
Werte fiir die resultierende Strom-/Spannungskurve von den mit cRNA von KCNQI
injizierten Xenopus Oozyten.

Die Abbildung 3.48 dient zur zusitzlichen Veranschaulichung der mit cRNA von KCNQI1
injizierten und mit den Konzentrationen von 0,1uM, 1mM und 10mM behandelten Xenopus

Oozyten. Die fiir DMSO und fiir die verwendeten Konzentrationen an R-L3 von 0,1uM, 1uM
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Abbildung 3.50: Effekt von R-L3 auf die heteromeren KCNQ Kaniile bestehend aus KCNQ2 und KCNQ3
(A), sowie KCNQ3 und KCNQS5 (B). Gezeigt sind die mit Hilfe der Boltzmann-Gleichung angeglichenen
Strom-/Spannungskurven der bei der halbmaximalen Spannung von 30 mV normierten Strome fiir die
heteromeren KCNQ Kanidle KCNQ2/KCNQ3, sowie KCNQ3/KCNQ5. Die Messung der untersuchten
heteromeren Kanile erfolgte zuerst ohne das Benzodiazepin R-L3, anschlieBend wurde fiir die Messung 0,1uM,
1uM und 10uM in ND96 Puffer gelostes R-L3 verwendet.

und 10uM gemessenen Werte der mit cRNA von KCNQI injizierten Xenopus Oozyten
wurden fiir den Wert des gemessenen Stroms bei einer Spannung von 40mV fiir die un-
behandelten und mit cRNA von KCNQI injizierten Xenopus Oozyten normiert.

Fiir die Untersuchung mit R-L3 wurden Xenopus Oozyten mit cRNA von KCNQ2, KCNQ3,
KCNQ4 oder KCNQS5 injiziert. Nach einer drei- bis fiinftigigen Ruhephase erfolgte die
Messung durch die Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode. Die Abbildung 3.49 zeigt
die gemessenen und unter Verwendung des Computerprogramms Microcal Origion 5.0
(Microcal Software Inc.,USA) ausgewerteten nicht stationidren Strome (tail currents) fiir
KCNQ2 (A), KCNQ3 (B), KCNQ4 (C) und KCNQS5 (D). Fiir KCNQ2 und KCNQ3 fiihrte die
Behandlung mit den unterschiedlichen Konzentrationen von 0,1uM, 1uM und 10uM an R-L3
zu nur leicht erhohten Stromen, wie die Abbildungen 3.49 (A) und (B) zeigen. Fiir KCNQ4
konnte gar kein Effekt von R-L3 auf die resultierenden Strome der mit cRNA von KCNQ4
injizierten Xenopus Oozyten beobachtet werden. Jedoch konnte fiir mit cRNA von KCNQS5
injizierte Xenopus Oozyten ein signifikanter Einfluss von R-L3 beobachtet werden, wie die
Abbildung 3.49 (D) verdeutlicht. Die aufeinander folgende Behandlung von mit cRNA von
KCNQS5 injizierten Xenopus Oozyten mit 0,1uM und 1uM R-L3 fiihrte zu einer stufenweisen
Erhohung der gemessenen Strome. Mit einer Konzentration von 10uM an R-L3 behandelte
und mit cRNA von KCNQS5 injizierte Xenopus Oozyten erzielten Strome, die denen der mit
1uM an R-L3 behandelten Xenopus Oozyten dhnelten und nicht noch stirker waren.

Fiir heteromere KCNQ Kanile bestehend aus KCNQS5 und KCNQ3 konnte der zuvor fiir
homomere Kanile von KCNQS5 beobachtete signifikante Effekt von R-L3 auf die

resultierenden Strome nicht beobachtet werden. Die Abbildung 3.50 zeigt die gemessenen
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Inaktivierungskurven fiir die heteromeren und mit R-L3 untersuchten Kanéle von KCNQ2 mit
KCNQ3 (A) und KCNQS5 und KCNQ3 (B). Nach Zugabe von 0,1uM an R-L3 kommt es nur
zu einem leichten Anstieg der gemessen Strome fiir die heteromeren Kanile von KCNQ?2 mit
KCNQ3, sowie fiir KCNQS5 mit KCNQ3. Eine weitere Erhohung der R-L.3 Konzentration auf
1uM oder sogar 10uM hat keinen weiteren stimulierenden Effekt auf die in Xenopus Oozyten
gemessen Strome der heteromeren KCNQ Kanidle von KCNQ2 mit KCNQ3, sowie fiir
KCNQ5 mit KCNQ3. Homomere Kanile von KCNQS5 scheinen neben KCNQ1 daher die
einzigen beiden bekannten KCNQ Kanidle zu sein, die sensitiv auf die untersuchten
Konzentrationen von 0,1uM, 1uM und 10uM an R-L3 reagieren und von R-L3 aktiviert

werden koOnnen.
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4. Diskussion

4.1 Assemblierung von spannungsabhéngigen KCNQ Kaliumkanélen

4.1.1 Untersuchungen zur si-Domiine spannungsabhéingiger KCNQ Kaniile

KCNQ Kanile gehoren zur Familie der spannungsabhéngigen Kaliumkanile. Es handelt sich
hierbei um eine Gruppe von Kaliumkanélen, die eine wichtige Funktion bei der Weiterleitung
neuronaler Impulse iibernehmen. Mutationen von KCNQI1, KCNQ2, KCNQ3 und KCNQ4
konnten schon frith mit einer Reihe von Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden,
durch die unter anderem die Repolarisation von Nervenzellen des Herzen und des Gehirns,
aber auch der Kaliumtransport aus den Haarzellen des Innenohrs beeintriachtigt wird.
Mutationen von KCNQS5 hingegen fiihren zu keinem auffilligen Phanotyp.

KCNQ Kanile zeichnen sich sowohl durch eine homo- als auch eine heteromere
Assemblierung aus. Der zuerst beschriebene KCNQ Kanal KCNQI1 bildet dabei nur mit sich
selbst homotetramere Kanile (Jentsch al., 2000). Dariiber hinaus wurden aber auch
Interaktionen von KCNQ1 mit den weiteren fiinf bekannten B-Untereinheiten KCNEI bis
KCNES5 beschrieben (Heitzmann et al., 2007).

Die weiteren KCNQ o-Untereinheiten KCNQ2, KCNQ4 und KCNQ5 kénnen mit KCNQ3
heterotetramere Kanile bilden (Schwake et al., 2003), wobei mit KCNQ2 und KCNQ3
koinjizierte Xenopus laevis Oozyten einen um den Faktor hundert gesteigerten Strom im
Vergleich zu den homomeren Kanilen von KCNQ3 zeigen (Schwake et al., 2000).

Eine Interaktion der jeweiligen Untereinheiten geschieht fiir eine Reihe von spannungs-
abhingigen Kaliumkanilen iiber eine aminoterminal gelegene Interaktionsdoméne, die
sogenannte T1-Doméne (Li et al., 1992; Kreusch et al., 1998). Dabei handelt es sich um ein
sogenanntes BTB/POZ Motiv, bestehend aus insgesamt drei P-Faltblittern und fiinf o-
Helices. Diese T1-Domine ist zum einen fiir die Assemblierung von spannungsabhingigen
6TM/1P Shaker-Kanilen verantwortlich, zum anderen bewirkt das Vorhandensein dieser T1-
Domine einen verstdarkten Transport an die Zelloberflache in Axonen. Eine Deletion dieser
T1 Domine fiihrt zu einer dramatischen, aber nicht génzlichen Abnahme der tetrameren
Shaker-Kanile (Minor et al., 2000).

Fiir die Familie der KCNQ Kanile konnte keine solche T1-Domine, weder amino- noch
carboxyterminal, identifiziert werden. Im Gegensatz zu den meisten spannungsabhingigen
Kaliumkanilen, besitzen KCNQ Kanile jedoch einen ungefihr 100 Aminosduren groflen
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carboxyterminal gelegenen Bereich, die sogenannte si-Doméne, die fiir die Assemblierung der
a-Untereinheiten notwendig zu sein scheint (Schwake et al., 2003).

Fiir die genauere Untersuchung der si-Domine wurden daher im Rahmen dieser Arbeit eine
Reihe von Mutationen in den Bereich dieser Interaktionsaktionsdoméne fiir die zuerst von
Schwake et al., 2003 beschriebene Chimére Q1sidQ3 mit dem Proteinriickgrat von KCNQ1
und der gegen die si-Domédne von KCNQI1 ausgetauschten si-Domine von KCNQ3 eingefiigt,
um durch eventuelle Verdnderungen des gemessenen Stroms fiir den heteromeren KCNQ
Kanal mit KCNQ2 Riickschliisse iiber die fiir die Interaktion von KCNQ2 und KCNQ3
wichtigen Strukturen zu erlangen. Fiir KCNQ2 sind weit iiber 20 Mutationen beschrieben, die
im Zusammenhang mit ,,Benign familial neonatal convulusion® stehen und sich iiber den
gesamten Kanal verteilen. Fiir KCNQ3 jedoch sind insgesamt nur vier Mutationen bekannt,
die zu Neugeborenenepilepsie fithren. Keine dieser Mutationen befindet sich jedoch im
Bereich der si-Domine von KCNQ3. Daher erfolgte die Mutation der si-Domidne von
Q1s1dQ3 durch die fiir die si-Doméine von KCNQI1 im Zusammenhang mit dem Romano-
Ward Syndrom beschriebenen Mutationen.

Durch die einzeln eingefiihrten Punktmutationen L533W, K544W, R555C, 1566F, S587M,
M589D, K591H und K594Q bei der Chimére Q1sidQ3 mit dem Proteinriickgrat von KCNQ1
und der si-Doméne von KCNQ3, wie sie fiir Patienten mit einem L-QT Syndrom identifiziert
wurden, kommt es jedoch nicht zu einer Authebung der Interaktion der durch Punktmutation
verdnderten Chimidre mit der si-Domidne von KCNQ3 und dem Riickgrat von KCNQI1
zusammen mit KCNQ2. Die Strome der durch Punktmutation veridnderten Kanile von
KCNQI1 mit der si-Domédne von KCNQ3 zusammen mit KCNQ2 sind fiir mit cRNA der
beiden Kanile injizierte Oozyten anndhernd so groB, wie die Strome der nicht mutierten
KCNQI/KCNQ3 Chimidre zusammen mit KCNQ2 und deutlich gegeniiber den allein mit
KCNQ?2 injizierten Xenopus Oozyten erhoht.

Auch der Wegfall unterschiedlich groBer Bereiche der si-Doméne von KCNQ3 hatte keinen
Einfluss auf die gemessenen Strome von KCNQ2 und den durch Deletion verinderten
Chiméren von KCNQ1 und KCNQ3. Aufgrund der Ergebnisse fiir die durch Punktmutation
verdnderten Chiméren von Q1sidQ3, sowie der zusitzlichen Ergebnisse der durch Deletion im
Bereich der si-Doméine von KCNQ3 verkiirzten Chimédren QlsidQ3delta589,
Q1sidQ3delta582 und QlsidQ3delta575, wurde daher vermutet, dass die Interaktion der
beiden a-Untereinheiten KCNQ2 und KCNQ3 aufgrund der rdumlichen dreidimensionalen
Struktur und nicht auf vereinzelt interagierende Aminosduren im Bereich der si-Domine

basiert.
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4.1.2 Funktion der zweiten coiled coil Doméne spannungsabhingiger
KCNQ Kaniile

Sequenzdatenanalysen ergaben fiir die carboxyterminal gelegene si-Domine zwei
hintereinander liegende putative coiled coil Dominen, von denen angenommen wurde, dass
sie moglicherweise an der Assemblierung der KCNQ a-Untereinheiten beteiligt sein konnten
(Jenke et al., 2003).

