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1 Einfihrung

1 EinfUhrung
1.1 Phospholipase C und PIP,

Phosphoinositide sind Inositol-Phospholipide der Zellmembran, die in allen eukaryoten Zellen
fur die Signallibertragung genutzt werden. Eines dieser Phosphoinositide ist Phosphatidyl-
Inositol (4,5)-bisphosphat (Ptdins(4,5)P,) oder kurz PIP, genannt, das charakteristisch fur die
Plasmamembran ist (McLaughlin et al., 2002). Es hat drei negative Ladungen und ist das
haufigste Isomer von PtdinsP2, obwohl es nur 1-3% der gesamten Membran-Phospholipide
ausmacht (Suh & Hille, 2005). PIP, wird im endoplasmatischen Retikulum durch
Phosphorylierung durch Kinasen synthetisiert und ist an der zytoplasmatischen Seite der
Zellmembran lokalisiert. In den 1980er Jahren wurde es als Vorlaufer der viel untersuchten
Second messenger IP; (Inositol(1,4,5)-trisphosphat) und DAG (Diacylglycerol) bekannt, die
entstehen, wenn PIP, durch die Rezeptor-aktivierte Phospholipase C (PLC) gespalten wird
(Abbildung 1.1).

DAG activates the enzyme
protein kinase C.

G protein complex 3

IP; signals the release
of Ca2* from the ER.

ER =~

Abbildung 1.1. Rolle der Phospholipase C in den Signal-Wegen.

Bindet ein Ligand an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor, wird die ag-Untereinheit abgespalten.
Diese aktiviert die Phospholipase C (PLC), die wiederum PIP, (Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphat)
in DAG und IP; spaltet. DAG (Diacylglycerol) ist membranstandig und rekrutiert Enzyme, um sie an
der Zellmembran zu verankern. Unter anderem ist es an der Aktivierung der Proteinkinase C (PKC)
beteiligt, die Enzyme und lonenkanale phosphoryliert und so deren Aktivitat beeinflussen kann (Klinke
& Silbernagel, 1996; Suh & Hille, 2008; Mizuno & Itoh, 2009). IP; (Inositol(1,4,5)-trisphosphat) ist als
Second messenger fur die Signaltransduktion in der Zelle von grofRer Bedeutung. Durch Bindung an
den IPs-Rezeptor des endoplasmatischen Retikulums (ER) bewirkt es die Ca2+-Freisetzung aus dem
ER, das als intrazelluléarer Ca2+-Speicher dient. Dadurch kommt es zu einer Erhéhung der ca*-
Konzentration im Zytosol. Zytosolisches Ca” hat viele Funktionen, u. a. bindet es an Calcineurin und
Calmodulin. Dartuber werden Proteinkinasen aktiviert (z.B. PKC) oder die Aktivitat von Ca**-aktivierten
Kanélen beeinflult (z.B. IK-, MaxiK-Kanal: Klinke & Silbernagel, 1996; Suh & Hille, 2008; Mizuno &
Itoh, 2009; Abbildung aus Boron & Boulpaep, 2005).
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Die Phospholipase C

Die Phospholipase C ist ein Schliisselenzym im Phosphoinositol-Stoffwechsel und ist somit
zentral an der Signaltransduktion beteiligt. Von der Phospholipase C sind derzeit 14
Isoformen in S&ugern identifiziert, die in 5 Subfamilien (PLC-B, -y, -6, -C, -¢) unterteilt werden.
Diese Isoenzyme besitzen alle die Fahigkeit, PIP, zu spalten und IP; zu formen. Trotzdem
wird jedes Isoenzym in seiner Aktivitdt unterschiedlich durch eine spezifische Kombination
von Stimuli reguliert (Rhee, 2001).

Fur diese Arbeit besonders interessant ist die B-Isoform, PLC (4 Isoformen B1-p4), weil sie
in der Aktivitdt von lonenkandlen eine besondere Bedeutung hat. Sie wird durch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (G,-Typ) aktiviert, von denen nach Aktivierung die oq-Untereinheit
abgespalten wird und direkt an die PLC bindet (Abbildung 1.1; Smrcka et al., 1991; Mizuno &
Itoh, 2009), aber die PLCB kann auch durch GBy-Untereinheiten aktiviert werden (Rhee,
2001; Mizuno & Itoh, 2009).

Studien der letzten Jahre haben ergeben, dass die PLCp, die durch Goy aktiviert wird,
stark Ca**-abhangig ist und damit einem starken positiven Feedback uiber ihren eigenen 1P5-
Weg und einer Steigerung des Ca®*-Signal-Weges in anderen Systemen unterworfen ist
(Horowitz et al., 2005).

Phosphatidyl-Inositol-Bisphosphat (PIP,)

Erst in den letzten Jahren hat sich herausgestellt, dass nicht nur die Abbauprodukte IP; und
DAG die Aktivitat von Kanalen modulieren kénnen, sondern dass auch PIP, selber ein
essentielles Signal-Molekul ist, dessen Bildung oder Abbau in der Plasmamembran eine
unmittelbare Auswirkung auf das Schalten verschiedener lonenkandle hat (Huang et al., 1998;
Sui et al., 1998; Zhang et al., 1999; Logothetis et al., 2007a).

Der erste lonenkanal, von dem man herausfand, dass er durch PIP; reguliert wird, war
der Karp (Kir6) - ein Mitglied der einwarts-gleichrichtenden K*-Kanal-Familie (Hilgemann & Ball,
1996; Fan & Makielski, 1997). Mittlerweile umfalit die Liste der PIP,-regulierten lonenkanéle
und Transporter ein beeindruckend breites Spektrum. So sind nicht nur die gesamte Familie
der einwarts-gleichrichtenden K*-Kanale (Kir), sondern auch verschiedene andere K*-Kanal-
Familien wie spannungsabhangige K'-Kandle (K,), KCNQ, HERG (Human Ether-a-go-go
Related Gene channels), two-pore-domain K*-channels (Kz2p), aulerdem

spannungsabhangige Ca®*-Kanidle (P/Q- und N- Typ), TRP-Kandle (Transient Receptor

2
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Potential channels) und der CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
Ziel der PIP,-Regulation (Hilgemann et al., 2001; Suh & Hille, 2005; 2008). Aul3erdem wird
PIP, fur die Funktion von Nukleationsproteinen des Zytoskeletts und fir die Kontrolle der
Endozytose bendtigt (siehe Reviews von Hilgemann et al., 2001 und Suh & Hille, 2005).

PIP, agiert als lokaler Lipid-Schalter, der zelluldare Aktivitaten reguliert. Durch seine geringe
Menge in der Plasmamembran kommt es zu signifikanten Konzentrationsanderungen,
sobald die PLC aktiviert wird (Suh & Hille, 2005; 2008).

Fur Elektrophysiologen ist besonders die Rolle der PIP,-Level fur die
Offenwahrscheinlichkeit von bestimmten Typen von lonenkanélen interessant (Suh & Hille,
2005). Unter diesen Kanalen sind es die einwarts-gleichrichtenden K*-Kanale der Kir-Familie,

die in dieser Arbeit eine besondere Bedeutung haben.

1.2 Fur diese Arbeit wichtige Grundlagen der K*-Kanale

K*-Kanale sind die haufigsten und vielfaltigsten aller bekannten lonenkanéale (Sanguinetti &
Spector, 1997). Sie kommen sowohl in eukaryotischen als auch in prokaryotischen Zellen vor
(Huang et al., 1997). Beim Menschen sind (ber 50 verschiedene K'-Kanal-Gene bekannt.
Sie kommen in allen Geweben vor und spielen bei den unterschiedlichsten physiologischen
Vorgangen eine wichtige Rolle. Fir diese verschiedenen Funktionen existieren

unterschiedliche K*-Kanéle.

Die K'-Kanale sind strukturell sehr unterschiedlich aufgebaut und werden in drei groRere
Gruppen unterteilt, welche sich in der Zahl der Transmembrandoménen der a-Untereinheit
(2, 4 oder 6 TM) unterscheiden (Abbildung 1.2).

Die erste Gruppe, deren Aufbau die Mindestanforderungen an einen K*-Kanal erfuillt,
besitzt nur 2 Transmembrandoménen (M1 und M2; Jan & Jan, 1994), wobei sich die
Porendomane zwischen M1 und M2 befindet (Abbildung 1.3B). Diese Gruppe bilden die
einwarts-gleichrichtenden K*-Kanale der Kir-Familie (Inwardly rectifying K* channels).

Die zweite und groRte Gruppe der K*-Kanale besteht aus 6 Transmembrandoméanen
(S1-S6), wobei die Pore zwischen S5 und S6 liegt (Abbildung 1.3A). In dieser Gruppe
befinden sich mehrere Untergruppen, wie u. a. die grof3e Gruppe der spannungsgesteuerten
K,-Kandle, die eag- (ether & go-go) Kanéle und die Gruppe der Ca**-aktivierten K*-Kanéle.
Der MaxiK aus dieser Gruppe besitzt als einziger Kanal eine zusatzliche

Transmembrandoméne SO, so dass der N-Terminus extrazellular liegt (Wallner et al., 1996).
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Eine dritte Gruppe bilden K*-Kanale, die erst in den letzten Jahren entdeckt wurden - die
sogenannten Two-pore-domain K* channels (Kz-Kanale). Diese K'-Kanale besitzen pro
Untereinheit vier Transmembrandoméanen und zwei porenbildende Domé&nen. Funktionelle
K.p-Kanadle assemblieren als Dimere, bei denen insgesamt vier Porendomanen eine K*-
selektive Pore bilden (Abbildung 1.3C; Gurney et al., 2003).

Fur diese Arbeit sind die Kanale der Kir-Familie - insbesondere der Kir3 (GIRK) - und der

MaxiK besonders interessant und werden im Folgenden ausfihrlicher dargestellt.

Human
Sub- gene
family prefix Phenotype
Hyperpolarization- .
NCN1 HCN —> activated Nonselective
Cyclic nucleotide- cation
—— CNG1 CNG —» gated channels
Voltage-gated
—— eag KCNH —> gther a-go-go
6TM — akt1 — Plant inward rectifiers
pak1 — Paramecium
Large conductance (BK)
Msl KCNM —» .
slo c Voltage/Ca++ -activated
- Ski1 KCNN — Small conductance Ca++ -activated
L 1k1 KCNN — Intermediate conductance Ca++ -activated
Kv1.1 KVNA — Voltage-gated (Shakers)
I_E Kv3.1 KCNC —» Voltaged Shaws
- Kv4.1 KCND — Voltage-gated Shals
Kv2.1 KCNB —» Voltage-gated Shabs Delayed
Kv5.1 Voltage-gated outlier rectifiers
Kv6.1
Kv8.1 Modifiers/silencers
Kv9.1 KCNS
Sl del d
KCNQ1  KCNQ —> Voltage-gated KCNQs } S titiore
Kird.1
— Kir7.1
i Classical Inward
K!r1 N rectifiers
2TM Kir2.1 KCNH — Inward recifiers
Kir5.1
Kir6.1 ATP-sensitive
Kir3.1 } G-protein-coupled
4TM TWIK KCNK — 2-P-domain K leaks

Abbildung 1.2. Ubersicht iber die Gruppe der K*-Kanéle.

Die K'-Kanéale werden nach ihrer Struktur in drei gréRere Gruppen unterteilt, die sich in der Zahl der
Transmembrandoménen (6TM, 2TM, 4TM) unterscheiden. Neben der jeweiligen Unterfamilie sind
auch die Genbezeichnung am Menschen und der Phanotyp aufgelistet. Die farbig markierten Kanéle
wurden in dieser Arbeit untersucht, wobei die rot gekennzeichneten MaxiK (,BK®) und Kir3 von
zentraler Bedeutung fur diese Arbeit sind (Abbildung nach Hille, 2001).
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A Voltage-gated K* channel

Extracellular B

side

Cytoplasmic
side

Extracellular
side

Cytoplasmic
side

Extracellular
side

Cytoplasmic
side

Abbildung 1.3. Schematische Darstellung der Membrantopologie unterschiedlicher K*-Kanal
a-Untereinheiten.

,P* bezeichnet den Bereich der Porendomane und des Selektivitatsfilters, ,N“ das N-terminale und ,C*
das C-terminale Ende. In den rechten Abbildungen ist jeweils die tetramere Anordnung der a-
Untereinheiten zu erkennen (Abbildung nach Kandel et al., 2000).

A) K*-Kanéle mit sechs Transmembrandomanen S1-S6 pro a-Untereinheit (spannungsabhangige K-
Kandle). Bei diesen Kanélen befindet sich die Pore zwischen S5 und S6. N-und C-Terminus liegen
intrazellular.

B) K'-Kandle mit zwei Transmembrandoménen M1 und M2 pro o-Untereinheit (einwarts-
gleichrichtende K*-Kanéle). N-und C-Terminus liegen intrazellular.

C) K'-Kanale mit vier Transmembrandomanen TMS1-4 und zwei porenbildenden Domé&nen pro
Untereinheit (two-pore-domain K’ channels). Die Kanale bilden Dimere, so dass insgesamt vier
Porendoménen eine Pore bilden.
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1.2.1 Die einwarts-gleichrichtenden K*-Kanéale

Die einwarts-gleichrichtenden K*-Kanéle der Kir-Familie (inwardly rectifying K* channel) sind
eine wichtige Gruppe von K*-Kanalen, die sich funktionell und strukturell deutlich von den

anderen K*-Kanéalen unterscheiden.

Allen Kandlen aus dieser Familie ist die Eigenschaft einer mehr oder weniger deutlichen
Einwartsgleichrichtung gemeinsam. Das bedeutet, dass diese Kanale Einwartsstrome
negativ vom K*-Gleichgewichtspotential (Ex) besser als Auswartsstrome positiv von Ey leiten
(Lu, 2004) - ein Prozess, der von Katz (1949) als ,abnorme® Gleichrichtung im Gegensatz
zur typischeren Auswartsgleichrichtung der spannungsgesteuerten K,-Kanale bezeichnet
wurde. Heute ist aber der Begriff Einwartsgleichrichtung (inward rectification) gebrauchlich.
Die Kir-Kanale sind nicht absolut spannungsabhangig, sondern die Aktivierung héngt von der
Differenz zwischen dem Membranpotential und dem Gleichgewichtspotential fur K*
(treibende elektromotorische Kraft (V — Ex)) ab (Hodgkin & Horowicz, 1959).

Aufgrund ihrer biophysikalischen Eigenschaften spielen die Kir-Kanéle eine wichtige Rolle
bei der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials nahe dem K*-Umkehrpotential (ca.
-90 mV) und der Regulation der Zellerregbarkeit (Hille, 2001; Hibino et al., 2010). AuRerdem
sind sie beteiligt am K*-Transport Glber Membranen und an der Regulation von Herzfrequenz,
Gefaldtonus, Hormonsekretion und der Kontrolle der Salzbalance (Bichet et al., 2003). Sie
kommen fast ubiquitar vor. Die Kandle, die die Zellerregung regulieren, besitzen starke
Gleichrichtereigenschaften. Man findet sie v. a. in Neuronen, Herz- und Skelettmuskelzellen.
Kir-Kanale mit schwachen Gleichrichtereigenschaften lassen mehr Auswartsstrom durch und

steuern v. a. den K*-FIuB tber Epithelien.

Im Moment besteht die Kir-Familie aus mindestens 15 Mitgliedern in S&ugern, die in
7 Unterfamilien eingeteilt werden (Kirl-7; Nichols & Lopatin, 1997; Reimann & Ashcroft,
1999). Diese Unterfamilien kbénnen aufgrund ihrer Sequenzhomologie, aber auch anhand
ihrer funktionellen Eigenschaften wie Starke der Gleichrichtung und ihrer Antwort auf
zellulare Signale unterschieden werden. Trotz dieser Unterschiede gibt es aber unter all
diesen Kanalen der Kir-Familie eine grof3e Sequenz-Konservierung (Nishida & MacKinnon,
2002).
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Struktur und Aufbau

Die Rontgenstruktur-Untersuchungen an verschiedenen kristallisierten Kir-Kanalen von
MacKinnon ermdoglichten in den letzten Jahren neue Einsichten in Architektur,
Schaltverhalten und Modulation der Kanéle (Nishida & MacKinnon, 2002; Pegan et al., 2005;
Inanobe et al., 2007).

Die Kanale der Kir-Familie sind kleiner als die K,-Kanale. |hre Sekundarstruktur ist
charakterisiert durch nur zwei Transmembran-Helices, genannt TM1 und TM2, die durch das
porenformende Segment H5 (Pore-Loop) - in dem auch der Selektivitatsfilter liegt -
verbunden werden (Abbildung 1.3B; Ho et al., 1993; Kubo et al., 1993; Dascal et al., 1993;
Hibino et al., 2010). TM1 und TM2 einschlieB3lich der Porenregion korrespondieren mit S5
und S6 der spannungsabhangigen K*-Kanale. N- und C-Terminus liegen intrazellular und
formen eine lange ,zytoplasmatische Porenstruktur® (Nishida & MacKinnon, 2002).

Wie bei den spannungsgesteuerten K*-Kanalen wird die Pore aus 4 Untereinheiten
gebildet (Yang et al., 1995), dabei kommen in vivo sowohl Homomere (Kirl, 2 und 6) als
auch Heteromere (Kir3.1+3.2 im Hirn und Kir3.1+3.4 im Herz) vor. Au3er den Karp-Kanélen
(Kir6) assoziieren die Kanale der Kir-Familie nicht mit p-Untereinheiten wie die
spannungsabhangigen K*-Kanale (Stanfield et al., 2002). Im Gegensatz zur N-terminalen
Tetramerisierungs-Domane der K, wird die Tetramerisierung bei den Kir von M2 und dem
proximalen C-Terminus bestimmt (Tinker et al., 1996; Tinker & Jan, 1999).

Charakteristisch fir K'-Kandle wie die der Kir-Familie, denen S4 als
Spannungssensor fehlt, ist ihre Eigenschaft, dass sie generell von zytoplasmatischen
Liganden und Second messengern, wie G-Proteinen und intrazellularen Nukleotiden,

Phosphorylierung und Protonen gesteuert werden (Du et al., 2004).

Die Einwartsgleichrichtung

Charakteristisch fir alle Kir-Kanéle ist die Einwartsgleichrichtung, wenn auch in
unterschiedlicher Auspréagung. Kir2.1 und Kir3.1 sind starke Gleichrichter (Abbildung 1.4C),
wahrend andere Kanale wie Kirl.1 und Kir6.1 nur als schwache Gleichrichter gelten
(Hibino et al., 2010). Ursache fiur die Gleichrichtung sind intrazellulare di- und polyvalente
Kationen wie Mg?* und Polyamine (Spermin®** > Spermidin®** > Mg®"), die spannungsabhangig
bei Depolarisation den Leitungsweg blockieren und dadurch den K*-Auswartsstrom
behindern bzw. hemmen (Lu & MacKinnon, 1994; Lopatin et al., 1994; Fakler et al., 1995).
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Dieser Mechanismus ermdglicht den Zellen, intrazellular K* zu konservieren und
erleichtert den Eintritt von K*-lonen in die Zelle. Je groRer die treibende elektromotorische
Kraft (V — Ek) in depolarisierender Richtung, desto starker ist der Porenblock der Kir
(Karschin et al., 1997). Ursachlich fur diesen Block sind negativ geladene Aminoséuren
(Glutamat und Aspartat) im zweiten Transmembransegment entlang der Pore und im
cytoplasmatischen C-Terminus (Abbildung 1.4A+B), welche die Affinitat fir die blockierenden
Kationen bestimmen (Lu & MacKinnon, 1994; Nichols & Lopatin, 1997).

Bei Hyperpolarisation ermdglichen die Kir-Kanale einen Einstrom von K, da in

diesem Fall das die Pore blockierende, positiv geladene Molekil den Kanal verlasst.

B

Abbildung 1.4. Einwéartsgleichrichtung bei Kanélen der Kir-Familie.

(A), (B) Modell der Einwartsgleichrichtung durch Polyamine am Beispiel des Kir2.1. Spermin (SP4+)
und Mg2+ blocken die Pore direkt durch Bindung an D172 im zweiten Transmembransegment (A; Lu &
MacKinnon, 1994; Hibino et al., 2010). E224 und E299 befinden sich im inneren Vestibulum und
dienen als intermediéare Bindungsstelle fir Spermin, die den Eintritt von Spermin zur Pore erleichtert,
aber bei Bindung von Spermin nicht selber die Pore verstopft (B; Kubo & Murata, 2001; Abbildung
nach Prif3, 2004).

(C) I-V-Beziehung des stark einwarts-gleichrichtenden IRK- (Kir2.1) Kanals. Dabei habe ich
Spannungsrampen von -75 bis +50 mV (80 mV/s) zum Messen benutzt. Bei zunehmender
Depolarisation wird die Pore durch intrazellulare Kationen - wie in (A) / (B) beschrieben - blockiert,
wodurch der Auswartsstrom gehemmt wird.
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Modulation

Die Aktivitat der Kir-Kanéle kann durch eine Vielzahl von zellularen Faktoren (Na*- und Mg*'-
lonen, ATP (Kir6), G-Proteine (Kir3), PIP,, Phosphorylierung, pH-Wert, Arachidonséaure,
Oxidation / Reduktion) beeinflusst werden (Reimann & Ashcroft, 1999; Ruppersberg, 2000;
Hibino et al., 2010). Charakteristisch fur die gesamte Kir-Familie ist aber ihre Regulation
durch PIP, (siehe Abschnitt 1.2.2; Hilgemann & Ball, 1996; Shyng & Nichols, 1998; Zhang et
al., 1999). Beim Kirl und Kir2 ist PIP, z.B. fur die konstitutive Aktivitat nétig (Liou et al., 1999;
Zhang et al., 1999), beim Kir3 wird es bendtigt fur die normale Aktivierung des Kanals durch
GBy-Untereinheiten und Na* (Huang et al., 1998; Zhang et al., 1999; Ho & Murrell-Lagnado,
1999) und beim Kir6 reguliert es die ATP-Affinitat (Shyng & Nichols, 1998; 2000).

Aktivierung durch PIP;

Die Aktivierung durch Phosphoinositide wie PIP, ist eine gemeinsame Eigenschaft aller Kir-
Kanale (Sui et al., 1998; Huang et al., 1998; Du et al., 2004), wobei sich die verschiedenen
Mitglieder der Familie allerdings in ihrer Affinitat und Spezifitat fir die Phosphoinositide
unterscheiden (siehe Abschnitt 4.4.3; Rohacs et al., 2003; Du et al., 2004).

Eine direkte Interaktion zwischen negativ geladenen Phosphat-Kopfgruppen von PIP, und
positiv geladenen Resten im N- und C-Terminus der Kanale ist essentiell flr ihre Aktivierung
(Fan & Makielski, 1997; Huang et al., 1998; Lopes et al., 2002; Schulze et al., 2003).
Basierend auf ihrer Stelle in den zytoplasmatischen Regionen des Kanals kénnen die Reste,
die zur PIP,-Interaktion beitragen, in zwei Gruppen unterteilt werden. Eine Gruppe ist direkt
neben dem inneren Faltblatt der Plasmamembran angeordnet und interagiert wahrscheinlich
direkt mit PIP,. Die zweite Gruppe befindet sich weiter entfernt von der Membran und
beeinflusst die PIP,-Interaktion allosterisch (Xie et al., 2007). Diese Bindung stabilisiert die
TM2-Helix in einer Offen-Konfiguration, so dass der Selektivitatsfilter 6ffnen und schliel3en
kann. Langeres spontanes Offnen und SchlieBen beobachtet man beim Kir2.1 (Choe et al.,
1999; Lu et al., 2001), wahrend man beim GIRK und Karp kurzes Offnen und SchlieRen
beobachten kann (Trapp et al., 1998; Enkvetchakul et al., 2000; Yakubovich et al., 2000).

In letzter Zeit hadufen sich Hinweise, die der PIP,-Kanal-Interaktion eine besondere co-
regulatorische Rolle zuordnen. Es wurde gezeigt, dass die Bindung von einigen Kanal-
Modulatoren eine erhdhte PIP,-Affinitat des Kanals verursacht, was zu einer Stabilisierung

seines Offen-Zustands fiihrt - wie im Fall von G-Proteinen, Na* und PKA (Huang et al., 1998;
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Zeng et al., 2003a). Auf der anderen Seite reduzieren andere Kanalmodulatoren die PIP,-
Affinitat - wie z.B. ATP und pH - wodurch der Kanal in seinem Geschlossen-Zustand
stabilisiert wird (Baukrowitz et al., 1998; Schulze et al., 2003; siehe auch Reviews von Xie et
al., 2007 und Guy-David & Reuveny, 2007).

Wahrend PIP, unmittelbar die Kir-Aktivitdt und das Gating reguliert (Xie et al., 2007), tragen
diverse Co-Faktoren zur Kanal-Regulation bei, indem sie die Kanal-PIP,-Interaktion
modulieren. Viele dieser Co-Faktoren interagieren mit Bereichen, die in der Néahe von PIP,-

sensitiven Stellen des Kanals liegen.

1.2.2 FUr diese Arbeit wichtige Kir-Unterfamilien und die Modifikation der
Kanal-PIP,-Bindungsaffinitat durch Co-Faktoren

Der IRK- (Kir2) Kanal

Der IRK (Kir2) war der erste bekannte, ,klassische”, stark einwarts-gleichrichtende Kanal.
Durch eine hohe PIP,-Affinitat ist er konstitutiv aktiv. In Herzzellen ist der IRK1 fir die
Bildung des einwarts-gleichrichtenden Stroms (lx;) verantwortlich, der zu einer
Repolarisation in der Endphase des Aktionspotentials fihrt und eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung des Ruhemembranpotentials spielt (Miake et al., 2003; Hibino et al., 2010).
Bisher besteht die Kir2-Unterfamilie aus 4 Mitgliedern (Kir2.1-4; Gutman et al., 2003; Kubo et
al., 2005). Sie kontrollieren das Ruhemembranpotential in vielen verschiedenen Zelltypen
und sind wichtig fir elektrische Aktivitat in Herz, Nervensystem und Muskeln (Nichols &
Lopatin, 1997; Stanfield et al., 2002).

Die Aktivitdat der IRK1 hangt nur von der Anwesenheit von PIP, in der Membran ab
(Zhang et al., 1999). Aber auch sie konnen in ihrer Aktivitat durch verschiedene Zellprozesse
reguliert werden - wie z.B. den pH. Aul3erdem werden sie gehemmt durch PKA-, PKC- und
Tyrosinkinase-abhangige Phosphorylierung (Fakler et al., 1994; Wischmeyer & Karschin,
1996; Wischmeyer et al., 1998). Des Weiteren kdnnen sie von Polyaminen in ihrer Aktivitat
moduliert werden. Lange Polyamine sind in der Lage, den Kanal in einer Offen-Konfiguration
zu stabilisieren, indem sie einen deutlichen Anstieg der Kanal-PIP,-Bindungsaffinitat
ermoglichen. So dienen lange Polyamine in einer doppelten Rolle sowohl als Blocker als
auch als Co-Aktivatoren (zusammen mit PIP,) der IRK1 (Xie et al., 2005).
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Das Andersen-Syndrom, bestehend aus der Trias periodische Paralyse, ventrikulare
Arrhythmien und muskuloskeletale Dysmorphien (Tawil et al., 1994; Venance et al., 2006),
ist auf eine Mutation, die die PIP,-Sensitivitat verandert, zuriickzufiihren (Lopes et al., 2002).
Durch diese Mutation ist die Aktivitit der Kandle herabgesetzt, wodurch das
Ruhemembranpotential nicht mehr aufrechterhalten werden kann und es zu
Depolarisationen der Muskelfasermembran kommen kann. In diesem Zustand ist die
Muskelfasermembran unerregbar, woraus die Lahmung resultiert (Hibino et al., 2010). Da
das Gen nicht nur im Skelettmuskel, sondern auch im Herzmuskel exprimiert wird, kdnnen
neben periodischen Paralysen auch im lahmungsfreien Intervall ventrikulare Arrhythmien
auftreten (Tawil et al., 1994; Andelfinger et al., 2002; Venance et al., 2006).