Fiir die spannungsabhingigen Shaker-Kanéle, bei denen durch die Deletion der T1-Doméne
die Fihigkeit zur Ausbildung von Homotetrameren nahezu verloren gegangen war, konnte
durch das aminoterminale Einfiigen einer coiled coil Doméne eine erneute verstirkte
tetramere Assemblierung dieser Kanile beobachtet werden, so dass die coiled coil Doménen
moglicherweise fiir einen erfolgreichen Zusammenbau von Kanédlen verantwortlich sind
(Minor et al., 2000; Zerangue et al., 2000).

Bekriftigt wird diese Vermutung durch Untersuchungen an den spannungsabhingigen ERG1
und EAG1 Kanilen (Jenke et al., 2003). ERG1 und EAGI1 sind nicht in der Lage heteromere
Kanidle zu bilden (Wimmers et al., 2001). AuBerdem zeichnet sich ERGI1 durch
unterschiedliche elektrophysiologische Eigenschaften im Vergleich zu den EAG1 Kanilen
aus.

Jenke et al. haben den Bereich der coiled coil Domine von ERG1 gegen die von EAGI1
ausgetauscht. Der neu entstandene Kanal zeigte plotzlich neue Eigenschaften, sowohl die der
ERGI, als auch die der EAG1 Kanile, als Beweis, dass durch den Austausch der coiled coil
Dominen nun doch eine Interaktion von ERG1 und EAG1 Kanilen moglich war. Anhand
dieser Ergebnisse wurde daher auch von Jenke et al., 2003 vermutet, dass der fiir die
Interaktion der Kanaluntereinheiten von EAG1 und ERGI wichtige Bereich durch das
Vorhandensein der jeweiligen coiled coil Doménen begriindet wird.

Zur Uberpriifung der Annahme, dass die beiden coiled coil Dominen der KCNQ Kanile
ebenfalls fiir die Assemblierung mehrerer Untereinheiten miteinander verantwortlich sind,
wurden weitere Chiméire von KCNQ1 und KCNQ3 konstruiert, bei denen entweder nur die
erste putative coiled coil Doméne, oder die zweite putative coiled coil Domine, oder aber
beide putativen coiled coil Dominen von KCNQI gegen die entsprechenden
Aminosduresequenzen von KCNQ3 ausgetauscht wurden.

Mit Hilfe elektrophysiologischer Untersuchungen an injizierten Xenopus laevis Oozyten und
Koimmunprézipitationsexperimenten mit KCNQ2FLAG und den HA markierten Chiméren
von KCNQI und KCNQ3 konnte gezeigt werden, dass die beiden coiled coil Dominen von
KCNQ3 fiir eine Interaktion mit KCNQ2 zu dem heteromeren KCNQ2/KCNQ3 Kanal
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notwendig sind. Allerdings ergaben die elektrophysiologischen Untersuchungen
unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf die erste und die zweite coiled coil Doméne von
KCNQ3.

Der Austausch der zweiten coiled coil Domédne von KCNQI1 gegen die zweite coiled coil
Domine von KCNQ3 fiihrte in elektrophysiologischen Untersuchungen fiir den neu
entstandenen chimiren Kanal zu dhnlich verstiarkten Stromen, wie sie auch fiir die beiden
Wildtyp Kanile KCNQ2 und KCNQ3 beobachtet werden konnten.

Auch das Einbringen der Porenmutation G314S fiir den chimiren Kanal Q1(TCC2)Q3 mit der
zweiten coiled coil Domédne von KCNQ3 und dem Proteinriickgrat von KCNQI1 hatte in
Koinjektionsexperimenten einen dominant negativen Effekt auf die Strome der mit
KCNQ2FLAG injizierten Xenopus Oozyten, als Beweis fiir eine mogliche Interaktion dieses
neu konstruierten Kanals mit KCNQ2FLAG. Untersuchungen zur Oberflachenexpression der
Chimére von KCNQ1 mit der zweiten coiled coil Domine von KCNQ3 und KCNQ2HA
ergaben ebenfalls vergleichbare Ergebnisse zu den beiden heteromer interagierenden
Wildtypkanidlen KCNQ2 und KCNQ3. Diese Bedeutung fithrt zu dem Schluss, dass die
zweite coiled coil Domine von KCNQ3 fiir sich allein ausreicht, um mit KCNQ2 zu
interagieren. Des weiteren konnte anhand des fiir KCNQ2 konstruierten und mutierten Kanals
Q2(NT-TCC2), mit der aminoterminal liegenden zweiten coiled coil Domédne in
Koinjektionsexperimenten mit Xenopus Oozyten gezeigt werden, dass es sich hierbei um
einen von der Position der zweiten coiled coil Doméne unabhéngigen Effekt handelt. Dieses
Ergebnis beweist, dass fiir eine verstirkte Interaktion von KCNQ2 und KCNQ3 die beiden
coiled coil Doménen von KCNQ2 nicht in unmittelbarer Nihe zueinander stehen miissen.

Da der fiir den heteromeren Kanal von KCNQ2 und KCNQ3 verstidrkte Strom gleichzeitig auf
eine verstiarkte Oberflachenexpression zuriickzufiihren ist, wie von Schwake et al., 2003
gezeigt werden konnte, besteht daher die Moglichkeit, dass durch eine Interaktion der beiden
coiled coil Dominen von KCNQ2 und KCNQ3 ein putatives ER Retentionssignal aufgehoben
wird. Vielleicht dient aber auch nur das Vorhandensein der zweiten coiled coil Domine von
KCNQ?2, sowie der zweiten coiled coil Domédne von KCNQ3 als eine Art Transportsignal fiir
einen verstirkten Transport zur Zelloberfliche, wie es auch von Kanki et al., 2004 beobachtet
wurde.

Fir die Gruppe der unspezifisch Kationen leitenden Transient Receptor Potential Kanile,
kurz TRP Kanile, mit einem genau wie fiir die KCNQ Kanile beschriebenen 6TM/1P
Aufbau, konnte gezeigt werden, dass der Austausch der carboxyterminalen coiled coil

Domine fiir den TRPMS8 Kanal gegen eine kiinstlich nach Harbury et al., 1993 konstruierte
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coiled coil Domine (GCN4-LI), nicht zu einer Assemblierung von TRP-Kanaluntereinheiten
ausreicht (Tsuruda et al., 2006). Das Ergebnis iiberraschte, da die kiinstliche GCN4-LI coiled
coil Domine der Interaktionsdomine des TRPMS8 Kanals im Aufbau der helikalen Struktur
dhnelte und genau wie der TRP Kanal hydrophobe Aminosiduren an Position a und d der
durch eine Abfolge von insgesamt sieben Aminosduren (abcdefg,) a-helikal gewundenen
coiled coil Domine (Harbury et al., 1993) besaBl. Daneben befanden sich hydrophile
Aminosduren an Position b, c, e, f, g und h der stark spiralisierten GCN4-LI Interaktions-
doméne (Harbury et al., 1993). Auch fiir die TRPMS8 Kanile wird daher vermutet, dass die
carboxyterminale TCC-Domine nicht nur einfach der Verbindung von mehreren Unter-
einheiten dient, sondern genauso einen Einfluss auf die Faltung und Reifung des Kanal-
proteins ausiibt, indem die coiled coil Doménen eine mogliche Plattform fiir die Interaktion
mit weiteren bisher unentdeckten und regulierend auf die Assemblierung von Kanilen
wirkenden Proteinen bilden (Tsuruda et al., 2006). Diese Annahme wird durch zusitzliche
Beobachtungen in Bezug auf weitere mogliche Funktionen von superspiralisierten coiled coil
Dominen bekriftigt. So wird vermutet, dass fiir den Chaperone Co-Faktor Prefoldin, kurz
PFD, und fiir die beiden AAA+ ATPasen ClpB und HslU, die am Abbau, sowie am Falten
und Entfalten von Proteinen beteiligt sind, coiled coil Doménen die Interaktion mit nicht

nativen Substratproteinen iibernehmen (Martin et al., 2004).

4.1.3 Funktion der ersten coiled coil Doméine spannungsabhingiger KCNQ
Kanaile

Im Gegensatz zu den im Zusammenhang mit der zweiten coiled coil Domine beschriebenen
Ergebnissen zeigt die Chimare von KCNQI, bei der die erste coiled coil Doméne von
KCNQI gegen die erste von KCNQ3 ausgetauscht wurde, keine verstirkten Stréme in
elektrophysiologischen Untersuchungen mit KCNQ2FLAG koinjizierten Xenopus Oozyten.
Auch das Einfiigen der Porenmutation G314S hatte fiir mit KCNQ2FLAG koinjizierte
Xenopus Oozyten nur einen leichten dominant negativen Effekt. Insgesamt besteht daher die
Moglichkeit, dass die erste coiled coil Domédne von KCNQ3 daher keinen verstédrkten Einfluss
auf die heteromere Assemblierung mit KCNQ?2 ausiibt. Dennoch zeigen die Koimmun-
prazipitationsexperimente, dass KCNQ2FLAG mit Hilfe von QI(TCC1)Q3 prizipitiert
werden kann.

Dariiber hinaus fiihrt der Wegfall der ersten coiled coil Doméne am C-Terminus fiir den
mutierten Kanal von KCNQ2 mit der an den N-Terminus klonierten ersten coiled coil
Domine nicht zu verstirkten Stromen, wie sie fiir KCNQ2 und KCNQ3 beobachtet werden.
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Die erste coiled coil Domine scheint deshalb ebenfalls notwendig fiir die heteromere
Assemblierung von KCNQ Kanilen.

Die Ergebnisse zeigen daher insgesamt, dass die zweite coiled coil Domine einen verstérkten
Einfluss auf die Heteromerisierung von KCNQ2 und KCNQ3 hat, wohingegen die erste

coiled coil Doméne diesbeziiglich eine untergeordnete Funktion einnimmt.

4.1.4 Quervernetzungsexperimente zur Untersuchung der Homotetra-
merisierung von KCNQ2

Alle bisher gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die fiir die Interaktion von
KCNQ2 und KCNQ3, und mit sehr groler Wahrscheinlichkeit auch fiir die {ibrigen KCNQ
Kanile KCNQI1, KCNQ4 und KCNQS5, notwendigen Strukturen auf den Bereich der si-
Domine fiir die entsprechenden o-Untereinheiten begrenzt sind. Aus diesem Grund wurde die
gesamte 86 Aminosduren grofe si-Domédne von KCNQ2 ab der Aminosdure V536 bis
einschlieBlich 1622 mit den beiden TCC-Doménen TCC1 und TCC2 in E.coli rekombinant
hergestellt, um die homomere Assemblierung anhand der isolierten si-Domine von KCNQ2
zu untersuchen.