Der GIRK- (Kir3) Kanal

Die Kir3-Unterfamilie wird auch als GIRK-Familie (G-Protein-gekoppelte einwarts-
gleichrichtende K*-Kanéle) bezeichnet, da sie durch direkte Interaktion mit (Pertussistoxin-
sensitiven) G-Proteinen aktiviert werden. Inzwischen sind 4 Mitglieder in S&ugern bekannt
(Kir3.1-3.4; Dascal et al., 1993; Kubo et al., 1993), die sich am deutlichsten im Bereich von
N- und C-Terminus voneinander unterscheiden. GIRK-Kanéle findet man in vielen
verschiedenen Zellen, am Herz, im ZNS und PNS und in endokrinen Geweben, wo sie die
Hormonsekretion kontrollieren (Stanfield et al., 2002).

In vivo konnen Kir3.2 und Kir3.4 wahrscheinlich auch Homotetramere bilden
(Corey & Clapham, 1998; Inanobe et al., 1999), allerdings bestehen die typischen GIRK-
Strome aus Heterotetrameren - und zwar im Hirn aus Komplexen von Kir3.1 und Kir3.2
(Kobayashi et al., 1995; Karschin et al., 1996) und am Herzen von Kir3.1 und Kir3.4 (Dascal
et al.,, 1993; Krapivinsky et al., 1995). In den kardialen Vorhofzellen (Schrittmacherzellen)
bilden die beiden Kanale den sog. Kacp-Kanal (atrial acetylcholine-activated K* channel), der
daflr zustandig ist, nach Vagusstimulation die Herzfrequenz zu verlangsamen. Indem die K*-
Permeabilitat erhoht wird, lauft die diastolische Depolarisation verlangsamt ab, wodurch
wiederum die Schwelle fiir die Neuerregung spater erreicht wird (Klinke & Silbernagel, 1996;
Stanfield et al., 2002). In verschiedenen Hirnregionen vermitteln die GIRK hemmende
Neurotransmitter-Wirkungen und unterliegen den langsamen - durch GABAg-Rezeptoren

vermittelten - inhibitorischen postsynaptischen Potentialen (Stanfield et al., 2002).
Die GIRK sind zentrale Elemente, um die Zellerregbarkeit zu kontrollieren (Dascal, 1997).
Ihre Aktivitat wird durch viele Transmitter-Systeme reguliert - am Herzen u. a. Uber den M2-

Rezeptor (ACh-Rezeptor; Stanfield et al., 2002). Die neuronalen GIRK werden durch diverse
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Neurotransmitter und -modulatoren aktiviert (z.B. GABA (via GABAg-Rezeptor), Adenosin,
ACh, Dopamin, Serotonin, einige Opioide, Somatostatin), wodurch die neuronale
Erregbarkeit Uber eine Zellhyperpolarisation gedampft wird (Dascal, 1997). Kommt es zum
Verlust der erregungsbegrenzenden GIRK-Aktivitét, resultiert eine erhdhte Epilepsieneigung
(Signorini et al., 1997). Mause denen das Kir3.2-Gen fehlt (sog. Weaver-Mause) leiden unter
Krampfanféallen und Gleichgewichtsstérungen (Signorini et al., 1997).

Typisch fur den GIRK ist die sogenannte Desensitisierung, d.h. nach Applikation eines
Aktivators wie Serotonin kommt es nach einer initialen Aktivierung (Anstieg des lonenstroms)
wieder zu einer Stromabnahme (siehe Abschnitte 3.1.1, 3.2.2). Dieses Phanomen findet man
nicht nur beim GIRK, sondern auch bei anderen liganden-gesteuerten Kandlen.
Desensitisierung findet mit zwei Zeitkonstanten statt, einer schnellen Komponente mit einer
Zeitkonstante von wenigen Sekunden, wahrend die langsame Komponente innerhalb von
1-2 Minuten nach Aktivierung auftritt (Sickmann & Alzheimer, 2002; 2003; Leaney et al.,
2004). Die Desensitisierung korreliert mit der Agonisten-Konzentration (Leaney et al., 2004)
und bedeutet eine Abschwéchung der Stromantwort bei andauernder Stimulierung des
Rezeptors. Es scheint ein Sicherheitsmechanismus zu sein, der zu grof3e und lang-
andauernde Aktivierungen verhindert.

Modulierung des GIRK durch PIP,

Die Kir3-Familie interagiert nur sehr schwach mit PIP, und ist daher besonders empfanglich
fir ein hohes MalR an Modulation. Die Aktivitat des GIRK ist abhédngig vom Zusammenspiel
diverser Modulatoren wie der By-Untereinheit des G-Proteins, intrazellularem Na* und Mg*',
Protein-Phosphorylierung durch PKA, PKC und Tyrosinkinasen und Hydrolyse von PIP,
durch PLCB und PLCy (Petit-Jacques et al., 1999; Xie et al., 2007; Logothetis et al., 2007b).

Studien haben gezeigt, dass sowohl GBy als auch intrazellulare Na'-lonen den GIRK nur
aktivieren kénnen, wenn die Kanale vorher durch PIP, modifiziert waren (Sui et al., 1998).
Sie scheinen ihre Wirkung auszuliben, indem sie die Interaktion des Kanals mit PIP,
stabilisieren (Huang et al., 1998; Zhang et al., 1999; Ho & Murrell-Lagnado, 1999; Logothetis
& Zhang, 1999).
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Regulierung des GIRK durch GBy

Die GIRK werden Uber viele Transmittersysteme aktiviert (Stanfield et al., 2002). Die
Bindung verschiedener Transmitter an den entsprechenden (Pertussistoxin-sensitiven)
G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) aktiviert ein G-Protein. G-Proteine bestehen aus
drei Untereinheiten - a, B und y - wobei ein GDP an die a-Untereinheit gebunden ist. Bindet
ein Ligand an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor, wird am G-Protein vom i/o-Typ das GDP
gegen GTP ausgetauscht. Dies verursacht ein Abdissoziieren der By-Untereinheit, die an den
Kanal bindet (Abbildung 1.5). Die a-Untereinheit hat intrinsische GTPase-Aktivitat, so dass
GTP langsam zu GDP hydrolysiert wird und die drei Untereinheiten wieder reassoziieren
konnen (Stanfield et al., 2002; Mizuno & Itoh, 2009; Hibino et al., 2010). Bunemann et al.
(2003) gehen allerdings davon aus, dass es nicht zu einer Dissoziation der By- von der a-
Untereinheit kommt, sondern lediglich zu einer Konformationsanderung (Rearrangement)

des G-Proteins.

Abbildung 1.5. Aktivierung und Hemmung der GIRK Uber verschiedene G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) am Beispiel der cholinergen Modulation.

Wenn Acetylcholin an den M2-Rezeptor bindet, wird das G-Protein (i/o-Typ) aktiviert und die By-
Untereinheit abgespalten. Diese bindet an den GIRK und stabilisiert die Interaktion von PIP, mit dem
Kanal. Dadurch wird der Kanal aktiviert und die Offenwahrscheinlichkeit nimmt zu. Bindet Acetylcholin
an den M3- oder den M1-Rezeptor, wird vom G-Protein (g-Typ) die ag-Untereinheit abgespalten, die
die Phospholipase C (PLC) aktiviert. Die PLC hydrolysiert PIP,, wodurch die Offenwahrscheinlichkeit
abnimmt (Abbildung nach Jan & Jan, 2000).

Die G-Proteine konnen lonenkandle indirekt Uber verschiedene Second-messenger-
Signalwege oder direkt iber membranbegrenzte Signalwege modulieren. Ein Beispiel fir das
letztere ist die GBy-Regulation der Kir3-Kanale (Abbildung 1.5).

Es ist allgemein akzeptiert, dass fur die G-Protein-Modulation des Kanals eine direkte

Interaktion der By-Untereinheit des G-Proteins mit dem zytosolischen N- und C-Terminus des
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GIRK notwendig ist (Slesinger et al., 1995; Huang et al., 1997; Ivanina et al., 2003). In den
spaten 1990er Jahren kam die Erkenntnis hinzu, dass Gy den Kir3.1/3.4-Kanal nicht ohne
die Anwesenheit von PIP, aktivieren kann (Sui et al., 1998; Huang et al., 1998; Stanfield et
al., 2002). Dies lasst auf eine funktionelle Abhangigkeit des G-Protein-Signals vom
Membranphospholipid PIP, schliefl3en.

Bisher wurden vier GBy-Protein-Bindungsregionen am GIRK im N- und C-Terminus
lokalisiert (Ivanina et al., 2003; Finley et al., 2004; Logothetis et al., 2007b). Die GBy-Bindung
scheint eine Konformationsanderung im C-Terminus zu begunstigen, was die Struktur der
PIP,-Bindungsregion allosterisch verandert. Dadurch ist Gy in der Lage, die Kanal-PIP,-

Interaktion zu stabilisieren, was zu ausgepragter Kanal-Aktivitat fuhrt (Xie et al., 2007).

Regulierung des GIRK durch die PLC

Die GIRK kdnnen durch verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren nicht nur hoch-,
sondern auch herunterreguliert werden, wobei letzteres Uber die o-Untereinheit von
G-Proteinen vom q/11-Typ erfolgt.

Wird z.B. ein M1-, M3- oder al-adrenerger Rezeptor aktiviert (Abbildung 1.5; Meyer
et al., 2001; Cho et al., 2001), so wird die o4-Untereinheit des G-Proteins abgespalten, die
die PLC aktiviert. Diese hydrolysiert PIP,, so dass es zu einer Abnahme der PIP,-
Konzentration in der Membran und damit zu einer Abnahme der Aktivitdt des GIRK kommt
(Stauffer et al., 1998; Willars et al., 1998; Cho et al., 2001).

Fur eine dynamische Steuerung der Zell-Erregbarkeit kann der GIRK (ber
verschiedene GPCR hoch- bzw. herunterreguliert werden, abhangig vom Gleichgewicht aus
der Gjo-Protein-assoziierten Freisetzung von Gpy-Untereinheiten und der Gg-Protein-
assoziierten Aktivierung der PLC mit nachfolgender PIP,-Verarmung (Lei et al., 2003). Diese
bidirektionale Regulation wurde sowohl in atrialen Myozyten (Braun et al., 1992; Yamaguchi
et al., 1997) als auch in aminergen Hirnstammneuronen (Velimirovic et al., 1995; Farkas et
al., 1997) beschrieben. Die Hemmung Uber die GPCR ist unabhangig von PKC, IP; und
intrazellularem Ca®* (Lei et al., 2003).

Modulierung des GIRK durch Na*

Intrazellulare Na'-lonen konnen den GIRK (ber einen G-Protein-unabhangigen
Mechanismus aktivieren (Ho & Murrell-Lagnado, 1999; Zhang et al., 1999; Petit-Jacques et
al., 1999). Es wurde gezeigt, dass Na* - das sowohl den Kir3.2 (Ho & Murrell-Lagnado, 1999)
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als auch den Kir3.4 aktiviert (Sui et al., 1998; Zhang et al.,, 1999) - an ein Aspartat im
proximalen C-Terminus von Kir3.2 und Kir3.4 bindet, welches in der N&he der PIP,-
Bindungsstelle liegt (Zhang et al., 1999; Hibino et al., 2010). Durch die direkte Interaktion mit
diesem negativ geladenen Aspartat wird das negative Potential in der Umgebung der PIP,-
Bindungsstelle reduziert, wodurch die Affinitdt des Kanals fur PIP, erhoht und die Kanal-
PIP,-Interaktion stabilisiert wird (Logothetis & Zhang, 1999; Ho & Murrell-Lagnado, 1999).

ATP und Phophorylierung

ATP hat neben GBy und Na* eine zusatzliche positive Wirkung auf die Offenwahrscheinlichkeit.
Es muss geniigend intrazellulares ATP vorhanden sein, um durch seine Hydrolyse PIP,
synthetisieren zu kénnen (Sui et al., 1998; Huang et al., 1998) und dadurch den Kanal offen
zu halten. Eine weitere Aufgabe von ATP besteht darin, den verschiedenen Kinasen zur
Phosphorylierung zur Verfigung zu stehen. Die PKA z.B. erhoht durch Phosphorylierung die
Affinitat fur PIP, und aktiviert dadurch den Kanal (Lopes et al., 2007). Die PKC dagegen
hemmt den Kanal, indem sie seine Affinitat fir PIP, reduziert (Logothetis et al., 2007b).

PIP, spielt eine entscheidende Rolle in der Regulation der Offenwahrscheinlichkeit der
GIRK-Kanéle. Trotzdem kann es den Kanal nicht alleine aktivieren. Es scheint vielmehr als
Endkontrollpunkt verschiedener Sighalwege zu dienen und so letztendlich fiir die Aktivitat der

Kir-Kanale und das Gating verantwortlich zu sein (Xie et al., 2007).