Die Quervernetzungssubstanz DSS besitzt einen sehr geringen Durchmesser (11.4A), so dass
die beiden gleichgestalteten und fiir die Quervernetzung wichtigen reaktiven Zentren fiir die
Bindung an freie primdre Amine nicht zu weit voneinander getrennt sind. Dabei ist die
Bindung an die Quervernetzungssubstanz DSS durch die beispielsweise im Proben-
auftragspuffer befindlichen Reduktionsmittel B-Mercaptoethanol und Dithiothreitol nicht
aufspaltbar. Fiir die Untersuchung der Wechselwirkung der superspiralisierten Interaktions-
domine von KCNQ?2 zeigte sich gerade der geringe Durchmesser als vorteilhaft. Eine Quer-
vernetzung der gereinigten und in PBS-Puffer bei einem pH-Wert von 6.8 geldsten si-Doméne
von KCNQ2 kann somit genau wie unter nativen Bedingungen nur zwischen den in Kontakt
tretenden Aminosiduren zweier unterschiedlicher und benachbarter si-Dominen stattfinden,
wie es auch die raumliche Struktur der fertig prozessierten Kanile innerhalb der neuronalen
Zelle zuldsst. Fir KCNQ4 konnte kiirzlich die zweite si-Domine gereinigt und
proteinbiochemisch charakterisiert werden (Howard et al., 2007). Dort wurde anhand von
chiraloptischen Spektren (Zirkulardichroismus) gezeigt, dass die gereinigte coiled coil
Domine TCC2 von KCNQ4 iiber einen groflen Bereich bei unterschiedlichen pH-Werten von
pH 3.0, pH 7.5 als auch bei pH 9.0 in a-helikaler Struktur vorliegt, so dass dies auch fiir die
aus Zelleinschlusskorpern von E.coli und bei einem pH Wert von 6.8 in PBS gelosten si-

Dominen mit den beiden TCC-Doménen von KCNQ2 angenommen wurde.
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Fiir die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen, rekominant in E.coli exprimierten und
anschlieBend aus Zelleinschlusskérpern aufgereinigten si-Domédnen von KCNQ2 konnten
durch unsere Arbeitsgruppe ebenfalls helikale Strukturen mittels CD-Spektralanalysen
nachgewiesen werden (Wehling et al., 2007). Fiir die aus Zelleinschlusskorpern von E.coli
gereinigte unverdnderte si-Domidne von KCNQ2 konnte dariiber hinaus durch
unterschiedliche FEinwirkzeiten mit DSS eine in vitro Quervernetzung des gereinigten
Monomers, iiber die Bildung von Zwischenprodukten, wie dem Dimer, Trimer bis hin zum
putativen Homotetramer unter Verwendung eines Hexa-Histidin Antikorpers in Western Blot
Analysen nachvollzogen werden. Die GroB3e des beobachteten Monomers fiir die si-Doméne
von KCNQ?2 betrug 14,6kDa, die des Dimers entsprechend 29,2kDa, die des Trimers ungefihr
43,8kDa. Die GroBe fiir das putative Tetramer hingegen wurde bei ungefihr 58,4kDa
erwartet. Es wurde aber nur ein Signal bei ungefihr 70kDa beobachtet, so dass es sich bei
dem beobachteten Signal auch um ein ungefihr 73kDa groBles putatives Pentamer handeln
konnte. Moglicherweise ist aber aufgrund der Verkniipfung von vier Monomeren Proteinen
mit der si-Doméne von KCNQ?2 das Laufverhalten fiir das resultierende putative Tetramer im
hochprozentigen Polyacrylamidgel (18-20%) veridndert.

Raab-Graham und Vandenberg konnten 1998 fiir die Familie der einwirts gleichrichtenden
Kir-Kaliumkanile durch chemische Quervernetzungsexperimente mit Glutaraldehyd Erkennt-
nisse iiber die Stochiometrie des aus dem Gehirn von Ratten separierten, endogenen Kiry
Kanals gewinnen. Demnach handelt es sich bei dem Kg,, Kanal um einen tetrameren
Kaliumkanal. Die fiir den aus dem Gehirn gereinigten Kiro, Kanal beobachteten Grofen
betrugen fiir das Monomer 56kDa, fiir das Dimer 122kDa und fiir das Trimer 188kDa. Nur fiir
das putative Tetramer konnte nicht nur ein diskretes Signal, sondern drei verschiedene Signale
mit einer Grofle von 228kDa, 251kDa und 276kDa im Western Blot nachgewiesen werden.
Raab-Graham und Vandenberg vermuteten, dass die verschiedenen Signale fiir den tetrameren
Kir2» Kanal durch drei verschiedene Vernetzungsreaktionen zustande kamen, bei denen zum
einen die einzelnen Monomere ,,perlenschnurartig® hintereinander geheftet waren, zum
anderen konnten die hintereinander gehefteten Monomere zusétzlich untereinander mit nicht
direkt benachbarten Monomeren eine Verbindung eingehen und dariiber hinaus ein in sich ge-
schlossenes Tetramer bilden, bei dem alle Untereinheiten untereinander durch die Querver-
netzungssubstanz Glutaraldehyd in Wechselwirkung treten (Abbildung 4.1).

Moglicherweise bietet die zuletzt genannte Hypothese eine Erkldrung fiir ein verdndertes
Laufverhalten des putativen Tetramers im SDS-Polyacrylamidgel, so dass das in sich ge-

schlossene tetramere Protein bestehend aus vier miteinander durch DSS vernetzte si-
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Abbildung 4.1: Drei von Raab-Graham und Vandenberg, 1998 durch Quervernetzung mit Glutaraldehyd
beschriebene mogliche Formen von Kig,, Tetrameren, die allesamt ein unterschiedliches Laufverhalten
im SDS-Polyacrylamidgel zeigen. (A) Perlenkettenmodell, (B) Perlenschnurmodell. (C) Die durch Vernetzung
von Ko, zuletzt entstehende in sich zu einem geschlossenen Tetramer vernetzte Struktur wandert nach Raab-
Graham und Vandenberg am Schlechtesten durch das Polyacrylamidgel und steht demnach fiir das bei 276kDa
beobachtete Signal des im Western Blot nachgewiesenen quervernetzten Tetramers.

Dominen von KCNQ?2 daher langsamer durch die engen Maschen des hochprozentigen SDS-
Polyacrylamidgels wandert und bei der durchgefiihrten Western Blot Analyse ein Signal bei
ungefihr 65kDa bis 70kDa fiir das in sich geschlossene Tetramer ergibt und nicht wie
erwartet bei lediglich 58,4kDa zeigt. Die weiteren fiir Kig,» beobachteten Signale fiir die
hintereinander perlenschnurartig vernetzten Monomere konnten unter Umstidnden aufgrund
sterischer Besonderheiten der stark spiralisierten Wechselwirkungsdomine der untersuchten
KCNQ Kanile nicht ausgebildet werden und wurden deshalb nicht in den Western Blot

Analysen beobachtet.

4.1.5 Multimerisierung von KCNQ Kaniilen nach Aufhebung der coiled
coil Doménen

Des weiteren wurde untersucht wie sich die Aufhebung der ,,coiled coil* Struktur durch den
Austausch der beiden Leucine an den Positionen 585 und 637 von KCNQ2 gegen die
Aminosdure Prolin fiir den Bereich der ersten und der zweiten TCC-Domine auf die
Quervernetzung mit DSS auswirkt. Lupas et al. haben 1991 einen Algorithmus, sowie das
Computerprogramm COILS Version 2.2 entwickelt, mit dem Vorhersagen iiber die
Ausbildung einer ,,coiled coil*“ Struktur getroffen werden konnen. Der Austausch der beiden
Leucine zu Prolinen sollte demnach zu einer Aufhebung der superspiralisierten Struktur der
beiden coiled coil Domédnen von KCNQ?2 fiihren. In einem vergleichenden und parallel durch-
gefiihrten Experiment wurden gleiche Mengen der aus Zelleinschlusskorpern von E.coli
gereinigten unverdnderten si-Doméne von KCNQ2, sowie der durch die beiden

Punktmutationen L585P und L637P veridnderten si-Doméne von KCNQ2 mit Hilfe von DSS
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unter denselben Versuchsbedingungen untersucht. Fiir die unverdnderte si-Doméine von
KCNQ?2 konnten in der darauffolgenden Western Blot Analyse dieselben wie bereits zuvor
beobachteten Signale fiir das Monomer, das putative Dimer, das putative Trimer, sowie fiir
das putative Tetramer bzw. Pentamer nachgewiesen werden. Im Unterschied zu der
unveridnderten si-Domine zeigte sich jedoch fiir die durch Punktmutation verdnderte si-
Domine von KCNQ2 im Western Blot hauptséchlich ein starkes Signal fiir das Monomer und
nur ein schwaches Signal fiir ein putatives Dimer, jedoch keine weiteren Signale fiir etwa ein
putatives Trimer, oder aber ein putatives Tetramer bzw. Pentamer. Es wurde daher vermutet,
dass die Aufhebung der hochgradig helikal spiralisierten rdaumlichen Struktur der beiden
coiled coil Doménen TCC1 und TCC2 von KCNQ2 gleichzeitig zu einer Aufhebung der
moglichen Interaktion von KCNQ Untereinheiten untereinander fithrt. Dass dennoch ein
schwaches Signal fiir das putative Dimer nach dem Quervernetzen der durch Punktmutation
verdnderten si-Domine von KCNQ2 beobachtet werden konnte, kommt moglicherweise
dadurch zustande, dass die homobifunktionale und mit freien primdren Aminen reagierende
Quervernetzungssubstanz DSS mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit die beiden amino-
terminalen Bereiche zweier auch durch Punktmutation verdnderter si-Dominen von KCNQ2
miteinander verbinden kann. Sicherlich wiirden dann in einem geringen Umfang ebenfalls
weitere Proteine mit der durch Punktmutation verdnderten si-Domédne von KCNQ2 zu
Trimeren, Tetrameren und weiteren Multimeren miteinander vernetzt werden, diese
Multimere konnten jedoch nicht im Western Blot unter den eingestellten Bedingungen
beobachtet werden.

Dariiber hinaus zeigen die Untersuchungen von Wehling et al., 2007, dass das gereinigte
rekombinante Protein mit der si-Domédne von KCNQ?2 zu einer Tetramerisierung befédhigt ist
und dass das Einfiigen der Doppelmutation L585P und L637P zu einer Abnahme der
helikalen Struktur im CD-Spektrum fiihrt. Dariiber hinaus konnte von Wehling et al. ebenfalls
fiir die durch die beiden Mutationen L585P und L637P verdnderte si-Domidne von KCNQ2
durch GroBenausschluB-Chromatographie eine Dimerisierung beobachtet werden, was mit
den im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnissen fiir die Quervernetzungsexperimente mit
DSS iibereinstimmt.