1.2.3 Die Ca®*-aktivierten K*-Kanale

Die Familie der Ca**-aktivierten K*-Kanéle ist eine strukturell und funktionell unterschiedliche
Gruppe von lonenkandlen mit der Gemeinsamkeit, dass sie durch den Anstieg der
intrazellularen Ca**-Konzentration aktiviert wird. Die Kanale kommen in fast allen Zellen des
Menschen vor und spielen eine Schlisselrolle in der Kontrolle der Form des
Aktionspotentials und der Regulierung der Zell-Erregbarkeit, indem sie zur Repolarisation
und After-Hyperpolarisation beitragen (Robitaille & Charlton, 1992; Ashcroft, 2000).
AuRRerdem beeinflussen sie Differenzierungsvorgéange, Proliferation, Sekretionsvorgdnge und
die Erregbarkeit und Kraftgenerierung glatter Muskulatur (Kaczorowski et al., 1996; Hille,
2001).
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Eine Hauptaufgabe liegt darin, eine Verbindung zwischen dem Ca®*-basierten Second-
messenger-System und der elektrischen Aktivitat der Zellen herzustellen (Jensen et al.,
2001).

Innerhalb der Familie der Ca*-abhangigen K'-Kandle werden hinsichtlich ihrer
Einzelkanalleitfahigkeiten zwei Hauptgruppen unterschieden (Wei et al., 2005): Zur ersten
Gruppe gehort der MaxiK, oder BK (= ,big K*), der so genannt wird wegen seiner grofR3en
Einzelkanalleitfahigkeit (100 - 250 pS in symmetrischen K*-Konzentrationen). Er wird sowohl
durch Depolarisation als auch durch intrazelluldare mikromolare Ca?'-Konzentrationen
aktiviert. Zur zweiten Gruppe gehéren der SK (= ,small K*) mit einer Einzelkanalleitfahigkeit
von 4 - 20 pS und der IK (= ,intermediate K“) mit einer Einzelkanalleitfahigkeit von
20 - 80 pS. Beide Kanale sind kaum spannungssensitiv und aktivieren schon durch Ca?*-
Konzentrationen im submicromolaren Bereich (Ashcroft, 2000). Im Gegensatz zum SK und
IK - die wie die K,-Kanale 6 TM-Domanen haben - besitzt der MaxiK eine 7-teilige
Transmembranstruktur. AuBerdem ist die Aminosauresequenz der beiden Gruppen nur
entfernt verwandt und auch funktionell und pharmakologisch unterscheiden sie sich deutlich
(Wallner et al., 1996; Vergara et al., 1998).

1.2.4 Der MaxiK

Der MaxiK-Kanal ist einer der am weitesten verbreiteten K*-Kanale in Saugern und kommt in
nahezu allen Zelltypen mit Ausnahme der Herz-Myozyten vor. Indem er eine
Membranhyperpolarisation verursacht, tragt er zur Repolarisation bei. Auf3erdem spielt er
eine wichtige Rolle in der neuronalen Erregbarkeit, in der Transmitter-Freisetzung
(Kaczorowski et al., 1996; Sun et al., 2004), in der Kontraktion von glatter und
Skelettmuskulatur (Brenner et al., 2000b; Wellman & Nelson, 2003) und im Immunsystem
(Ahluwalia et al., 2004).

Der MaxiK in der glatten GefaRmuskulatur ist entscheidend an der Repolarisation der
glatten Muskelzellen und der Beendigung des Ca*-Einstromes wahrend der
Vasokonstriktion beteiligt. Damit spielt er eine Schlisselrolle in der Kontrolle des
systemischen Blutdrucks (Nelson et al., 1995) und der Regulierung des Lumens von
Luftwegen (Garcia-Calvo et al., 1994), Gastrointestinal-Trakt (Vogalis et al., 1996) und Blase
(Heppner et al., 1997). Man findet die MaxiK auch in Nervenzellen, wo sie in erster Linie fur
eine schnelle Repolarisation bzw. Hyperpolarisation verantwortlich sind und an der
Transmitterfreisetzung am Axonterminale beteiligt sind (Robitaille et al., 1993; Sun et al.,
2004).

16



1 Einflhrung

Im Gegensatz zum IK ist fir den MaxiK - in Ubereinstimmung mit seiner Sequenzhomologie -
die Spannung fir die Aktivierung deutlich wichtiger als Ca** (Stefani et al., 1997; Vergara et
al., 1998; Moss & Magleby, 2001). Stattdessen handelt Ca** als Modulator und ist in der
Lage, die benotigte Energie zum Offnen des Kanals zu reduzieren, was aus der
Verschiebung der Aktivierungsspannung der Kandle hin zu negativen Potentialen abgeleitet
werden kann (Schreiber & Salkoff, 1997; Shi et al.,, 2002). FUr eine nennenswerte
Aktivierung des Kanals unter physiologischen Bedingungen sind aber sowohl Depolarisation
als auch erhohtes intrazellulares Ca?* nétig. Dies zeigt die Abbildung 1.6, die zwei Whole-
Cell-Messungen einer HEK239-Zellline, die stabil mit der MaxiK o- und B1-Untereinheit

transfiziert war, darstellt.

I (pA)

Ca”'-free

I
70 50
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Abbildung 1.6. Ca”—Abhéngigkeit der MaxiK-Kanéle.

Diese Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die stabil mit der MaxiK ao- und p1-
Untereinheit transfiziert waren, durchgefihrt. Es wurden Spannungsrampen von -100 bis +60 mV
erzeugt (20 mV/s). Dabei wurden zwei verschiedene Pipettenldsungen verwendet, eine EGTA-
gepuffert, weitgehend ohne freies ca® (rot), wahrend die andere 300uM ca” enthielt (schwarz). Die
K*-Konzentrationen von Bad- und Pipettenlésung sind im Inset abgebildet.

Die Messung der roten Kurve in Abbildung 1.6 wurde mit einer Standard-Pipettenlésung
durchgefuhrt. Der Kanal wurde nicht aktiviert und produzierte dementsprechend kaum Strom.
Das liegt daran, dass in der Pipettenlésung EGTA vorhanden war, das Ca?" abpuffert. Erst
wenn in der internen Lésung geniigend Ca** enthalten war (die Pipettenlésung enthielt
300uM Ca?") - wie in der schwarzen Kurve - konnte der Kanal aktiviert werden. Dabei zeigten
die MaxiK eine starke auswarts-gleichrichtende Strom-Spannungs-Beziehung, d.h. bei

negativen Spannungen zeigten die Kandle keinen Strom, der dann aber typischerweise
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zwischen -30 and +30 mV aktiviert wurde und bei weiterer Depolarisation immer weiter
anstieg (Ex -88 mV).

Da Ca®" fiir die Aktivierung des MaxiK eine so groRe Rolle spielt, ist es wichtig, die freie
Ca**-Konzentration in der Pipettenlésung genau zu bestimmen. Dies geschieht mit Hilfe von
Ca**-Elektroden (siehe Abschnitt 2.5).

Nach MaxiK-Aktivierung hyperpolarisiert der resultierende K*-Strom die Zelle und beendet
den Ca?'-Einstrom, indem er spannungsabhéngige Ca®'-Kandale schlieRt (Schreiber et al.,
1999). Auf diese Weise werden die MaxiK zum negativen Feedback-Regulator des Ca*'-
Eintritts. Durch die duale Steuerung der Kanile sowohl durch die intrazellulare Ca®'-
Konzentration als auch durch das Membranpotential, schaffen die MaxiK eine Verbindung
zwischen dem metabolischen und dem elektrischen Zustand der Zellen und werden dadurch

Zu wichtigen Steuerungseinheiten vieler Signalprozesse (Toro et al., 1998).

Struktur und Aufbau

Die Grundeinheit des MaxiK-Kanals ist ein Homotetramer aus der porenformenden o-
Untereinheit, die auch alleine exprimiert werden kann, und einer -Untereinheit im Verhéltnis
1:1. Je nach Gewebe kann die a-Untereinheit mit verschiedenen regulatorischen -
Untereinheiten assoziieren (Kaczorowski et al., 1996; Toro et al.,, 1998). Anhand seiner
Primarsequenz gehort der MaxiK zur Superfamilie der spannungsabhangigen K*-Kanalen
(Jan & Jan, 1997). Allerdings besitzt er strukturelle und funktionelle Besonderheiten, die in
molekularen Studien der letzten Jahre entdeckt wurden (siehe Reviews von Magleby, 2003,
Lu et al., 2006 und Ghatta et al., 2006).

Die Primarsequenz der Transmembran-Segmente S1-S6 weist eine ausgepragte Homologie
zu den korrespondierenden Regionen der spannungsabhangigen K*-Kanale auf. Genau wie
die K, enthélt auch der MaxiK die TM-Segmente S1-S6 und einen typischen P-Loop, der S5
und S6 miteinander verbindet und die Kanalpore mit Selektivitatsfilter bildet (Abbildung 3.19;
Jan & Jan, 1997). Der P-Loop enthalt auch den Rezeptor fir die Bindung der Porenblocker
Iberiotoxin (IbTX) und Charybdotoxin (ChTX). Wie bei allen anderen spannungsabhangigen
K*-Kanalen ist das S4-Segment durch einen hohen Anteil an positiv geladenen Aminosauren
gekennzeichnet, die weitestgehend fiir den intrinsischen Spannungssensor verantwortlich
sind (Ghatta et al., 2006).
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Zusatzlich besitzt der MaxiK ein 7. hydrophobes Segment SO, das einzigartig fur diesen
Kanal ist, und das zu einem extrazellularen N-Terminus fuhrt (Wallner et al., 1996). Der N-
Terminus agiert als Bindungsstelle fir die pB-Untereinheiten (Wallner et al., 1996). Eine
weitere Besonderheit des MaxiK ist der sehr lange intrazellulare C-Terminus, der mehr als
die Halfte des gesamten Proteins umfasst und vier weitere hydrophobe Segmente (S7-10)
enthalt (Abbildung 3.19; Ghatta et al., 2006).

Innerhalb dieses C-Terminus befinden sich beim MaxiK zwei RCK-Doménen
(Regulator of Conductance for K*). Diese Domanen sind in den meisten K'-Kanalen
vorhanden und bilden Bereiche, in denen verschiedene Modulatoren binden und so die K-
Leitfahigkeit regulieren. Jiang et al. (2001) haben diese RCK-Domane am KcsA K*-Kanal
von E. coli untersucht und festgestellt, dass sie im verwandten eukaryoten MaxiK bis auf
wenige Aminosauren konserviert ist (RCK1) und eine wichtige Rolle im Schaltmechanismus,

v. a. als Ca**-Bindungsstellen, spielt (s. u.; Jiang et al., 2001).

Nach seiner Sequenz kann der MaxiK in drei verschiedene Regionen unterteilt werden
(Schreiber et al., 1999): Eine ,Core“-Region, die den spannungsabhangigen K*-Kanalen der
Shaker-Familie &hnelt und aus den Transmembran-Segmenten S0-S6 und einer
intrazellularen RCK1-Domane besteht (Jiang et al., 2001), einer nicht-konservierten Linker-
Region und der ,Tail*-Doméne, die das letzte Drittel des C-Terminus umfasst und die
Transmembran-Segmente S9 und S10 enthélt (Abbildung 3.19). Sie bildet eine mdgliche
zweite RCK-Doméne (Abbildung 3.19; Magleby, 2003). Wahrend Core- und Tail-Region unter
den MaxiK der verschiedenen Spezies hoch konserviert sind, ist der Linker sowohl in Sequenz

als auch in Lange hoch variabel (Wei et al., 1994).

Der gesamte C-Terminus enthdlt multiple regulatorische Angriffsstellen, z.B. die
Tetramerisierungsregion, den Ca®*-Bowl, einige Leucin-Zipper-Doménen fiir Protein-Protein-
Interaktionen (Tian et al., 2003) und multiple Phosphorylierungsstellen fiir cAMP- und cGMP-
abhangige Proteinkinasen (Zhou et al., 2001b) und fir PKC und Tyrosinkinase (Wang et al.,
1999).

Ca*-Bindungsstellen

Der MaxiK enthalt multiple Bindungsstellen fiir zweiwertige Kationen, die intrazellularem Ca**
und Mg?* erlauben, den Kanal zu aktivieren (Hu et al., 2006).

Schreiber & Salkoff (1997) identifizierten die erste hoch affine Ca®*-Bindungsstelle
(High-Affinity-Ca**-Site) am MaxiK, die Ca**-Bowl. Sie befindet sich in der Tail-Domane im
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C-Terminus kurz vor S10. Diese Region ist in allen klonierten MaxiK hoch konserviert und
enthalt ein Sequenzmotiv mit vielen negativ geladenen Resten (Aspartat). Allerdings ist die
Ca**-Bowl nur fiir 56% der Ca**-Bindung verantwortlich (Bian et al., 2001). Dies deutet auf
die Existenz von mehr als einer Ca**-Bindungsstelle hin.

Shi & Cui (2001) und Zhang et al. (2001) haben die Ca**-Sensoren in zwei Klassen
eingeteilt: einen High-Affinity-Ca**-Sensor (Ca®*-Bowl) und einen Low-Affinity-Ca**- / Mg*'-
Sensor, der entweder von intrazellularem millimolarem Ca?* oder Mg2+ aktiviert werden kann.
Inzwischen sind mindestens drei voneinander relativ unabhangige Ca?-Regulations-
Mechanismen durch Mutationen identifiziert, die zusammen die gesamte Ca?"-Sensitivitat
der Kanale ausmachen (Magleby, 2003).

Alle wichtigen Ca?-Bindungsstellen befinden sich im C-Terminus im Bereich von
RCK1 und RCK2. Diese RCK-Domanen scheinen Schliisselelemente im Ca**-abhangigen
Schalten von intakten Kanélen zu sein (Jiang et al., 2002; Magleby, 2003). Ein zweiter High-
Affinity-Ca®**-Sensor neben der Ca*-Bowl befindet sich im Bereich von RCK1 (entweder
D362 / D367 (Xia et al., 2002) oder M513 (Bao et al., 2002), die evtl. Uber den gleichen
Regulationsmechanismus wirken (Magleby, 2003)). Ein Low-Affinity-Ca®*- / Mg®*-Sensor, der
als wichtige Bindungsstelle fir Mg** gilt, befindet sich ebenfalls im Bereich von RCK1 (E374 /
E399 / Q397; Shi et al., 2002; Xia et al., 2002).

Alle bisher bekannten Bindungsstellen beeinflussen die MaxiK-Aktivierung unabhéangig
voneinander (Hu et al., 2006). Die Beitrdge dieser einzelnen Stellen zur Kanalaktivierung

sind komplex und héngen u. a. von der Kombination aus intrazellularem Ca* und Mg®* ab.

Modulation durch die B-Untereinheit

Abhangig vom Zelltyp konnen verschiedene MaxiK-Strome beobachtet werden, die sich
hauptsachlich in Ca®*-Sensitivitat, Kinetik und Pharmakologie unterscheiden. Da bei Saugern
aber nur ein Gen den MaxiK kodiert, genannt Slo (Orio et al., 2002), kann man die
dramatischen Veranderungen der Eigenschaften v. a. der Interaktion der MaxiK mit
speziellen regulierenden B-Untereinheiten zuschreiben (Orio et al., 2002).

Im Gegensatz zu den K,, deren B-Untereinheiten intrazellulare Proteine sind, die die
Inaktivierung modulieren (Jan & Jan, 1997), bestehen die B-Untereinheiten des MaxiK aus
zwei Transmembran-Segmenten, die durch einen gro3en extrazellularen Loop mit
zytosolischem N- und C-Terminus verbunden sind (McManus et al., 1995). SO und ein Teil
des extrazellularen N-Terminus der a-Untereinheit des MaxiK bestimmen die Bindungsstelle

fur die B-Untereinheit (Wallner et al., 1996). Im Moment sind vier B-Untereinheiten (B1-$4)
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von Saugern geklont und charakterisiert (31: Knaus et al., 1994; B2: Wallner et al., 1999; 3:
Brenner et al., 2000a; B4: Meera et al., 2000). Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihres
Einflusses auf Sensitivitat, Schaltverhalten und Pharmakologie deutlich (Behrens et al.,
2000; Ransom et al., 2002). Die in dieser Arbeit verwendete B1-Untereinheit ist wesentlich
fur die MaxiK-Eigenschaften in glatten GefaRmuskelzellen verantwortlich, wo sie besonders

hoch exprimiert ist.

Die primare Aufgabe der B-Untereinheiten besteht darin, den Offenzustand des Kanals zu
stabilisieren. Sie modulieren die Ca®*-Sensitivitit des MaxiK, wenn der Kanal in seinem Ca*'-
modulierten Zustand bei Konzentrationen von mehr als 1uM Ca®"; ist (Meera et al., 1996;
Ramanathan et al., 2000; Nimigean & Magleby, 2000). AufRerdem veréandern die (-
Untereinheiten die Kinetik (Meera et al., 1996; Wallner et al., 1999; Nimigean & Magleby,
2000; Moss et al, 1999), die Spannungsabhangigkeit (Wallner et al.,, 1995), die
pharmakologischen Eigenschaften wie die Toxinbindung (McManus et al., 1995; Hanner et
al., 1997) und machen den Kanal z.B. empféanglich fir die Aktivierung durch nanomolares
DHS-1(dehydrosoyasaponin-1). Auch die B-Untereinheit ist Angriffsort von Modifikationen
wie Oxidation / Reduktion (Zeng et al., 2003b) oder Phosphorylierung und Glykosylierung

(Jin et al., 2002), was besonders im extrazellularen Loop der B-Untereinheit stattfindet.

Andere Regulationsmechanismen

Inzwischen wurde nachgewiesen, dass die Aktivitat des MaxiK neben den oben erwahnten
Regulationsparametern (Membranpotential, intrazelluldre Ca**-Konzentration, regulierende
B-Untereinheit) auch durch viele weitere Faktoren moduliert werden kann. Eine wachsende
Liste von interagierenden Proteinen zeigt, dass die intrazellularen Doméanen der a-
Untereinheit - insbesondere der lange C-Terminus - als Anker fir verschiedenste Proteine

dienen, die dort binden und ihre Funktion ausuben (Lu et al., 2006).

MaxiK-Kanéle befinden sich regelméaRig in der Néhe von Ca**-Kanalen der Plasmamembran
wie dem o, 3.2 T-Typ-Ca**-Kanal im ZNS (Chen et al., 2003), dem L-Typ-Ca**-Kanal von
Blase und Hirn (Liu et al., 2004; Grunnet & Kaufmann, 2004) oder den Ca?"-Kanalen von
internen Membranen (Ryanodin- oder IP;-Rezeptor). In der glatten Muskulatur assoziieren
die MaxiK in makromolekularen Komplexen u. a. mit dem B2-adrenergen Rezeptor (32AR)
Uber den 3. intrazellularen Loop des B2AR (Chanrachakul et al., 2004; Liu et al., 2004).
Dilatoren der glatten Muskulatur wie p2-adrenerge Agonisten, NO, PGI, (Prostacyclin),
Arachidonsaure und CO aktivieren die MaxiK (Lu et al., 2006; Schubert & Nelson, 2001),
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wahrend potente Vasokonstriktoren wie AT- (Angiotensin) Il und Thromboxan A2 die MaxiK-
Aktivitat uber Src- (,Sarcoma“-)Tyrosinkinase-abh&ngige Phosphorylierung hemmen (Alioua
et al., 2002).

Studien an nativen Zellen haben gezeigt, dass MaxiK-Kanéale durch verschiedene
Proteinkinasen  moduliert  werden  kdnnen. Die  Mehrzahl der  moglichen
Phosphorylierungsstellen fur PKA, PKG, PKC und Tyrosinkinase in der o-Untereinheit
befindet sich in der Tail-Region des C-Terminus (Wang et al., 1999; Zhou et al., 2002; Tian
et al., 2003; Liu et al., 2004).

1.3 Ziel der vorliegenden Arbeit

In Anbetracht der SchlUsselrolle, die die PLC in der Kontrolle der PIP,-Konzentration in der
Plasmamembran und in der Bildung von IP; und DAG einnimmt, ist es wichtig, Uber
pharmakologische Hilfsmittel zu verfligen, die eindeutige Manipulationen der PLC-Aktivitat

und dadurch des PIP,-Metabolismus erlauben.

In den 1990er Jahren wurde gezeigt, dass U73122 die Phospholipase C hemmt (Bleasdale et
al., 1989; Smith et al.,, 1990). U73122 ist heute einer der am meisten gebrauchten PLC-
Inhibitoren. Haufig wird das strukturell verwandte U73343 als Negativ-Kontrolle genutzt, weil
ihm die PLC-inhibitorische Wirkung fehlt (Smith et al., 1990). U73122 wird oft als Schnelltest
auf die Beteiligung der PLC an Signalwegen benutzt und um die verschiedenen Facetten der
PIP,-assoziierten Signalwege zu untersuchen.

Allerdings ist die Selektivitat von U73122 nicht unumstritten (siehe auch Kapitel 4;
Vickers, 1993; Jin et al., 1994; Mogami et al., 1997; Horowitz et al., 2005). Voruntersuchungen
in unserer Arbeitsgruppe an GIRK-Kanélen dissoziierter Neurone ergaben ebenfalls Hinweise,
dass U73122 Kir3-Kandle direkt - auf PLC-unabhangige Weise - hemmen kann (Sickmann et
al., 2008).

Basierend auf diesen Befunden habe ich in dieser Arbeit zunachst die Modalitaten der
blockierenden Wirkung von U73122 auf Kir-Kanéle in nativen und heterolog exprimierenden
Praparaten analysiert. Als n&chsten Schritt habe ich weitere K'-Kandle dahingehend
untersucht, ob sie sich ebenfalls durch U73122 in einer PLC-unabhangigen Weise blockieren
lassen und inwieweit sich die Mechanismen des Blocks strukturell und funktionell vergleichen

lassen.

22



2 Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Molekularbiologie

Die verwendeten Gerate, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Kits sind im Anhang
aufgelistet. Die Handhabung entsprach - soweit nicht anders angegeben - den Protokollen
der Hersteller. Die einzelnen Arbeitsschritte in der Molekularbiologie kénnen bei Sambrook
et al. (1998) nachgeschlagen werden.

2.1.1 Die Zellkultur

HEK293-Zellen (ATCC-Nummer [www.atcc.org]: CRL-1573)

Die Durchfihrung der Patch-Clamp-Experimente erfolgte an HEK-Zellen (=human embryonic
kidney cells) der Linie 293. Hierbei handelt es sich um eine permanente Zelllinie, die aus der
Transformation von menschlichen embryonalen Nierenzellen mit Adenovirus Typ5-DNA
entstanden ist (Graham et al., 1977). Das Wachstum erfolgt epithelial adharent. Diese Zellen
wurden mir freundlicherweise von Dr. A. Schromm, Forschungszentrum Borstel, zur
Verfligung gestellt.

Die HEK-Zellen zeigen eine hohe Teilungsrate und sind relativ tolerant gegentiber der
Zusammensetzung des Nahrmediums, pH-Anderungen, niedrigen Temperaturen und der

Behandlung mit Trypsin zum Abldsen der Zellen.

Das Nahrmedium

Fur die Kultur der HEK-Zellen wurde das Fertigmedium MEM (Modified Eagle Medium) bzw.
zum schnelleren Wachstum und zur Erholung nach Transfektion das mit Glukose versetzte
Medium D-MEM (Dulbecco’'s MEM) verwendet. Dem Medium wurden jeweils 10% FCS
(Eetal Calf Serum) und 1% einer Penicillin / Streptomycin-Losung zugefigt, um die Gefahr
einer Bakterien-Kontamination zu verringern. Bei stabil transfizierten Zelllinien wurde ein
weiteres Antibiotikum zugesetzt, damit die Zellen das Gen fir den entsprechenden stabil
transfizierten Kanal behalten (eukaryotische Resistenz): fiur die ROMK-Zelllinien
Hygromycin B (0,05 mg/ml) und Zeocin (0,1 mg/ml), fur die MaxiK-Zelllinien (MaxiKa+p1)
Geniticin G418 (0,5 mg/ml).
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Kultur der Zellen

Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Die Kultur der Zellen erfolgte in gasdurchlassigen Zellkulturflaschen (25 cm?) mit
jeweils 8 - 10 ml Medium. Alle 2 - 3 Tage wurde das Medium gewechselt. Bei totaler
optischer Konfluenz, d.h. 1 - 2 x pro Woche mussten die Zellen gesplittet werden. Zum
Passagieren (Ausdinnen / Umsetzen) wurden die Zellen zuerst zweimal mit je 2 ml PBS
gewaschen, um das restliche Medium abzuspllen, und dann mit 1 ml Trypsin-EDTA
versetzt. Nach 5 - 10 min im Brutschrank wurden die Zellen vom Boden abgeklopft und 1:10
- 1:50 gesplittet.

Zum Anlegen von Sicherheitskulturen wurden 1,5 - 2,5 Millionen Zellen in 0,75 ml
Medium in ein Kryotube gegeben und 0,75 ml Medium mit 20%igem DMSO (Di-methyl-sulf-
oxid) hinzugefigt. AnschlieRend wurden die Tubes ziigig in einen -80°C-Gefrierschrank
uberfuhrt.

Nach dem Auftauen wurde der Kryotube fiir 5 min mit 3000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen anschlieRend mit 8 ml Medium in eine
Kulturflasche Uberfihrt. Nach 7 - 14 Tagen konnten die Zellen zum ersten Mal fir

Messungen verwendet werden.

2.1.2 Verwendete Kanale und Vektoren

In dieser Arbeit wurden verschiedene K*-Kanéle untersucht. Die entsprechenden Vektoren
mit den verschiedenen Insets wurden mir freundlicherweise von den in Tabelle 2.1
genannten Arbeitsgruppen zur Verfigung gestellt. AuBBerdem zeigt Tabelle 2.1 die
entsprechenden Bakterienstamme, durch die die Vektoren vermehrt werden kdnnen, und die

Antibiotika, die zur Selektion benutzt wurden.

2.1.3 Klonierung der Bakterien und Plasmidgewinnung

Die folgenden Arbeitsschritte wurden sowohl fir die Vermehrung der von anderen
Arbeitsgruppen erhaltenen Vektoren mit den Kanal-Insets als auch fur die Vermehrung der

weiter unten beschriebenen selbst durchgefihrten Mutationen verwendet.
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Tabelle 2.1. Verwendete
Antibiotika zur Selektion

Kanale, dazugehoérige Vektoren, Bakterien zur Vermehrung und

Kanal Vektor Tra’.‘s' Bakterien Antibioti- Erhalten von
fektion kum
Kirl 1 pgg’.\ll_'_%/ stabil in Dr. K. Steinmeyer,
) P HEK Sanofi-Aventis, Frankfurt
lacZneo
E coll Ampicillin Prof. A. Karschin,
Kir2.1 PCDNA3 transient i P Physiologisches Institut,
(TOP10) (200 pg/ml)
Universitat Wirzburg
Kir3.1/3.2 . . Prof. A. Karschin,
(bi- pcDNA3 transient E.coll Ampicillin Physiologisches Institut,
(TOP10) (100 pg/ml)
cistronisch) Universitat Wirzburg
. — Prof. A. Karschin
S-HTya- : E.coli Ampicillin T e P
pcDNA3 transient Physiologisches Institut,
Rezeptor (TOP10) (200 pg/ml) Universitat Wiirzburg
. - Dr. A. Schromm,
Maxik pPcDNA3 stabil in Forschungszentrum
a+pl HEK Borstel
MaxiK o . - Dr. A. Schromm,
(hSLO1- pcDNA3 transient I(E.ILCOOFI,'lo) ,(Alrgglﬂg}rr]m) Forschungszentrum
GFP) Borstel
E.col Ampicillin | Prof: S. Werner,
IK1 pcDNAS3 transient i b Institut fur Zellbiologie,
(TOP10) (100 pg/ml)
H9 ETH Ziirich
. — Dr. M. Schwake
KCNQ1/ : E.coli Ampicillin . ; o
pFrog transient Biochemisches Institut,
El (TOP10) (100 pg/mi) Universitat Kiel
. - Dr. M. Schwake
KCNQ2/ : E.coli Ampicillin . . ro
pFrog transient Biochemisches Institut,
KCNQ3 (TOP10) (100 pg/ml) Universitit Kiel
. E.coli Kanamycin | Clontech, Mountain
EGFP pEGFP-C1 |transient (TOP10) (25 ug/ml) | View, CA, USA
Eigene pcDNA- transient E.coli Ampicillin
Konstrukte | DEST47 (TOP10) (100 pg/mi)

Die Klonierung der Bakterien

Nach der Transformation der chemokompetenten E.coli (Invitrogen, Karlsruhe) mit dem

Vektor wurden die Bakterien auf Platten mit LB-Agar ausgestrichen und bei 37°C inkubiert.