Zusammenfassend ldsst sich daher sagen, dass fiir eine erfolgreiche Interaktion mehrerer
KCNQ2 Monomere (Lupas, 1996; Sonding und Lupas, 2003) die Ausbildung der super-
spiralisierten dreidimensionalen Struktur der ,,coiled coils* notwendig ist. Eine Verdnderung
dieser helikalen Struktur fiihrt vermutlich zu einer Aufhebung der Wechselwirkung von

KCNQ Untereinheiten untereinander, wie es auch von Schwake et al., 2006 in elektro-
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physiologischen Untersuchungen anhand von injizierten Xenopus laevis Oozyten fiir die
durch Punktmutation veridnderten beiden coiled coil Domédnen TCC1 und TCC2 von KCNQ2
und KCNQ3 beobachtet wurde.

4.1.6 N-Glykosylierung von KCNQ1

Eine genauere Untersuchung der Assemblierung von KCNQ2 und KCNQ3 sollte mit Hilfe
der zuvor klonierten Chimiren von KCNQ1 und KCNQ3 unter Einbeziehung der fiir KCNQ1
beschriebenen N-Glykosylierung erfolgen (Barhanin et al., 1996 ; Freeman et al., 2000). Fiir
KCNQI1 konnten fiir Membranpriparationen aus dem Atrium, dem ventriculdren Endo-
cardium und dem Epicardium des Pferdeherzens in Experimenten mit und ohne N-Glyko-
sidase F zwei Formen, eine N-glykosylierte (75kDa) und ein deglykosylierte Form (60kDa)
nachgewiesen werden (Finley et al., 2002).

Die Modifikation von Proteinen mit einer N-Glykosylierungsstelle geschieht im Endo-
plasmatischen Retikulum und wird durch eine Oligosaccharyltransferase vermittelt (Yan und
Lennarz, 2005). Falls die zweite coiled coil Doméne fiir einen verstirkten Transport der
heteromeren KCNQ2/KCNQ3 Kanals verantwortlich ist, dann sollten wesentlich mehr der
glykosylierten chiméren Proteine mit der zweiten coiled coil Domédne von KCNQ3 an der
Zelloberfliche von transfizierten Zellen zu finden sein, als fiir die zusammen mit KCNQ1 und
KCNQ?2 transfizierten COS-7 Zellen, da KCNQI1 nicht mit KCNQ2 heteromere KCNQ
Kanile bildet. Als Beweis fiir den verstdrkten Transport konnte zusitzlich ein Western Blot
dienen, bei dem die Menge der glykosylierten Membranproteine fiir die zusammen mit
KCNQ2 kotransfizierten Chimdren von KCNQI1 und KCNQ3 gegen die Menge der
glykosylierten Kandle von KCNQI fiir die zusammen mit KCNQ2 transfizierten COS-7
Zellen verglichen wird.

Gleichzeitig konnten durch die Verwendung der Endoglykosidase H (Endo H)
Untersuchungen zum Transport der N-glykosylierten Chimidren aus dem ER in den Golgi
Apparat stattfinden. Im ER geschieht das Anfiigen von Zuckern mit einem verstiarktem Anteil
an Mannose. Diese Mannose Zuckerreste konnen durch Endo H entfernt werden (Nagaya und
Papazian, 1997). Hingegen erfolgt der Austausch gegen komlexere Zuckerreste mit
beispielsweise Sialinsduren im Golgi Apparat (Kornfeld und Kornfeld, 1985). Diese
komplexen Zucker konnen nicht mehr mit Endo H entfernt werden. Jedoch fiihrt eine

Behandlung mit PNGase F zur Entfernung aller an Asparagin gekniipften Zuckerreste.
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Weder die mit einer HA Erkennungssequenz versehene Chimédre von KCNQ1 und KCNQ3,
mit der si-Domine von KCNQ3, noch die weiteren Chiméiren von KCNQ1 und KCNQ3 mit
entweder nur der ersten oder aber nur der zweiten coiled coil Domédne von KCNQ3 zeigten
nach Behandlung mit N-Glykosidase F Losung, Unterschiede im Vergleich zu den nicht mit
PNGase F behandelten Proben fiir die im Anschluss durchgefiihrte Western Blot Analyse. Fiir
die aminoterminal oder carboxyterminal HA markierten Kanile von KCNQI1 konnte ebenfalls
keine Verdnderung nach Behandlung mit PNGase F beobachtet werden. Auch der
carboxyterminal HA markierte und im Bereich der N-Glykosylierungsstelle durch eine
Punktmutation verdnderte Kanal von KCNQ1-N289A zeigte keine andersartigen Signale im
Western Blot im Vergleich zu den entweder amino- oder auch carboxyterminal HA
markierten Kanédlen von KCNQI1. Da sich aber fiir die gleichzeitig mit PNGase F behandelte
Probe von LAMP2a im Gegensatz zu der unbehandelten Probe von LAMP2a zwei
unterschiedliche verlaufende Signale im Western Blot ergeben, ist es wahrscheinlich, dass
erstens eine Glykosylierung in der verwendeten Zelllinie COS-7 grundsitzlich moglich ist
und dass die fiir die einwandfreie Wirkung der PNGaseF in vitro gewihlten Versuchs-
bedingungen generell eine DeGlykosylierung von Proteinen erlaubt. Das Lysosomen
assoziierte Membranprotein 2a -LAMP2a- besitzt aber im Gegensatz zu KCNQ1 mit nur einer
N-Glykosylierungsstelle eine Reihe weiterer N-Glykosylierungsstellen (Cuervo und Dice,
2000), so dass das Vorhandensein nur einer N-Glykosylierungsstelle moglicherweise nicht zu
einer Verdnderung der Grofe der beobachteten Proteine in der anschlieBenden Western Blot
Analyse fiihrt.

Dariiber hinaus handelt es sich bei dem von Finley et al., 2002 untersuchten KCNQI1 um
einen endogen aus dem Herzen des Pferdes priparierten Kanal, und nicht wie im vorliegenden
Fall um ein kiinstlich, in der aus der afrikanischen griinen Meerkatze Cercopithecus aethops
isolierten COS-7 Zelllinie, iiberexprimiertes Protein von homo sapiens. Moglicherweise
werden zur Modifikation von KCNQT1 daher im Herzen zusitzliche Faktoren und Enzyme be-
notigt, die in COS-7 Zellen nicht vorhanden sind.

Insgesamt konnte daher eine mogliche Modifikation durch N-Glykosylierung und unter-
schiedlich groBle Signale fir KCNQI1 im Western Blot, wie sie von Finley et al., 2002
beschrieben wurden, nicht beobachtet werden.

Interessanterweise zeigten aber alle carboxyterminal markierten Chiméire von KCNQ1 und
KCNQ3, Q1sidQ3HA, QI(TCC1)Q3HA und QI1(TCC2)Q3HA, sowie der carboxyterminal
HA markierte Kanal von KCNQI1, auffillige diskrete Signale im Western Blot bei einer

GroBe von ungefiahr 40kDa. Der um insgesamt 25 Aminosduren groere chimére Kanal von
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KCNQI und KCNQ3 -Q1siDQ3HA- zeigte das auffillige Signal ebenfalls, jedoch um einige
kDa groBer, so dass vermutet wird, dass es sich bei dem im Western Blot beobachteten Signal
um ein spezifisches putatives Abbauprodukt von KCNQI1 handelt. Die Tatsache, dass der
aminoterminal HA markierte Kanal von KCNQI dieses spezifische Signal bei 40kDa nicht
erkennt, deutet zusétzlich darauf hin, dass es sich bei dem spezifisch auftretenden Artefakt um
einen Teil des carboxyterminal HA markierten Bereiches von KCNQ1 handelt. Aufgrund der
diskreten Bande ist das im Western Blot detektierte Signal daher moglicherweise ein Ab-
bauprodukt wie es auch bei der Prozessierung durch Proteasen, beispielsweise den
Disintegrin-dhnlichen Metalloproteasen ADAMs, im Wege der Signaltransduktion entsteht
(Maretzky et al., 2005). Weitere Untersuchungen sind daher fiir eine genaue Aussage iiber die
Bedeutung und mogliche Funktion des im Western Blot identifizierten spezifischen Signals

von KCNQI notwendig.

4.1.7 Putative PKA abhiingige Phosphorylierung von KCNQS5

Modifikationen, beispielsweise durch Glykosylierungen aber auch das Anfiigen von
zusitzlichen Phosphatresten, konnen die Struktur und Funktion von Proteinen beeinflussen.
Fiir die KCNQ Kandile sind bereits eine Reihe von Phosphorylierungen beschrieben, die durch
eine Vielzahl an unterschiedlichen Kinasen, aber auch Phosphatasen gesteuert werden und die
einen direkten Einfluss auf die physiologischen Eigenschaften der untersuchten KCNQ a-
Untereinheiten ausiiben. Beispielsweise erfolgt unter Mitwirkung eines als Anker dienenden
Proteins AKAP150 eine Phosphorylierung von KCNQ2 mit Hilfe der Protein Kinase C
(PKC). Fiir superiorcervicalganglische (SCG) Neuronen der Ratte konnte gezeigt werden,
dass die PKC abhingige Phosphorylierung des heteromeren Kanals bestehend aus KCNQ2
und KCNQ3 zu einer Inhibierung des resultierenden M-Stroms fiihrt, dhnlich der Wirkung der
Muskarin abhédngigen Inhibierung (Hoshi et al., 2003).

Im Gegensatz zu der fiir die PKC beobachteten inhibitorischen Wirkung auf KCNQ2 kann
iiber das als Anker dienende Protein Yotiao eine PKA abhidngige Phosphorylierung von
KCNQI1 iiber den Serinrest an Position S27 erfolgen, die sich stimulierend auf die in
Herzmuskelzellen gemessenen Strome auswirkt (Marx et al., 2002). Auch fiir KCNQ2 konnte
eine PKA abhidngige Phosphorylierungsstelle an Position S52 identifiziert werden, deren
Phosphorylierung zu einer Erhhung des gemessenen Stroms fiir den heteromeren Kanal von
KCNQ2 und KCNQ3 in transfizierten HEK293 Zellen fiihrt (Schroeder et al., 1998). Fiir

KCNQS5 wurde ebenfalls eine putative Phosphorylierungsstelle mit der Konsensussequenz
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VLRKGS an Position S600 beschrieben, jedoch nicht weiter charakterisiert (Schroeder et al.,
2000). Interessanterweise befindet sich diese fiir KCNQS5 beschriebene putative
Phosphorylierungsstelle unmittelbar zwei Aminoséduren carboxyterminal der zweiten coiled
coil Domidne TCC2 von KCNQS5 gelegen, weswegen vermutet wurde, dass eine mogliche
Phosphorylierung des Serins an Position S600 einen Einfluss auf die Assemblierung oder den
Transport des homomeren Kanals von KCNQS5 und auch auf den heteromeren Kanal
bestehend aus KCNQ3 und KCNQ5 ausiiben konnte.

Fiir detaillierte Untersuchungen iiber die Funktion dieser putativen Phosphorylierungsstelle
wurde cRNA von KCNQS5, sowie die durch Punktmutation verdnderten Kanile von KCNQ5,
in Xenopus Oozyten injiziert und mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode
untersucht. Die erste verdnderte Punktmutante von KCNQS5, S600A zeigte im Vergleich zum
unverinderten Kanal von KCNQS5 geringere Strome. Da eine PKA abhédngige Phos-
phorylierung von KCNQI1 und KCNQ2 zu erhohten Stromen fiihrte, war es nicht weiter
erstaunlich, dass eine Veridnderung der Phosphorylierungsstelle von KCNQS5 fiir die mogliche
Bindung eines Phosphatrestes, gleichsam zu einer Erniedrigung des gemessenen Stroms fiir
den durch Punktmutation verdnderten Kanal KCNQS5-S600A in elektrophysiologischen
Messungen nach der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Methode fiihrte. Der Austausch
des Serinrestes an Position S600 gegen ein negativ geladenes Glutamat sollte die Wirkung
einer moglichen Phosphorylierung imitieren, da durch eine Phosphorylierung der
modifizierten Aminosdure eine negative Nettoladung zugeteilt wird. Es konnte gezeigt
werden, dass der Austausch des Serins an Position S600 gegen ein negativ geladenes
Glutamat zu einer Erhohung des gemessenen Stroms im Vergleich zum unverdnderten Kanal
von KCNQS5 fiihrt, was ein erstes Indiz fiir eine mogliche PKA abhingige Phosphorylierung
darstellt. Dieselbe Tendenz konnte in Koinjektionsversuchen fiir die resultierenden
heteromeren Kanidle von KCNQ5, sowie den beiden durch die Punktmutation S600A oder
S600E mutierten Kanilen von KCNQS5 mit KCNQ3 beobachtet werden, so dass sich eine
putative Phosphorylierung von KCNQS5 ebenfalls auf die im Gehirn vorkommenden
heteromeren Kanéle von KCNQ5 mit KCNQ3 und damit auf den M-Strom auswirken konnte.
Eine im Anschluss zu den elektrophysiologischen Experimenten durchgefiihrte Western Blot
Analyse, ergab fiir den durch Punktmutation S600A verdnderten Kanal von KCNQS5, im
Vergleich zu den beiden weiteren Kanidlen KCNQ5 und KCNQS5-S600E, ein deutlich
schwiicheres Signal. Der unverdnderte Kanal von KCNQ5 unterschied sich nicht sehr deutlich
von dem Signal von KCNQS5-S600E, wenngleich das Signal fiir KCNQS5-S600E am stérksten
war. Dieselbe Tendenz ergab sich fiir die drei untersuchten KCNQS5 Kanile, Wildtyp
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KCNQ5, KCNQS5-S600A und KCNQ5-S600E in Koinjektionsexperimenten mit KCNQ3.
Eine putative Phosphorylierung von KCNQS5 fiihrt daher zum einen zu einem moglicherweise
verstirkten gating, dem Passieren von Kaliumionen durch die Pore des Kanals, zum anderen
eventuell zu einer erhohten Expression und gleichzeitig zu einer gesteigerten Assemblierung
sowohl der homotetrameren Kanile von KCNQ5 als auch der heteromeren Kanile von
KCNQ5 und KCNQ3.

Unterstiitzt wird diese Vermutung anhand von Untersuchungen zur PKA abhingigen
Phosphorylierung des weiteren Kaliumkanals ROMK, auch als Kigr; 1, bezeichnet (O Connell
et al., 2005). Fiir ROMK-Kanile konnte gezeigt werden, dass eine Verdnderung der putativen
Phosphorylierungsstelle an Position S44 der Aminosiureabfolge zu einem Alanin gleichzeitig
zu einer Abnahme des im Western Blot beobachteten Signals im Vergleich zum
unverdnderten ROMK-Kanal fiihrt. Aulerdem hatte die Punktmutation S44A eine Abnahme
des gemessenen Stroms im Vergleich zu dem unveridnderten ROMK Kanal zur Folge.
Hingegen fiihrte der Austausch des Serinrestes gegen einen negativ geladenen Aspartatrest zu
einer Zunahme, sowohl der in Xenopus Oozyten gemessenen Strome, als auch der Signale fiir
die im Anschluss durchgefiihrte Western Blot Analyse im Vergleich zu den Messungen fiir
den unveridnderten ROMK-Kanal. O’Connell et al. vermuteten, dass eine Phosphorylierung
des ROMK-Kanals zu einer Unterdriickung eines putativen ER-Retentionssignals fiihrt und

dass dadurch eine gesteigerte Oberfldchenexpression erreicht wird.

KeNa4 439 R I R M G S S Q R R T G P 451

SGK1-Bindestelle i 2
( ) 1315 5°- CGC ATC CGC ATG GGC AGC TCC CAG CGG CGG ACG GGT CCT -3 i3s3

KCNQ5 (putative 595 V L R K G S A S A L A L A 607

PKA-Bindestell . ,
indestelle) 63 5_GTC CTT Coe ARR GGC TCT GOC TCA GCC CTC GCT TTG GCT - 3 1821

SR 39 R A R L V 8 K D G R C N I 51

(PKA-Bindestelle) _. .
114 5°-RAGA GCA AGG CTA GTC TCC ARAR GAT GGAR AGG TGC ARC ATA -3 152

Abbildung 4.2: Sequenzdatenvergleich der SGK1 Bindestelle von KCNQ4 mit der PKA
Phosphorylierungsstelle von ROMK und der putativen PKA Bindestelle von KCNQS5. Gezeigt wurde der
Bereich fiir die von Seebohm et al., 2005a beschriebene SGK1 Bindestelle von KCNQ4. Darunter befindet sich
der Bereich, der von Schroeder et al., 2000 als putative PKA Bindestelle beschriebenen wurde, sowie die fiir
ROMK identifizierte PKA Phosphorylierungsstelle S44 (OConnell et al., 2005). Die Serinereste, fiir KCNQ4
S444, fir KCNQS5 S600 und fiir ROMK S44, die als mogliche Phosphorylierungsstellen in Betracht kommen,
sind in schwarz hervorgehoben. Zur besseren Ubersicht befindet sich jeweils unterhalb der Proteinsequenz von
KCNQ4, KCNQ5 und ROMK das dazugehorige DNA-Basentriplett.

PKA abhingige in vitro Phosphorylierungsexperimente mit KCNQ1 und KCNQS5 ergaben nur
fiir KCNQI1 eine sichtbare Phosphorylierung. Fiir KCNQS5 hingegen konnte kein Signal durch
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Autoradiographie mit radioaktivem Phosphat (P-32) beobachtet werden. Moglicherweise wird
KCNQS5 deshalb gar nicht wie vermutet PKA abhéngig phosphoryliert, oder aber andere Serin
abhingige Kinasen, die hier nicht genauer untersucht wurden, beispielsweise die Serum- und
Glucocorticoidinduzierbare Kinase SGKI1, sind verantwortlich fiir eine putative
Phosphorylierung von KCNQ5.

Fiir die Serum- und Glucocorticoidinduzierbaren Kinasen konnte bewiesen werden, dass eine
SGK abhingige Phosphorylierung zu einer erhohten Oberflichenexpression von
Transportproteinen und auch Ionenkanilen fiihrt (Pearce, 2003; Verrey et al., 2003; Flores et
al., 2003). KCNQ4 ist der erste spannungsabhingige Kaliumkanal, fiir den gezeigt werden
konnte, dass die Serum- und Glucocorticoidinduzierbare Kinase SGK1 einen stimulierenden
Effekt auf den in Xenopus Oozyten gemessenen Strom ausiibt (Seebohm et al., 2005a). Eine
Punktmutation des Serins an Position S444A fiir die identifizierte SGK Konsensussequenz
IRMGS444 fiihrte zu einer Abnahme der stromverstirkenden Wirkung der SGK1 in mit
cRNA von KCNQ4 injizierten Xenopus Oozyten. Die Abbildung 4.2 zeigt einen Vergleich
der fir KCNQ4 beschriebenen SGK1 beschriebenen Phosphorylierungsstelle mit der von
Schroeder et al., 2000 identifizierten putativen PKA abhingigen Phosphorylierungsstelle,
sowie der fiir ROMK identifizierten PKA abhéngigen Phosphorylierungsstelle.

4.1.8 Stromverstirkender Effekt der Porenregion von KCNQ1 (PQ1) und
des C-Terminus von KCNQ3

Homotetramere KCNQ1 und KCNQ2 Chimiren mit dem gesamten C-Terminus von KCNQ?3
zeigten insgesamt verstirkte Strome im Vergleich zu den unveridnderten Kanilen von KCNQ1
und KCNQ?2 allein (Maljevic et al., 2003). Als Ursache fiir die beobachteten erhohten Strome
der von Maljevic et al., 2003 beschriebenen chimiren Kanidle von KCNQ1 und KCNQ2 mit
dem carboxyterminalen Bereich von KCNQ3 wurde eine mogliche stirkere Oberfldachen-
expression oder eine mogliche Inhibierung eines putativen ER-Retentionssignals vermutet,
wie es auch von Schwake et al., 2000 und 2003 angenommen wurde. Dariiber hinaus wurde
ebenso vermutet, dass eine erhohte Einzelkanalleitfihigkeit, sowie eine mogliche erhohte
Offenwahrscheinlichkeit der chimiren Kandle von KCNQI und KCNQ2 mit dem
carboxyterminalen Ende von KCNQ3 Ursache fiir die erhohten gemessenen Stréme sein
konnte. Untersuchungen von Schwake et al., 2000 widersprechen aber diesen Vermutungen.
Danach unterscheiden sich die Einzelkanalleitfahigkeiten und die Offenwahrscheinlichkeiten

sowohl der homo- als auch der heterotetrameren Kanile von KCNQ2 und KCNQ3 nicht
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wesentlich voneinander. Interessanterweise kann der fiir die Amplitude der Strome
verstiarkende Effekt der KCNQI1 und KCNQ2 Chimiren mit dem carboxyterminalen Bereich
von KCNQ3 nicht fiir den homotetrameren Kanal von KCNQ3 beobachtet werden. KCNQ3
selbst zeigt in elektrophysiologischen Untersuchungen nur Stréme mit einer geringen
Amplitude im Vergleich zu den iibrigen a-Untereinheiten KCNQ1, KCNQ2, KCNQ4 und
KCNQS.

Fiir KCNQ3 wurden im Rahmen der Untersuchung iiber die Wirkung von Retigabin auf die
bekannten KCNQ Kanidle von Schenzer et. al., 2005 weitere Chimdren von KCNQ1 und
KCNQ3 konstruiert, die, fiir sich allein in Xenopus Oozyten exprimiert, erhohte Strome im
Vergleich zu nur mit KCNQ3 injizierten Xenopus Oozyten ergaben. Diese Chimiren
enthielten die Porenregion von KCNQI1 mit der darin befindlichen N-Glykosylierungsstelle
im Bereich der Turret Domine. Es wurde daher vermutet, dass eventuell eine N-
Glykosylierung von KCNQI1 einen verstiarkenden Effekt auf die resultierenden Strome ausiibt.
Moglicherweise fithrt aber zusitzlich die Inhibierung einer putativen Wechselwirkung
zwischen dem C-Terminus und der Porenregion von KCNQ3 zu den beobachteten verstirkten
Stromen der sowohl fiir von Maljevic et al., 2003, als auch von Schenzer et al., 2005
untersuchten chiméiren Kanéle von KCNQ3.