Am néchsten Tag konnten einzelne Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze gepickt und in

sterilisierte 5 ml Flaschchen mit LB-Flissigmedium uberfihrt werden. Die Flaschchen
wurden bei 37°C und 220 rpm im Schittler inkubiert, bis nach 12 - 24 h eine deutlich

Tribung des Mediums auftrat. Jeweils 4 ml Flassigkultur wurden mit einer Miniprep (Qiagen,

Hilden) isoliert und auf das Vorhandensein des Vektors tberprift (siehe Abschnitt 2.1.4). Der

Klon mit der grofRten Plasmid-Ausbeute wurde flr die weitere Benutzung konserviert bzw. in

groRerem Mal3stab vermehrt.
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Um die Bakterien kurzfristig zu konservieren, konnten die Bakterien-Platten und die 5 ml
Flissig-LB-Flaschchen mehrere Wochen im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt werden. Zur
dauerhafte Konservierung wurden die Klone in Glycerol-Stammlésungen (300 pl 60%iges
Glycerol + 700 pl Bakterienkultur) bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden die E.coli
ausplattiert und einzelne Kolonien zum Animpfen gepickt.

Die Plasmidgewinnung

Fur die Plasmidgewinnung waren zwei Wege moglich. Bendétigte man nicht viel DNA fir die
elektrophysiologischen Messungen, reichte im Allgemeinen eine Miniprep (Qiagen, Hilden)
aus. Ansonsten musste eine Maxiprep (Sigma, Taufkirchen oder Qiagen, Hilden)
durchgefihrt werden. Sowohl bei der Miniprep als auch bei der Maxiprep erfolgte die
Vektorisolierung aus den E. coli nach Anleitungen der Hersteller mit einigen Abweichungen.
Um bei Bedarf die DNA-Ausbeute bei der Maxiprep zu maximieren, wurde die Menge der
Flussigkultur von 125 auf 1000 ml erhéht, die mit 1 ml aus einer 5 ml Kultur angeimpft wurde.
Um das entsprechend groRRere Bakterien-Pellet zu verarbeiten, wurden die bendtigten
Substanz-Volumina der Maxiprep verdoppelt. Auerdem wurde zur Vorfilterung ein steriler
Miracloth-Filter verwendet und der Tris-Puffer auf 65°C erhitzt, wodurch sich die
Plasmidausbeute deutlich erhéhte.

Nach Praparation wurde die DNA-Ausbeute durch Absorptionsmessung im
Spectrophotometer NanoDrop (ND-1000; PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen)
ermittelt. Dabei wurde zum einen die Reinheit der DNA Uberprift (Verhaltnis der
Absorptionswerte von 260 / 280 nm) und zum anderen die DNA-Ausbeute bestimmt und bei

>0,2 ug / ul fur die Transfektion verwendet. AnschlieRend wurde die DNA bei -80°C gelagert.

2.1.4 Verwendete Nachweismethoden

Nachweismethoden fir die entsprechenden Insets wurden bendtigt, um bei der Klonierung
der Bakterien die positiven Klone zu selektionieren. Plante man eine Maxiprep oder eine
sonstige Weiterverarbeitung, dann musste der Nachweis (Enzymverdau oder PCR-Methode)

vor dieser Weiterverarbeitung erfolgen.
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Restriktionsverdau und Gel-Elektrophorese

Die passenden Restriktionsenzyme fur den entsprechende Vektor und das Inset wurden bei
Rebase® (http://rebase.neb.com) ausgesucht. In diesem Programm wurden auch die
theoretischen Fragmentlangen errechnet, mit denen man spater die tatsachlichen verglich.
Folgende Enzyme wurden verwendet (alle von Promega, Madison, WI, USA):

Apa, Cla I, Ecor |, Hae II, Hind lll, Nco |, Sac |, Sma |

Tabelle 2.2 Versuchsprotokoll fur den Restriktionsverdau

Plasmid-DNA 1 pg (von der Miniprep)
Multicorepuffer (1:10) 2 pl

Restriktionsenzym 1 pl (10 units)

H,O ad 20 ul

Verdau 60 min bei 37°C

AnschlielRend Zugabe von loading dye 4 ul

Die Analyse des Verdaus erfolgte auf einem 1,2%igen Agarosegel zusammen mit einer 1 kb-
Basenladder.

PCR-Nachweis

Der Nachweis Uber eine Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR,
S. U.) ist etwas aufwendiger und wurde v. a. nach Mutationen eingesetzt. Der Ansatz und
das Protokoll wurden nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die Primer wurden so
ausgewahlt, dass sie jeweils am Anfang und am Ende des Insets binden. Ein drittes
Primerpaar konnte u. U. fir die Mitte des Insets konstruiert werden. AnschlieRend wurde

das PCR-Produkt wiederum auf einem Agarosegel aufgetragen.

Sequenzierung

Mit den oben genannten Nachweismethoden ist es nicht méglich, kleinere Mutationen oder
sogar Punktmutationen nachzuweisen. Bei einer einfachen Vermehrung eines Vektors in
E.coli sind diese Nachweise ausreichend, da die Wahrscheinlichkeit von neu aufgetretenen
Mutationen im Inset gering ist. Sobald allerdings eine PCR durchfiuhrt wurde - z.B. um
Kanale zu mutieren - musste das neue Konstrukt zum Sequenzieren eingeschickt werden
(Eurofins MWG Operon, Ebersberg), da nur auf diese Weise fehlerhafte Basenpaare erkannt

werden kbnnen.
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2.1.5 Eingesetzte Mutationsmethoden

Fur alle Mutationen wurde die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingesetzt, um bestimmte

DNA-Sequenzen zu verandern oder zu vervielfaltigen.

Die Sequenzen der verschiedenen bendtigten Forward- und Reverse-Primer

(Tabelle 2.3) wurden am PC anhand der bekannten Kanal-Sequenzen konstruiert, mit Hilfe

des Programms ,Fast PCR" (University of Helsinki, Finnland) kontrolliert und von Eurofins

MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen.

Tabelle 2.3 Eingesetzte Primer-Sequenzen fiir die verschiedenen Kanale

Kanal Forward-Primer-Sequenz Reverse-Primer-Sequenz
MaxiKisz, caccatggatgcgctcatcatc gatttcagggacgtagctggcaaacat
MaxiK 32> +ER- caccatggatgcgctcatcatc caggcagaagatcaggtc
Export-Sequenz gatttcagggacgtagctggcaaacat
MaxiK| 360 +ER- caccatggatgcgctcatcatc caggcagaagatcaggtc
Export-Sequenz caggaa gttggaaacactctccag
MaxiKagzs +ER- caccatggatgcgctcatcatc caggcagaagatcaggtc

Export-Sequenz

cgcatccgggtcagcgcagta

MaxiKgs76 =core

caccatggatgcgctcatcatc

ctactctcggttggcagacttgta

MaxiKssz7-11113 =tall

caccatgagccgtatattaattaatcct

aagccgctcttcctgcacgta

Kir2.1(L222I)

aaccttcgcaagagccac-att-

ccggacatgagcttccac-aat-

gtggaagctcatgtccgg gtggctcttgcgaaggtt
Kir3.2(1232L) gaccttaggaattcccac-ctg- tctgatggaagcctccac-cag-
gtggaggcttccatcaga gtgggaattcctaaggtc
Kir3.1xir.1-pip caccatgtctgcactccgaagg ccacatcaagcagagttttccgtccctcatgga
F1+R1 aat
Kir3.1kirz.1.pip ggggagtacatccccttggaccaacttgaact | ctatgtgaagcggtcagagttcatttttc
F2+R2 ggat
Kir3.2xir2.1-pip caccatggccaagctgacagaa ccacatcaagcagagtttcccatcccgcatgg
F1+R1 agat
Kir3.2xir2.1.p1p ggggagtacatccccttgaaccagacggata | ctaaactttggattcattctcc
F2+R2 tcaac
Kir3.1g431 caccatgtctgcactccgaagg ctaacccaaactataggctttttctgaagt

KII’3 lCl79_V179KiI’2 . 1
F1+R1

caccatgtctgcactccgaagg

cttcgccatcttcgccatgacgcagecgatga
ggaaagcgtc

Kir3.1Cl7g_V17gKir2.1
F2+R2

gacgctttcctcatcggcetgegtcatggcgaag
atggcgaag

ctatatctccgattctcgecttaaagg

Kil’3.2c188_\/179Kil’2 . 1
F1+R1

caccatggccaagctgacagaatcc

cttcgccatcttcgccatgacgcatcccaccat
gaatgcatt

Kir3.2c188_\/179Kir2.1
F2+R2

aatgcattcatggtgggatgcgtcatggcgaa
gatggcgaag

ctatatctccgattctcgecttaaagg

KII’2 1yg26_|:328Kir3. 1
F1+R1

caccatgggcagtgtgagaaccaac

ttctaaagaaattacagggaagtagcggtgac
cccagagaat

Kirz.lygzs_pgngirg.l
F2+R2

attctctggggtcaccgctacttccctgtaatttct
ttagaa

ctatgtgaagcggtcagagttcatttttct

KII’2 1yg26_T337Kir3. 2
F1+R1

caccatgggcagtgtgagaaccaac

ctccagggtcaggacaggtgtgtagcggtga
ccccagagaat

Kirz.lygzs_T337Kir3.2
F2+R2

attctctggggtcaccgctacacacctgtcctg
accctggag

ctaaactttggattcattctccaggtttgc
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Punktmutationen

Fur die Punktmutationen (site-directed mutagenesis; Kir2.1(L222l) und Kir3.1(1232L))
wurde das QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA,
USA) benutzt. Die gewlinschte Mutation wurde in den Primer integriert und so wéahrend der
Amplifikation in die DNA eingebaut. Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Im Gegensatz zu den Herstellerangaben wurde die DNA anschlielBend in
TOP10-E.coli vermehrt.

TOPO-Cloning und das Gateway-System

Fur alle Mutationen, bei denen mehr als eine Aminoséure verandert werden sollte, wurde
zum Klonieren der PCR-Fragmente das sog. TOPO-Cloning (pENTR Directional TOPQO®
Cloning Kit) von Invitrogen (Karlsruhe) eingesetzt. Dies ist eine einfache und schnelle
Methode, um PCR-Fragmente in einen Vektor einzubauen.

Der Schlussel dabei ist das Enzym DNA-Topoisomerase 1, das an beiden Enden des
gespaltenen pENTR-D-TOPO-Vektors kovalent gebunden ist und das sowohl als
Restriktionsenzym als auch als Ligase funktioniert. Diese beiden Topoisomerase-Enzyme
verknlpfen das Insert mit dem Vektor, wahrend sich das Enzym von der DNA abldst. Der
TOPO-Vektor enthélt an seinem 5 -Ende einen Einzelstrang-GTGG-Uberhang und ein blunt-
end am 3"-Ende. Damit das Insert richtig herum eingebaut werden kann, ist es wichtig, dass
das 5°-Ende des PCR-Fragmentes die komplementare CACC-Sequenz enthalt.

Ein weiterer Vorteil des TOPO-Clonings ist die einfache Integration eines Entry-
Vektors (pentr-D-TOPO-Vektor) in den Destination-Vektor (Gateway®-Vektor, pcDNA-
DESTA47 fir die Expression in Sauger-Zellen). Dabei bleiben Orientierung und Leseraster
erhalten, so dass nach dem Subklonieren in den Entry-Vektor keine zweite Sequenzierung
notig ist.

Alle Schritte des TOPO-Clonings erfolgten nach Herstellerangaben. Abweichen
konnten lediglich die Annealing-Temperaturen - je nach Schmelzpunkt der Primer. Vermehrt
wurde die DNA in TOP10-E.coli.

Deletions-Konstrukte

Alle Deletions-Konstrukte (BKzz, BKizgo, BKeszs, Kir3.1less) wurden mit entsprechenden
Primern (Tabelle 2.3) durch PCR (LongRange PCR Kit, Qiagen, Hilden) erzeugt. Die
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entstandenen PCR-Produkte wurden dann in den pENTR-D-TOPO-Vektor und anschlielend
in den pcDNA DEST47-Vektor kloniert.

Fusions-PCR fiur die Kir3.1/3.2-Kir2.1-Chimaren

Alle Kir3.1/3.2-Kir2.1-Chimaren (Kir3.1/3.2ir2.1.pip, Kir3.1/3.2-Kir2.1, Kir2.1-Kir3.1/3.2) wurden
mit einer Zwei-Schritt-Fusions-PCR-Technik mit Hilfe des LongRange PCR Kit (Qiagen,
Hilden) konstruiert.