Untersuchungen von Etxeberria et al., 2004 verstirken dabei die Annahme, dass die
Porenregion von KCNQ3 regulierend auf den Kanal von KCNQ3 wirkt. Es wird von
Etxeberria et al. vermutet, dass der Alaninrest an Position A315 im Bereich der Porenregion
von KCNQ3 fiir die nur geringen Strome von KCNQ3 verantwortlich ist und dass um den
Alaninrest A315 eine Art Tasche fiir die Bindung mit einem putativen und noch unbekannten
Inhibitor vorhanden ist. Fiir den heteromeren Kanal von KCNQ2 und KCNQ3 tritt demnach
der fiir KCNQ3 inhibierende Effekt nicht in Erscheinung, da durch die Vereinigung von
KCNQ2 und KCNQ3 der regulierende Effekt des Alaninrestes A315 durch die entsprechende
Aminosdure T276 von KCNQ?2 aufgehoben wird. Etxeberria et al. nahmen weiterhin an, dass
der aminoterminale Bereich von KCNQ2 und KCNQ3 Einfluss auf die maximale Offen-
wahrscheinlichkeit der homotetrameren Kanile ausiibt und dass das carboxyterminale Ende
generell verantwortlich fiir die unterschiedliche Oberfldchenexpression der KCNQ Kandile ist.
Fiir die Untersuchung der stimulierenden Wirkung der Porenregion von KCNQI1, sowie der
ebenfalls Strom verstirkenden Wirkung des carboxyterminalen Endes wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Reihe von Chiméren hergestellt. Fiir Chimédre von KCNQ4 zeigte sich, dass
der Austausch der Porenregion von KCNQ4 gegen die Porenregion von KCNQI1 zu einem

etwa doppelt so starken Strom im Vergleich zum unverdnderten Kanal von KCNQ4 fiihrt.

139



DISKUSSION

Einen ebenfalls stimulierenden Effekt hatte der Austausch der Porenregion von KCNQI1
gegen die Porenregion von KCNQ2, sowie gegen die Porenregion von KCNQS5. Jedoch fiihrt
der Austausch der Porenregion von KCNQS5 gegen die Porenregion von KCNQI nicht zu
einer erhohten Produktion des mutierten Kanals fiir transfizierte COS-7 Zellen, so dass der fiir
die Porenregion von KCNQI beobachtete stimulierende Effekt tatsdchlich auf andere
veridnderte FEigenschaften, wie etwa einer erhohten FEinzelkanalleitfahigkeit oder einer
verdnderten Offenwahrscheinlichkeit zuriickzufiihren ist.

Der Austausch des carboxyterminalen Bereiches von KCNQ4 gegen den C-Terminus von
KCNQ3 fiihrte fiir die Chimédre von KCNQ4 ebenfalls zu erhohten Stromen fiir mit cRNA
injizierte Xenopus Oozyten. Wobei dieser beobachtete Effekt vermutlich eher auf eine, genau
wie fiir die von Schwake et al. 2003 untersuchte Chimire mit der si-Domine von KCNQ3 und
den Proteinriickgrat von KCNQI, erhohte Oberflichenexpression und nicht auf eine
verdnderte Offenwahrscheinlichkeit zuriickzufiihren ist. Interessanterweise zeigte eine von Li
et al.,, 2004 konstruierte Chimdre von KCNQ4 und dem carboxyterminalen Bereich von
KCNQ3 mit der Bezeichnung KCNQ4n/3¢ nur sehr geringe Strome in CHO-Zellen, die in
ihrer Amplitude deutlich unter denen von KCNQ3 lagen.

Wie sich zeigte, unterscheidet sich jedoch die von Li et al., 2004 konstruierte Chimére von
KCNQ4 und KCNQ3 in mehreren Punkten von der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Chimidre KCNQ4CTQ3 mit den Proteinriickgrat von KCNQ4 und dem C-Terminus von
KCNQ3. Der Austausch des carboxyterminalen Bereiches von KCNQ4 gegen den C-
Terminus von KCNQ3 erfolgte bei Li et al., 2004 durch die Verwendung des fiir beide Kanile
vorkommenden Restriktionsenzyms Xcml. Jedoch schneidet Xcml an unterschiedlichen
Stellen des C-Terminus von KCNQ4 und KCNQ3, so dass zum einen kein homologer
Austausch von Aminosduren stattfand und zum anderen der von Li et al. beschriebene
chimire Kanal zusitzlich um fiinfundsechzig Aminosduren grofer ist, als der fiir diese Arbeit
untersuchte chimire Kanal KCNQ4CTQ3. Zudem erfolgte bei Li et al., 2004 der Austausch
deutlich carboxyterminal der sechsten Transmembrandoméne hinter der von Gamper et al.,
2005 charakterisierten Calmodulin Andockstelle von KCNQ4, hingegen wurde fiir die hier
untersuchte Chimére von KCNQ4 mit dem C-Terminus von KCNQ3 nach dem Vorbild von
Maljevic et al., 2003 direkt hinter der sechsten Transmembrandoméne S6 mittels Fusions-
PCR ein homologer Austausch der Aminosédureabfolge von KCNQ4 gegen die entsprechende
Sequenz von KCNQ3 durchgefiihrt (Abbildung 4.3). Daher lassen sich die von Li et al., 2004

beschriebenen Ergebnisse nicht direkt mit den hier gefundenen Beobachtungen vergleichen.
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Abbildung 4.3: (A) Sequenzdatenvergleich der Chiméire KCNQ4CTQ3 mit der von Li et al., 2004
konstruierten Chimére Q45/Q3¢. Die CLUSTALW Analyse erfolgte unter Verwendung des frei im Internet
(http://www.ebi.ac.uk/) erhiltlichen Computerprogramms CLUSTALW (1.83) des Europdischen Bioinformatik
Instituts (EBI), das dem Européischen Molekularbiologie Laboratorium (EMBL) unterstellt ist. In blau gedruckte
Aminosduren stehen fiir Bereiche von KCNQ4. Hingegen sind die zu KCNQ3 gehorigen Aminosiuren in rot ab-
gebildet. Die grauen Kaistchen zeigen fiir die beiden untersuchten Chimdren KCNQ4 und Q4n/Q3c tiber-
einstimmende Sequenzen, die zusitzlich unterhalb der Sequenzen mit einem Sternchen markiert sind. Mit einem
Doppelpunkt wurden Bereiche hervorgehoben, die zwar von ihrer Aminosiduresequenz nicht identisch sind,
deren Aminosduren aber vergleichbare Eigenschaften, wie Ladung und Hydrophobizitit aufweisen. Die Punkte
unter den Sequenzen hingegen verdeutlichen semikonservative Aminosdureabfolgen. Ist unter den aufgefiihrten
Aminosduresequenzen eine Liicke, so stimmen die untersuchten Sequenzen weder in der Abfolge noch in der
Ladung oder Hydrophobizitit iiberein. Der Bereich der Xcml Restriktionsschnittstelle wurde zudem unter-
strichen. (B) Schematische Ubersicht iiber die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Chimire KCNQ4CTQ3
und (C) der von Li et al., 2004 konstruierten Chimére Q4x/Q3c.

Moglicherweise ist jedoch der von Li et al., 2004 nicht ausgetauschte Bereich ab der sechsten
Transmembrandoméne von KCNQ3 bis zur Xcml Restriktionsschnittstelle verantwortlich fiir
die erhohte Oberflichenexpression von Chimiren mit dem C-Terminus von KCNQ3.
Untersuchungen der weiteren Chimédren von KCNQ1 und KCNQ3, bei der zum einen die
Porenregion von KCNQI1 gegen die Porenregion von KCNQ3 ausgetauscht wurde, zeigen
eine Verringerung des gemessenen Stroms fiir den chimédren Kanal KCNQITDQ3 im
Vergleich zum unverinderten Kanal von KCNQI1, mit dhnlich geringer Amplitude wie fiir den
homotetrameren Kanal von KCNQ3. Der Austausch des carboxyterminalen Bereiches von
KCNQI1 gegen den carboxyterminalen Bereich von KCNQ3 verstirkt sogar noch den
inhibierenden Einfluss der Turret Doméne von KCNQ3 fiir KCNQITDQ3CTQ3. Gleichzeitig
wird der durch die N-Glykosylierungsstelle im Bereich der Turret Domédne von KCNQI1

vermittelte mogliche stimulierende Effekt auf KCNQ1 aufgehoben.
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Abbildung 4.4: Einfluss der Porenregion von KCNQ1, der Turret domain von KCNQ3, sowie des C-
Terminus auf die untersuchten Chiméren von KCNQ1 und KCNQ3. (A) Die Porenregion von KCNQI1 mit
N-Glykosylierungstelle (griin) fiihrt moglicherweise zu einem verstirkten Offnen des homotetrameren Kanals
und dadurch zu einem verstirkten Strom an Kaliumionen von innen nach auflen. (B) Die Chimidre Q1TDQ3 mit
der Porenregion von KCNQ3 und dem Proteinriickgrat von KCNQ1 kann aufgrund der fehlenden N-
Glykosylierungsstelle unter Umstidnden weniger gut 6ffnen und lédsst deshalb weniger Kaliumionen passieren.
(C) Der C-Terminus und die Porenregion von KCNQ3 wirken eventuell zusammen regulierend auf die
gemessenen Strome der KCNQ1 Chimére mit der Porenregion und dem C-Terminus von KCNQ3.

Insgesamt wird daher vermutet, dass die Turret Domédne von KCNQI einen verstirkenden
Einfluss auf die fiir KCNQI gemessenen Strome ausiibt, und dass durch die Porenregion von
KCNQ3 moglicherweise iiber die von Etxeberria et al., 2004 beschriebene Aminosdure A315
und eventuell in Zusammenhang mit dem C-Terminus von KCNQ3 eine Beeinflussung des

fiir KCNQ3 gemessenen Stroms erfolgt, wie die Abbildung 4.4 verdeutlicht.

4.2 Polyklonale Antikorper gegen KCNQ2 und KCNQ3

4.2.1 Charakterisierung polyklonaler Antikorper gegen das humane
KCNQ2 und KCNQ3

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden insgesamt vier neue polyklonale Antikorper, zwei
gegen KCNQ2 und zwei gegen KCNQ3, entwickelt, anschlieBend aus Kaninchen Serum
gereinigt und anhand der in COS-7 Zellen {iberexprimierten Kanidle von KCNQ2 und KCNQ3

untersucht. Die Charakterisierung der vier Antikorper, zwei gegen KCNQ2, sowie zwei gegen

KCNQ3, erbrachte fiir die durchgefiihrten Western Blot Analysen der aus COS-7 préparierten
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Membranfraktionen von KCNQ2 und KCNQ3 fiir die untersuchten KCNQ Kanéile sehr
spezifische Signale fiir die liberexprimierten Proteine von KCNQ2FLAG und KCNQ3HA.
Dariiber hinaus wurden von dem untersuchten polyklonalen Antikdrper weitere Signale im
Western Blot erkannt, bei denen es sich aufgrund ihrer Grofle moglicherweise um das Dimer
und Trimer von KCNQ2 und KCNQ3 handelt.