Um die Kir3.1/3.2«i» 1-pip-Chimaren zu erhalten, wurde die PIP,-Domane des Kir2.1
(K207-L245) in den Kir3.1 (G207-L246) bzw. Kir3.2 (G216-L255) transferiert. Dabei wurden
zunachst die beiden Teile des Kir3.1/3.2 vor und nach der PIP,-Bindungsstelle in zwei
separaten PCR-Reaktionen amplifiziert. Die Sequenzen der verwendeten mittleren Primer
reichten dabei in die spatere PIP,-Bindungsstelle des Kir2.1 hinein. Im zweiten Schritt wurde
der Kir2.1 als Template zusammen mit den Reaktionsprodukten aus Schrittl (als Primer)
benutzt und so die endgtltige Chimare amplifiziert.

Fur die Kir3.1/3.2-Kir2.1- und die Kir2.1-Kir3.1/3.2-Chiméren wurden die beiden Teile der
spateren Chimére zunachst einzeln amplifiziert. Dabei reichten die beiden mittleren Primer
als Fusionsprimer jeweils in den zweiten Teil der Chiméare hinein. Nach Aufreinigung
(QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden) wurden die beiden Teile durch eine weitere

PCR mit dem Start- und dem End-Primer fusioniert.

Die entstandenen Chimaren wurden in den pENTR-D-TOPO-Vektor und nach
Sequenzierung in den pcDNA DEST47-Vektor einkloniert.

Die Basen-Sequenzen der verschiedenen Konstrukte sind im Anhang aufgelistet.

2.1.6 Die Transfektion

Aufgrund der hohen Effizienz und des relativ einfachen Versuchsprotokolls wurde die
liposomale Transfektion verwendet. In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Experimente
mit vielen verschiedene Kanalvektoren durchgefiihrt. Aus diesem Grund wurde auf die
aufwendige Methode der stabilen Transfektion verzichtet und stattdessen die wesentlich
flexiblere transiente Transfektion verwendet. Sie wurde als Co-Transfektion durchgefihrt.
Dabei werden alle zum Zellsystem kompatiblen Vektoren von den Zellen, die sich in der

Mitose befinden, aufgenommen und zu >90% co-exprimiert.
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Die Transfektion wurde mit Superfect® von Qiagen (Hilden) durchgefiihrt. Was Zelldichte,
Toxizitdt und Effizienz betrifft, wurde die Anleitung des Herstellers optimiert und
kontinuierlich angepasst. Das entsprechende Protokoll ist in Tabelle 2.4 aufgefihrt.

Tabelle 2.4. Transfektionsprotokoll fir die transiente Transfektion mit Superfect® (nach Huth,
2005)

Arbeitsschritte

1. Aussaat 300.000 - 500.000 Zellen pro Petrischale (3,5 cm) mit 2 ml
Medium aussetzen und fir 24 h absetzten lassen

2. Zelldichte vor der Transfektion optische Dichte und Vitalitdt der Zellen
kontrollieren

3.1 Transfektionsreagenz - 0,5 yg EGFP-C1 + 0,5 - 2 ug cDNA der verschiedenen
Konstrukte

- in 100 pl Medium (ohne FCS / PS) aufnehmen
- 10 pl Superfect® (Qiagen) hinzugeben

3.2 Mischen durch vorsichtiges Pipettieren

3.3 Inkubieren Losung 10 min bei 20°C inkubieren

4.1 Zellen Lésungswechsel mit 1 ml frischem Serum (mit FCS / PS)

4.2 Zugabe der Reagenz Transfektionsreagenz hinzugeben und vermischen

5. Inkubieren fir 90 - 120 min bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
inkubieren

6. Losungswechsel Lésungswechsel mit 2 ml frischem Serum (mit FCS / PS)

7. Messung nach 48 -72h

Zahlen der Zellen

Das Zahlen der Zellen ist wichtig fur die Aussaat zur Transfektion. Nach dem Waschen und
Ablésen der Zellen mit Trypsin wurden sie bei 3000 U/min fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert. Das FCS im
Medium inaktiviert das vorhandene Resttrypsin. Je nach Zellmenge wurden 10 - 50 pl der
Zellsuspension mit Trypanblau auf 200 pl gemischt und in einer Neubauer-Zahlkammer unter

dem Mikroskop ausgezahilt.

Das Markerprotein EGFP

EGFP bedeutet ,Enhanced Green Fluorescent Protein“ (Prasher et al., 1992; Cormack et al.,
1996) und wird fur die Erkennung von transfizierten HEK-Zellen verwendet. Daflr wird der

EGFP-Vektor zusammen mit dem zu untersuchenden Kanalprotein co-transfiziert. Das
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Anregungsmaximum des EGFP liegt bei 488 nm im Dblauen Bereich und das
Emissionsmaximum bei 507 nm im grinen Bereich. Mit einem entsprechend fir diese
Wellenlange konzipierten Filter (siehe Abschnitt 2.3.2) konnen die transfizierten, grun
leuchtenden Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop erkannt und elektrophysiologisch

gemessen werden.

2.2 Dissoziierte Zellen

Zur Isolierung von Pyramidenzellen wurde ein etabliertes Verfahren aus kombinierter
enzymatischer und mechanischer Dissoziation verwendet (Sickmann & Alzheimer, 2002).

Dafur wurden 10 - 18 Tage alte Wistar-Ratten zundchst mit einem Gemisch aus
56 mg Ketamin und 8,4 mg Xylazin anasthesiert. Nach Dekapitation wurde das Gehirn
herauspréapariert und in eisgekihlter ACSF- (Artificial Cerebro-Spinal Fluid) Losung (siehe
Tabelle 2.8) unter Begasung von 95% O, und 5% CO, abgekihlt. Mit einem Vibratom (VT
1000S, Leica, Wetzlar) wurden 5 - 6 etwa 350 pm dicke Koronarschnitte vom
sensomotorischen Cortex angefertigt. Diese Schnitte wurden dann fir 30 min in mit
Carbogen begaster ACSF-Losung bei 30°C und anschlieBend fur 60 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Aus jedem Schnitt wurden jeweils 3 - 4 ca. 1 - 2 mm? groRRe
Fragmente aus dem Cortex prapariert und fir 90 min bei 29°C in HEPES-gepufferter Papain-
Ldsung (21 U/ml) - die mit O, begast wurde - inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der
Fragmente wurden sie bei Raumtemperatur unter O,-Begasung in HEPES-gepufferter
Standard-Badl6sung aufbewahrt. Vor jeder Messung wurde ein einzelnes Stick in eine
Petrischale Uberfiihrt und mechanisch dissoziiert. Dies geschah in einer Triturations-L6sung
(siehe Tabelle 2.8) mit Hilfe von hitzepolierten Pasteurpipetten mit zunehmend Kkleiner
werdendem Innendurchmesser der Spitze (ca. 1/ 0,5/ 0,2 mm).

Nach der Dissoziation wurde die Zellsuspension sofort in eine mit Badlésung gefillte
Petrischale dberfihrt. Nachdem man den vitalen Zellen genug Zeit gegeben hat sich
abzusetzen (15 - 20 min), wurde noch einmal gewaschen und die Schale dann mit
Messldsung geflllt. Der letzte Waschvorgang diente dazu, die toten Zellen aus der Ldsung
zu entfernen. Gemessen wurden nur die Zellen, die sich anhand ihrer Morphologie eindeutig

als vitale Pyramidenzellen identifizieren liel3en.
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2.3 Elektrophysiologie
2.3.1 Die Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik (Hamill et al., 1981) ist eine elektrophysiologische Methode, um
Strome durch die lonenkanale von Zellmembranen zu messen. Die Wissenschaftler Erwin
Neher und Bert Sakmann erhielten fur die Entdeckung und Entwicklung dieser Methode
1991 den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin.

Diese Methode ermdglicht es, sowohl makroskopische Strome lber die ganze
Membran einer Zelle (Whole-Cell) als auch mikroskopische Strome durch einzelne
lonenkandle (Single-Channel) zu messen. Dadurch kann man die Aktivitdt von lonenkanalen
und die Wirkungen verschiedener Substanzen auf ihre Funktion untersuchen. Auf diese

Weise erhélt man Kenntnisse tUber Aufbau und Funktion der verschiedenen lonenkanéle.

Beim Patchen wird eine Glaspipette mit einer fein ausgezogenen Spitze - die mit interner
Ldsung geflillt ist - dicht an die Zellmembran gebracht. Durch Anlegen eines Unterdrucks an
der Pipette kommt es zu einer festen Verbindung zwischen Glaspipette und Membran.
Dadurch bildet sich ein extrem hoher Widerstand zwischen der Innenseite der Pipette und
der Zellmembran, der iiber 10° Q betragen kann. Dies bezeichnet man als Gigaseal. Es
ermdglicht ein sehr geringes elektrisches Rauschen, was die Auflésung der Stréme einzelner
lonenkanéle zulasst.

Mit einem Patch-Clamp-Verstarker kann dann bei variabler Spannung der Strom Uber
die Membran gemessen werden (Voltage-Clamp). Der Strom flie3t Gber die Elektrode der
Patch-Pipette durch das Zytoplasma der Zelle und anschlieend tber die Zellmembran zur
Badelektrode. Dabei wirkt die Zellmembran als Kondensator, und die Kanéle stellen den
entscheidenden Widerstand dar, so dass der resultierende Strom der Aktivitat der in der
Membran  befindlichen lonenkanale entspricht. Gemessen wird hierbei der
Kompensationsstrom, der - je nach Methode - ein Offnen eines Kanals (Single-Channel)
bzw. aller Kanédle (Whole-Cell) anzeigt.

Die Patch-Konfigurationen
In dieser Arbeit wurden drei Patch-Konfigurationen verwendet (Abbildung 2.1):

A) Cell-Attached:
Nach der Bildung des Gigaseals befindet man sich in der Cell-Attached-Konfiguration. Der

Vorteil dieser Konfiguration ist, dass die Membran intakt gelassen wird und das Milieu der
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Zelle unbeeinflul3t bleibt. So kdnnen die Kandle in ihrer nattrlichen Umgebung gemessen
werden. Dies ist dann wichtig, wenn unbekannte Kofaktoren in der Zelle fur die Funktion des
Kanals notig sind. Der Nachteil gegenlber der Inside-Out-Konfiguration liegt besonders
darin, dass die LOsung in der Zelle nicht kontrolliert werden kann. Aufl3erdem geht das
Membranpotential der Zelle als Unbekannte in die Messung mit ein.

B) Inside-Out:
Zieht man in der Cell-Attached-Konfiguration die Pipette ruckartig ein Stiick von der Zelle
weg, lost sich ein Membranstlck von der Zelle, ohne dass der Sealwiderstand abnimmt. Der
Vorteil ist, dass man die Lésungen und Spannung auf beiden Seiten der Membran genau
kontrollieren kann. Der Nachteil dieser Methode besteht darin, dass die Kanéle nicht mehr in
ihrer nattrlichen Umgebung vorliegen. Bekannte Kofaktoren der Kanale (z.B. ATP) missen

substituiert werden.

C) Whole-Cell:
Nach Erreichen der Cell-Attached-Konfiguration legt man einen plétzlichen Unterdruck an die
Pipette an. Dadurch reif3t die Zellmembran unter der Pipette auf und man erhalt eine direkte
Verbindung zwischen der Pipette und dem Zytosol. Durch den direkten Zugang zum Zytosol

kann der Strom Uber die ganze Zellmembran erfasst werden.

whole-cell mode

Unterdruck
Patch-Pipette
Zelle
0 % Unterdruck
o —_—

low-resistance seal uﬂ-ahmahod mode , \
(Versiegelung mit g (Gigaohmversiegelung ABIOWIG

elektrischen Widerstand) durch Zug

excised-patch mode
(die Innenseite ist auBen)

Abbildung 2.1. Die drei benutzten Patch-Konfigurationen und ihre Herstellung (Numberger &
Draguhn, 1996). Der ,,Excised-Patch-Mode“ entspricht der Inside-Out-Konfiguration.

34



2 Material und Methoden

2.3.2 Der Patch-Clamp-Aufbau

Abschirmung

Besonders bei der Aufnahme von Einzelkanaldaten missen samtliche Storsignale minimiert
werden. Dies stellte verschiedene Anforderungen an den Patch-Clamp-Aufbau, der sowohl
vor mechanischen als auch vor elektrischen Einflissen abgeschirmt werden musste. Um
Schwingungen von auf3en (z.B. Schritte, Turenschlagen, Gebaudeschwingungen) maoglichst
zu dampfen, stand der Aufbau auf einer pneumatischen schwingungsgedampften
Arbeitsplatte. Die elektrischen Stérungen, wie z.B. das 50 Hz-Netzbrummen - das die kleinen
Messsignale leicht Uberlagern kann - wurden durch einen Faraday-Kafig abgeschirmt. Die
Lichtquelle wurde mit Gleichspannung betrieben und alle Leitungen, die in den Kafig fuhrten,

waren abgeschirmt. Alle Metallteile und Gerate wurden sorgfaltig geerdet.

Mikroskop

Gearbeitet wurde an einem inversen Fluoreszenz-Mikroskop (Axiovert 35, Zeiss, Jena) mit
Hoffman-Phasenkontrastoptik fur dissoziierte Zellen. An das Mikroskop wurde zur Anregung
des EGFP ein High-Power-LED-Modul (Rapp OptoElectronic GmbH, Hamburg;
siehe Application note) mit blauen LEDs der Wellenldange 475 nm zugeschaltet und im
Filterblock zusatzlich ein EGFP-tauglicher Filtersatz (HQ-Filterset fur EGFP, AHF
Analysentechnik, Tlbingen) eingesetzt. Dadurch war es mdglich, transfizierte Zellen mit dem
EGFP-Filter zu erkennen. Fir Einzelkanalmessungen wurde die LED nach Erreichen der
Patch-Konfiguration ausgeschaltet, da sie trotz guter Abschirmung einen gewissen

Rauschanteil verursachte.