In elektrophysiologischen Untersuchungen konnten bereits 1992 von Robbins et al., vier Jahre
vor der ersten Beschreibung von KCNQI, die fiir die heteromeren Kanile aus KCNQ2 und
KCNQ3, bzw. die fiir KCNQ3 und KCNQ5 charakteristischen, langsam aktivierbaren g )
Strome in NGI108-15 Zellen beschrieben werden. Jedoch wurden die fiir NG108-15 be-
schriebenen Proteine von KCNQ2, KCNQ3 oder KCNQS5 noch nicht proteinbiochemisch in
Western Blot Analysen charakterisiert. Aus diesem Grund wurden Membranpriparate der
nicht transfizierten neuronalen Zellkultur von NG108-15 Zellen gleichzeitig mit denen als
Kontrolle dienenden Membranpriparaten mit KCNQ2FLAG oder auch KCNQ3HA
transfizierter COS-7 Zellen unter Verwendung der polyklonalen Antikorper gegen KCNQ2,
sowie gegen KCNQ3 untersucht. Jedoch konnten auch in wiederholten Western Blot
Analysen keine Beweise fiir das Vorhandensein von KCNQ2 oder KCNQ3 auf
biochemischen Weg unter Verwendung der fiir diese Arbeit gegen KCNQ2 und KCNQ3
hergestellten Antikorper fiir NG108-15 Zellen erbracht werden. Eine mogliche Erkldrung fiir
das fehlende Erkennen der fiir NG108-15 beschriebenen KCNQ Kanile KCNQ2 und KCNQ3
mit den untersuchten Antikorpern gegen KCNQ2 und gegen KCNQ3 liefert eventuell der
unterschiedliche Ursprung der durch eine Fusion von Maus Neuroblastomazellen und Ratten
Gliomazellen entstandenen NG108-15 Zellen und der fiir die humanen Proteine von KCNQ2
und KCNQ3 synthetisierten Antikorper. Neben den NG108-15 Zellen wurden auBerdem
Gesamtgehirnpriparate, sowie Membranpriparate des Hippocampus unter Verwendung der
hier beschriebenen polyklonalen Antikérper gegen KCNQ2 und KCNQ3 untersucht (Daten
nicht gezeigt). Auch fiir diese Priparate konnte kein endogenes Protein von KCNQ?2 oder
KCNQ3 unter Verwendung der polyklonalen Antikdrper gegen KCNQ2 und KCNQ3
nachgewiesen werden, obwohl beide Untereinheiten durch Northern-Blot Analysen bereits fiir
das Kleinhirn, GroBhirnrinde, Hinterhauptslappen, Frontallappen, Temporallappen und den
Hippocampus identifiziert wurden (Biervert et al., 1998; Yang et al., 1998; Tinel et al., 1998).
Cooper et al., gelang es 2000 Antikorper gegen KCNQ2 und KCNQ3 zu entwickeln, die
sowohl die in HEK293 Zellen exprimierten Kandle KCNQ2 und KCNQ3, als auch die beiden
endogenen Proteine dieser KCNQ a-Untereinheiten erkannten. Diese Antikdrper waren gegen

die Proteinsequenzen 397-423 (Q2C1) und 713-737 (Q2C2) fiir KCNQ2, sowie gegen die
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Proteinsequenz 524-548 (Q3C1) von KCNQ3 gerichtet. Das Epitop des ersten von Cooper et
al., 2000 entwickelten Antikorpers Q2C1 stimmte dabei mit dem kleineren Epitop des im
Rahmen dieser Arbeit entwickelten Antikorpers 391.1 von Position 402 bis 416 mit der
Aminosdureabfolge von KCNQ2 iiberein. Dennoch konnte vom polyklonalen Antikorper
391.1 kein endogenes KCNQ?2 erkannt werden. Eine mogliche Erkldrung bietet die Tatsache,
dass das fiir den Antikorper 391.1 gewdhlte Epitop kleiner als das von Cooper et al., 2000
war. Da polyklonale Antikorper Seren ein Gemisch von mehreren Antikdrpern darstellten, die
jeweils unterschiedliche Epitope fiir das Antigen prisentierende Peptid erkennen, konnte es
daher sein, dass fiir den Bereich 397-415 oder aber fiir den Bereich von 417 bis 423 oder fiir
beide Teilbereiche zusitzliche Antikorper binden, die in dem polyklonalen Antikdrperserum
391.1 nicht vorhanden sind.

Die fehlende Antikorpererkennung gegen das endogene Protein von KCNQ2 oder KCNQ3 im
Western Blot konnte aber auch dadurch begriindet werden, dass aufgrund einer verstirkten
Produktion von KCNQ2 und KCNQ3 in transfizierten COS-7 Zellen insgesamt wesentlich
mehr Kanile im Vergleich zu denen in Neuronen des Gehirns gebildet werden.

Es ist aber auch denkbar, dass es eventuell durch eine unnatiirliche Uberproduktion der beiden
KCNQ Kanidle KCNQ2 und KCNQ3 in transfizierten COS-7 Zellen zu einer Anreicherung
von Proteinen im Endoplasmatischem Retikulum kommt. Diese Proteine konnten dann weiter
aufgrund der fehlenden Modifikation einen verhéltnismiBig groen Anteil an dem Gesamt-
proteingehalt fiir die prédparierten Proteinextrakte haben, weshalb KCNQ2 und KCNQ3 in
transfizierten COS-7 Zellen von den polyklonalen Antikorper gegen KCNQ2 und gegen
KCNQ3 erkannt werden, hingegen fiir Proteinpriparate aus dem Gehirn oder aber NG108-15
Zellen nicht.

4.3 Pharmakologische Untersuchungen spannungsabhingiger KCNQ
Kanile

4.3.1 Wirkung von R-L3 auf KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 und KCNQ5

R-L3 ist der einzig beschriebene Aktivator des Iks-Stroms des Herzens und seine Strom ver-
starkende Wirkung auf den zuerst entdeckten spannungsabhingigen Kaliumkanal KCNQI
wurde bereits 1998 von Salata et al., ein Jahr vor Erstbeschreibung von KCNQ4 (Kubisch et
al., 1999) und zwei Jahre vor der Entdeckung von KCNQ5 untersucht (Lerche et al., 2000;
Schroeder et al., 2000). Uber die Wirkungsweise von R-L3 auf die weiteren KCNQ Kanile
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KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 und KCNQS5 ist derzeit noch nichts berichtet worden. Deshalb
wurde im Rahmen dieser Arbeit der Effekt des Benzodiazepins R-L3 auf die iibrigen KCNQ
Kanidle KCNQ3, KCNQ4 und KCNQS5 elektrophysiologisch mit Hilfe von mit cRNA
injizierten Xenopus Oozyten untersucht.

Wie gezeigt werden konnte, erfolgt durch R-L3 eine Beeinflussung des fiir KCNQS5 in
Xenopus Oozyten gemessenen Stroms. Fiir KCNQ2, KCNQ3 und auch fiir KCNQ4, sowie
dem heteromeren Kanal bestehend aus KCNQ2 und KCNQ3 konnte keine Beeinflussung
durch R-L3 beobachtet werden.

KCNQS5 weist mit iiber 40% eine groBe Ubereinstimmung im Vergleich zu den iibrigen
KCNQ Kanilen auf (Schroeder et al., 2000). Im Bereich der Porenregion, einschlielich der
fiinften und sechsten Transmembrandoméne, die von Seebohm et al., 2003 als moglicher
Interaktionsbereich von R-L3 mit KCNQI1 identifiziert wurde, unterscheiden sich KCNQI1
und KCNQ5 um insgesamt 34 Aminosduren. Hingegen unterscheidet sich das fiir R-L3
sensitive KCNQS5 durch lediglich 9 Aminosiduren vom nicht von R-L3 beeinflussten Kanal
von KCNQ4, so dass nur wenige Aminosduren fiir eine putative Interaktion von R-L3 mit
KCNQS5 in Betracht kommen. Abziiglich der mit KCNQI iibereinstimmenden Aminosduren
bleiben daher nur die zwei Aminosduren KCNQS5-E259 und KCNQ5-A266 fiir eine mogliche
Interaktion von KCNQS5 mit R-L3 iibrig. Genauere Untersuchungen anhand von durch
Punktmutation verédnderte Kanile von KCNQS5 konnten diesbeziiglich zu weiteren Aussagen
fiihren.

Durch eine stufenweise Steigerung der Konzentration an R-L3 konnte die Amplitude des
Stroms ebenfalls erhoht werden. Jedoch tritt im Gegensatz zu Salata et al., 1998 keine dosis-
abhingige Inhibierung fiir KCNQS bei einer Konzentration von 10uM an eingesetztem R-L3
auf, wie fiir KCNQI1 beobachtet. Zusitzliche Kontrollmessungen von KCNQI1 mit 10uM an
R-L3 konnten diesbeziiglich fiir Gewissheit sorgen, ob es sich bei dieser nicht beobachteten
Inhibierung von KCNQ5 eventuell um eine irrtiimliche Beobachtung handelt.

R-L3 hat ebenso keinen Einfluss auf den heteromeren Kanal von KCNQ3 und KCNQ5. Wie
im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, wirkt R-L3 neben KCNQI1 nur auf den
homotetrameren Kanal von KCNQ5 und nicht etwa auf heteromere Kanile von KCNQS5 und
KCNQ3, wie es auch fiir den heteromeren Kanal von KCNQ1 mit KCNEI1 beschrieben wurde
(Salata et al., 1998). Auch wenn die Wirkung von R-L3 auf den heteromeren Kanal von
KCNQI und KCNEI insgesamt schwicher ist, als fiir den homomeren Kanal von KCNQ1
allein, so ist es erstaunlich, dass fiir den heteromeren Kanal von KCNQ3 und KCNQ5 kein

solcher Effekt mit R-L.3 beobachtet wurde.
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Ein moglicher zusitzlicher Beweis fiir die Interaktion von R-L3 mit der Porenregion von
KCNQI zeigt sich aber dadurch, dass durch die Bindung von KCNEI im Bereich zwischen
den beiden Transmembrandoménen S5 und S6, ein Effekt von R-L.3 auf den resultierenden
Ixs-Strom des Herzens, im Vergleich zum untersuchten Kanal von KCNQ1 mit R-L3 allein
deutlich geringer ist. Moglicherweise fiihrt daher die Assemblierung von KCNQ3 mit
KCNQ5 zu einer Abschirmung oder auch Inaktivierung von putativen Bindestellen von R-L3
an KCNQS35, so dass gegebenenfalls die Wirkung von KCNQ5 in Bezug auf R-L3 durch die
heteromere Assemblierung von KCNQ3 und KCNQS5 aufgehoben wird.

Mit KCNQ5 konnte daher neben KCNQI eine weitere KCNQ Untereinheit identifiziert
werden, die durch R-L3 stimuliert wird. Fiir die librigen homotetrameren Kanile KCNQ?2,
KCNQ3 und KCNQ3, sowie fiir die heterotetrameren Kanile von KCNQ2 und KCNQ3,
sowie KCNQ3 und KCNQS5 wurde hingegen keine Beeinflussung durch R-L3 beobachtet.

4.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen die herausragende Funktion der beiden carboxy-
terminal gelegenen coiled coil Doménen bei der Assemblierung von KCNQ Kanilen.

Fiir den heteromeren KCNQ2/KCNQ3 Kanal konnten insgesamt verstirkte Stréme, sowie
eine ebenfalls gesteigerte Oberflichenexpression beobachtet werden, die eventuell in
Zusammenhang mit einem verstiarkten Transport an die Plasmamembran stehen. Durch die
heteromere Assemblierung kommt es moglicherweise zur Inaktivierung von putativen ER
Retentionssignalen. Zukiinftige Arbeiten konnten beispielsweise durch Koimmun-
prizipitationsexperimente fiir Gewissheit sorgen, ob diese verstirkte Oberflichenexpression
zusitzlich durch bisher unbekannte und am Transport des heteromeren KCNQ2/KCNQ3
Kanals an die Plasmamembran beteiligte Proteine begiinstigt werden.

Fiir die Bestimmung der endogenen Stochiometrie heteromerer KCNQ Kanile werden fiir
zukiinftige Studien neue spezifische Antikorper bendtigt, die nicht nur das in COS-7 Zellen
iberexprimierte, sondern auch die endogen aus Membranpridparaten des Gehirns isolierten
Proteine von KCNQ2 und KCNQ3 erkennen.

Fir KCNQ3 konnte dariiber hinaus ein 65 Aminoséduren grofler Bereich identifiziert werden,
der wahrscheinlich fiir die erhohten Strome des chimiren Kanals mit dem Riickgrat von
KCNQ4 und dem C-Terminus von KCNQ3 verantwortlich ist. Es ist moglich, dass die ver-
starkten Strome der Chiméren mit dem carboxyterminalen Bereich von KCNQ3 oder der

Porenregion von KCNQI1 ebenfalls durch verschiedene Transportvorginge begiinstigt werden.
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Moglicherweise wird dabei ebenso wie beim heteromeren KCNQ2/KCNQ3 Kanal eine
groBere Anzahl von chimidren Kanilen an die Plasmamembran gebracht. Die im Rahmen
dieser Arbeit angewandten Experimente zur Quantifizierung der Oberflichenexpression von
KCNQ2 und KCNQ3 konnten daher auch zur Bestimmung der Oberflichenexpression der
untersuchten KCNQ4/KCNQ3 Chimdiren, sowie fiir die weiteren Chimédren mit der Pore von
KCNQI1 dienen. Auch lie3e sich ermitteln, ob die fiir die KCNQ4/KCNQ3 Chiméren und die
weiteren Chiméren mit der KCNQI1 N-Glykosylierungsstelle beobachteten Strome tatsdchlich
auf einem gesteigerten Transport beruhen, oder ob eventuell andere Einfliisse, wie ein
verdndertes ,,gating* der Kanile fiir die gemessenen Effekte verantwortlich sind.

R-L3 ist ein Aktivator fiir den homotetrameren Kanal von KCNQI1. Wie im Rahmen dieser
Arbeit gezeigt wurde, scheint KCNQS5 ebenfalls von R-L3 stimuliert zu werden. Jedoch zeigt
der heterotetramere Kanal KCNQ3/KCNQ5 nicht von R-L3 beeinflusst zu werden. Fiir
KCNQI konnte gezeigt werden, dass der Bereich zwischen S5 und S6 fiir die Interaktion mit
R-L3 in Betracht kommt (Seebohm et al., 2003). Fiir KCNQ5 konnte daher die Interaktion
von R-L3 iiber denselben Bereich erfolgen. Da beispielsweise KCNQ4 nicht sensitiv auf R-1.3
reagiert, konnte in weiteren Arbeiten durch einen homologen Austausch zwischen KCNQS5
und KCNQ4 eine Eingrenzung des fiir die Interaktion von KCNQS5 mit R-L3 wichtigen
Bereiches erfolgen und so eventuell aufgeklart werden, warum der heteromere

KCNQ3/KCNQ5 Kanal nicht durch R-L3 aktiviert wird.
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5. Zusammenfassung

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass fiir eine erfolgreiche Interaktion der
KCNQ Untereinheiten der carboxyterminale Bereich der Kanile verantwortlich ist. Sowohl
die homomere, als auch die heteromere Assemblierung der KCNQ Kanile wird dabei durch
die beiden coiled coil Doméinen im Bereich der si-Domiine vermittelt, wobei die zweite coiled
coil Doméne einen verstarkten Einfluss auf die Heteromerisierung der KCNQ Kandle ausiibt.
Untersuchungen zur Assemblierung des heteromeren KCNQ2/KCNQ3 Kanals ergaben eine
verstdrkte Oberfldchenexpression, die eventuell in Zusammenhang mit einem gesteigerten
Transport an die Zelloberfliche steht und daher moglicherweise durch die zweite coiled coil
Domine der KCNQ Kanile vermittelt wird.

In der Nihe der zweiten coiled coil Domédne von KCNQS befindet sich eine putative PKA
abhingige Phosphorylierungsstelle, von der daher vermutet wurde, dass diese einen Einfluss
auf die Assemblierung von KCNQS5 oder auf den heteromeren Kanal KCNQ3/KCNQS5
ausiiben konnte. Jedoch konnte durch in vitro Experimente zur putativen PKA abhingigen
Phosphorylierung von KCNQS5 keine selbige beobachtet werden. Elektrophysiologische
Untersuchungen ergaben dagegen fiir den durch Punktmutation verinderten Kanal von
KCNQ5 mit einem Glutamatrest an Stelle der putativen PKA Phosphorylierung einen
verstiarkten Strom, so dass moglicherweise andere Phosphorylierungen oder bisher
unbekannte Modifikationen von KCNQS5 fiir den beobachteten Effekt verantwortlich sind.
Dariiber hinaus konnte fir KCNQ3 ein zusitzlicher 65 Aminosduren groBer
carboxyterminaler Bereich identifiziert werden, der ebenfalls fiir einen verstirkten Strom des
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten chiméren Kanals mit dem Proteinriickgrat von KCNQ4
und dem C-Terminus von KCNQ3 verantwortlich ist. Die Ursache fiir diese verstirkten
Strome ist noch ungeklirt, basiert aber moglicherweise auf einer ebenfalls erhohten
Oberflachenexpression des chimidren KCNQ3/KCNQ4 Kanals.

Fiir zusitzliche in vivo Untersuchungen zur endogenen Stochiometrie heteromerer
KCNQ2/KCNQ3 Kanile wurden spezifische Antikorper bendtigt, die endogenes KCNQ2 und
KCNQ3 erkennen. Die neu synthetisierten polyklonalen Antikorper gegen KCNQ2 und gegen
KCNQ3 erkannten nur das in COS-7 Zellen iiberexprimierte Protein von KCNQ2 und
KCNQ3. Fir Membranpriparate aus dem Gehirn von Méusen, sowie fiir die neuronale
Zellkultur NG-10815 konnte dabei jedoch kein endogenes KCNQ2 oder KCNQ3 nach-

gewiesen werden.
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Untersuchungen an KCNQI1/KCNQ3 Chimiren ergaben im Gegensatz zu den verstirkten
Stromen der KCNQ3/KCNQ4 Chiméren, dass die Porenregion von KCNQ3 vermutlich
regulierend auf die in Xenopus Oozyten beobachteten Strome wirkt.

Hingegen bewirkt die Porenregion von KCNQI einen verstirkten Strom fiir injizierte
Xenopus Oozyten. Chimiren von KCNQ2, KCNQ4 und KCNQS5, bei denen die Pore gegen
die Porenregion von KCNQI1 mit der bereits bekannten N-Glykosylierungsstelle ausgetauscht
wurde, zeigten ebenfalls in elektrophysiologischen Experimenten deutlich verstirkte Strome
im Vergleich zu den unverdnderten Kandlen von KCNQ2, KCNQ4 und KCNQ5. Obwohl
eine N-Glykosylierung von KCNQI1 im Western Blot fiir transfizierte COS-7 Zellen nicht
beobachtet wurde, konnte daher dennoch eine N-Glykosylierung von KCNQ1 fiir den strom-
verstiarkenden Effekt der Porenregion von KCNQ1 verantwortlich sein.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Benzodiazepin R-L3 nicht nur stimulierend auf
KCNQI1, sondern ebenfalls auf KCNQS5 wirkt. Jedoch scheint der heteromere Kanal von
KCNQS5 und KCNQ3 nicht von R-L3 beeinflusst zu werden. Elektrophysiologische
Untersuchungen fiir KCNQ2, KCNQ3 und KCNQ4, sowie des heteromeren Kanals von
KCNQ2 und KCNQ3 ergaben keine signifikante Verdnderung nach Behandlung mit R-L3.
Zusammenfassend konnte in elektrophysiologischen und in pharmakologischen
Untersuchungen zu spannungsabhingigen KCNQ Kanilen gezeigt werden, dass der
carboxyterminale Bereich entscheidend fiir die erfolgreiche Assemblierung von KCNQ
Kanélen ist und dass neben KCNQ1 die weitere Untereinheit KCNQ5 mit Hilfe von R-L3

stimuliert werden kann.

6. Summary

Resuming the results, there is a strong evidence for a C-terminal interaction of voltage gated
KCNQ potassium channels. The subunit assembly seems to depend on two specific C-
terminal coiled coil domains which are a part of the KCNQ si-domain.

The first KCNQ coiled coil domain possibly takes part in the homotetramerization process
whereas the second coiled coil domain has a strong effect on the heteromerization of KCNQ2
and KCNQ3.

Mutations of a putative PKA dependent phosphorylation site close to the second coiled coil
domain of KCNQS5 leads to higher currents in Xenopus oocytes in electrophysiological

experiments. PKA dependent phosphorylation is probably not the reason for this finding.
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A C-terminal 65 amino acid stretch was identified in KCNQ3, which is most likely
responsible for the observed amplified currents of a chimeric KCNQ channel consisting of the
backbone from KCNQ4 with the C-terminus of KCNQ3.

In contrast, the pore loop of KCNQ3 possibly serves as an internal controller. The exchange
of the current amplifying C-terminus from KCNQ3 with the C-terminus of KCNQ1 could not
rescue the inhibiting effect of the KCNQ3 pore loop.

On the other hand the exchange of the pore region from KCNQ2, KCNQ4 and KCNQS5 with
the pore region of KCNQI1 led to increased currents in cRNA injected Xenopus oocytes, in
comparison to KCNQ2, KCNQ4 and KCNQS5 wild type channels. Although no N-
glycosylation of KCNQI1 could be observed in Western blot experiments in overexpressing
COS-7 cells, a potential KCNQ1 N-glycosylation event is most likely responsible for these
higher currents.

Newly synthesized antibodies against KCNQ2 and also against KCNQ3 detected KCNQ?2 and
KCNQ3 when overexpressed in COS-7 cells. In membrane fractions from mouse brain and
NG108-15 cells no endogenous signal could be observed.

Pharmacological experiments show that there is a stimulating effect of the Benzodiazepin R-
L3 on the recently discovered KCNQ subunit KCNQS5. In contrast no effect could be detected
for the heteromeric channel consisting of KCNQ3 and KCNQS5 in Xenopus oocytes. For wild
type KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 and for the heteromeric KCNQ2/KCNQ3 channel no

stimulation with R-L.3 was observed.
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