Aufbau der Patch-Clamp-Anlage

Neben dem Mikroskoptisch befanden sich zwei hydraulische Mikromanipulatoren (Narishige,
Tokyo, Japan), die eine prézise Anndherung an die Zelle ermdglichten. Der rechte
Mikromanipulator diente zur Feinsteuerung der Pipette, wahrend mit dem linken die
Feineinstellung des Perfusionsfilaments gesteuert wurde. Diese Mikromanipulatoren waren
mit den beiden 3D-Manipulatoren oberhalb des Objekttisches zur Grobeinstellung
verbunden. Am rechten 3D-Manipulator war der Vorverstarker mit dem Pipettenhalter

befestigt. Der Pipettenhalter diente dazu, die elektrische Verbindung zwischen der Pipette
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und dem Vorverstarker herzustellen. Aul3erdem war seitlich an den Pipettenhalter ein
Luftschlauch mit Dreiwegehahn und wassergefilitem U-Rohr angeschlossen, der das
Anlegen eines Unter- bzw. Uberdruckes an die Pipette ermdglichte. In regelmaRigen
Abstanden wurde der Pipettenhalter mit destilliertem Wasser gereinigt und anschliel3end mit
Druckluft getrocknet.

=
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Abbildung 2.2. Schematischer Aufbau der Patch-Clamp-Anlage und angeschlossener Gerate
(Erlauterungen siehe Text).

Verstarker und Datenaufnahme

Der Patch-Clamp-Verstarker (Axopatch 200B, Molecular Devices/MDS Analytical
Technologies, Sunnyvale, CA, USA) stellt das zentrale Steuerelement fiir den Benutzer dar.
Er misst und filtert die von der Zelle kommenden Stromsignale. Uber ihn konnten der Offset
abgeglichen werden und Kapazitat und Serienwiderstand kompensiert werden.

Ein zwischengeschaltetes Oszilloskop (PM3215, Philips, Hamburg) ermdglichte es,
die Daten online zu betrachten und alle Einstellungen zu kontrollieren. Eine angeschlossene

Digitizer-Box (Digidata 1322A, Molecular Devices/MDS Analytical Technologies, Sunnyvale,
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CA, USA) digitalisierte die Signale und tbertrug sie an den Computer. Zuséatzlich war an das
Mikroskop eine Videokamera angeschlossen mit einem Monitor, der aul3erhalb des Faraday-
Kafigs stand, um die Zellannaherung mit der Pipette visuell zu kontrollieren und die Zelle
wahrend der Messung beobachten zu kénnen.

Einstellung von  Messprotokollen,  Datenaufzeichnung, Archivierung und
Datenauswertung erfolgten direkt am Computer mit der pClamp9.2-Software (Molecular
Devices/MDS Analytical Technologies, Sunnyvale, CA, USA). Dadurch konnten die Daten

direkt nach der Aufnahme analysiert und die Messungen evtl. optimiert werden.

Das Filament

Um einen schnellen Losungsaustausch zu gewéhrleisten, wurde eine Konstruktion mit einem
Schwerkraft-getriebenen sog. Y-Filament benutzt (Abbildung 2.3; Eigenbau).

Das Filament war ein ca. 45 mm langes flexibles (polyamid-beschichtetes)
Glasfaserrohrchen mit einem Innendurchmesser von 0,1 mm. Es war auf der einen Seite mit
einem Zulaufschlauch verbunden, dessen anderes Ende in einem Applikationsgefal3 mit
Messldsung oberhalb des Messplatzes steckte. Auf der anderen Seite war das Filament tGber
einen Ablaufschlauch mit der Absauganlage verbunden. Sobald die Saugpumpe angestellt
wurde, wurde die Lésung angesogen. Wichtig war, dass das Ende des Filaments in die
Ldsung tauchte, sobald die Saugung betatigt wurde, damit keine Luftblasen hineingelangten,
die das Seal zerstoren wirden. Um den Zulaufschlauch zu beflllen, war etwa 1 ml Lésung
notig. Sobald die Saugung gestoppt wurde, tropfte die Losung aus dem Filament. Zum
Ldsungswechsel wurde der Zulaufschlauch ins néchste Losungsgefal3 gesteckt und die
Absaugung wieder aktiviert. Auf diese Weise war ein schneller Losungsaustausch mdglich,

der beim Abstellen der Saugung mit einer Latenz von nur ca. 1 s an der Zelle ankam.

Zulauf

Zum

Non metallic Filament
(Innen: 0,1 mm;
AuBen: 0,164 mm)

Abbildung 2.3. Schematischer Aufbau des Filaments.
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Klimaanlage

Um einheitliche Messbedingungen zu gewahrleisten, wurde die Raumtemperatur im

Versuchsraum mit einer Klimaanlage bei 21 - 22°C gehalten.

2.3.3 Herstellung der Pipetten und Elektroden

Verwendete Patch-Pipetten

Die Patch-Pipetten wurden vor jeder Versuchsserie frisch aus Glaskapillaren mit Hilfe eines
Pipettenziehgerates (DMZ-Universal-Puller, Zeitz-Instruments, Minchen) hergestellt. Zum
Einsatz kamen drei verschiedene Rohlinge (alle von Harvard Apparatus, Edenbridge, UK) - je

nach Zelle und Patch-Konfiguration (Tabelle 2.5).

Tabelle 2.5. Eigenschaften der benutzten Glaskapillaren

Messmethode Dissoziierte HEK HEK

Neurone Whole-Cell Inside-Out
Material Borosilikatglas Borosilikatglas Borosilikatglas
Innendurchmesser / mm 1,17 0,86 0,86
Aulendurchmesser / mm 15 15 15
Pipettenwiderstande / MQ 5-7 2-5 10-20
Poliert nein ja nein
Filament ja ja nein
Beschichtung mit nein nein ja
Sigmacote®

Bei dem Filament handelt es sich um einen Glasfaden, der innerhalb des Rohlings verlauft.
Er erleichtert das blasenfreie Beflllen mit Messlésungen.

Pipetten fur Einzelkanal-Messungen missen besonders kleine Offnungsdurchmesser
besitzen, um moglichst nur einen aktiven lonenkanal in dem Membran-Patch zu enthalten.
Zur Aufnahme von Einzelkanal-Messungen wurden von innen beschichtete Pipetten
verwendet. Dafiir wurde Sigmacote® (chlorinated organopolysiloxane in heptane; Sigma,
Deisenhofen) benutzt - eine hydrophobe Substanz, die einen dinnen Silikatfilm auf
Glasoberflachen bildet und so die Oberflachenladungen abschirmt. Anschlie3end wurden die
Rohlinge mindestens zwei Tage unter dem Abzug getrocknet. Wichtig war, dass die
beschichteten Pipetten nach dem Ziehen nicht sofort verwendet werden konnten, sondern fir

3 - 24 h in einem Trockenschrank bei 55°C aufbewahrt und fir die Messungen einzeln
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entnommen wurden. Hierdurch wird das Rauschen vermindert und der Sealwiderstand
verbessert (Huth et al., 2008). Daher zeigen die Einzelkanalmessungen in dieser Arbeit ein
hervorragendes Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR=10 bei 10 kHz Filterfrequenz; Abbildung
3.16A+B).

Erd- und Pipettenelektroden

Die Erd- und Pipettenelektroden bestehen aus einem chlorierten Silberdraht. Sie verbinden
den Vorverstarker mit der Pipettenldsung und der Erdelektrode in der Badlésung. Beide
Elektroden mussen mit Silberchlorid beschichtet werden, um Ubergangspotentiale (sog.
Offset-Potentiale) zu vermeiden bzw. konstant zu halten. Unter Offset-Potentialen versteht
man Potentiale, die weder von der Zelle noch vom Kommandopotential hervorgerufen
werden, sondern an den Ubergangen innerhalb der Messkette (Pipettenelektrode ->
Pipettenldsung - Zytoplasma - Zellmembran - Badlésung = Erdelektrode) entstehen.
Vor Herstellung des Zellkontaktes wurde ein vorhandenes Offset-Potential am Verstarker
korrigiert. Zum Chlorieren wurde der Silberdraht zunachst mit Sandpapier abgeschliffen und
anschliel3end mit der Anode einer Batterie verbunden und fir etwa eine halbe Stunde in eine
150 mM CI'-Lésung getaucht (9 V, 560 mA). An die Kathode wurde ein Draht angeschlossen,
der zusatzlich in die Losung tauchte. Auf diese Weise wurden die Elektronen von der Anode
abgezogen und es entstand am Silberdraht Silberchlorid.

2.3.4 Die verwendeten Messldésungen

Losungen fur HEK-Zellen

Fur die Messungen werden grundsatzlich zwei verschiedene Losungen bendétigt. Die externe
Ldsung (= Badlésung) entspricht von ihrer lonenzusammensetzung eher dem physiologisch
extrazellularen Milieu und die interne Lésung (= Pipettenldsung) der Intrazellularflissigkeit.
Bei der Messung an K*-Kanalen, die bei Hyperpolarisation aktiviert werden (Kir-Familie), gibt
es allerdings eine Ausnahme. In meiner Arbeit habe ich annahernd symmetrische K-
Konzentrationen verwendet, um bei den Messungen eine moglichst grof3e Differenz zum
eingestellten K*-Potential (Ex) und damit groRRere Strome zu erhalten.

Als Badlosung wurde immer die externe Loésung verwendet. Fur Whole-Cell-
Messungen wurde die Pipette mit der internen Losung beflllt, wahrend die externe Ldsung

uber das Filament appliziert wurde. Fir Einzelkanal-Messungen (Inside-Out-Konfiguration)
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wurde die Pipette mit externer und das Filament mit interner Losung befillt. Die Losungen
wurden bei 6°C im Kuhlschrank aufbewahrt und vor Gebrauch auf Zimmertemperatur erwarmt.
Fur die Messungen an den transfizierten HEK-Zellen wurden die Loésungen aus Tabelle 2.6
und 2.7 verwendet. Die externe Lésung wurde mit NaOH auf pH 7,4 und die interne mit KOH
auf pH 7,2 eingestellt.

Tabelle 2.6. Zusammensetzung der verwendeten externen Messldsungen (Konzentrationen in
mMol/l). wc steht fiir Whole-Cell-, sc fiir Single-Channel-Messungen.

Kirl Kir2 Kir3 MaxiK IK KCNQ | MaxiK Kir3

wc wc wc wc wc wc sc sc
KCI 120 120 120 5 5 5 5 120
NaCl 5 5 5 140 140 140 140 5
CaCl, 2 2 2 1,6 1 1 1 2
MgCl, 2 2 2 2 3 3 3 2
HEPES 5 5 5 5 5 5 5 5
Glucose 10 10 10 5 5 5 5 10
Mannitol 50 50 50 50
cdcl, (0,4)?

a) Bei den Messun%en am MaxiK mit verschiedenen intrazellularen Ca”*-Konzentrationen wurde Cd*"
hinzugefiigt, um Ca“*-Kanale zu blockieren.

Tabelle 2.7. Zusammensetzung der verwendeten internen Messldsungen (Konzentrationen in

mMol/l).

Kirl Kir2 Kir3 | MaxiK | MaxiK IK KCNQ | MaxiK | Kir3

wc e wC wc wc wc wc sc sc
KCI 120 117 140 117 117 140
K*-D-Glu- 135 135 135
conat
NaCl 15 4 2 10 15 10 10 15 2
CaCl, 4,3 o/ 4,3 4,3 0,3

0,3"

MgCl, 4 3 3 5 1 5 5 1 3
HEPES 5 5 5 10 5 10 10 5 5
BAPTA (10)?
EGTA 5 5 5 5 5 5
GTPyS 0,3
Na,ATP 4 2 2 2 2 2 2
NaGTP 0,3 0,3 0,3

b + c) fur 300uM Ca”": 0,3 mM CaCl, ohne BAPTA; fiir 0 pM Ca”": 0 mM CaCl, und L6ésung gepuffert
mit 10 mM BAPTA

Losungen fur dissoziierte Neurone

Fur die Messungen an den Neuronen wurden die Losungen aus Tabelle 2.8 verwendet. Die
Bad- und die extrazellulare Losung wurden auf pH 7,4 und die Pipettenlosung mit KOH auf

pH 7,25 eingestellt.

40




2 Material und Methoden

Um eine mogliche Aktivierung der spannungsabhangigen Na‘-Kanale auszuschlieRRen,
wurden sie bei allen Messungen an den Neuronen durch Gabe von 1 pM TTX mit der
externen LAsung blockiert.

Tabelle 2.8 Verwendete Lésungen fiir die Neuronen (Konzentrationen in mMol/l).

ACSF Trituration Badlésung Externe Pipetten-
Losung I6sung

KCI 3 3 3 60
K*- D-Glu- 135
conat
NaCl 125 125 150 85 4
CaCl, 2 1 2 2
MgCl, 4 10 2 2 3
HEPES 10 10 5 5
Na'-HEPES 10 5
EGTA 10 5
Glucose 10 10 10
Na,ATP 2
NaGTP 2
GTPyS 0,3
NaHCO, 25
Na,HPO, 1,25
Kynurenic 2
acid

U73122 / U73343

Die beiden Substanzen wurden in mehreren Chargen entweder von Biomol (Hamburg) oder
von Sigma (Deisenhofen) bezogen, was keinen Unterschied in der Wirkung ausmachte.

Nach eigener Erfahrung musste die Praparation der beiden Substanzen sehr sorgfaltig
erfolgen, weil sie schlecht I8slich sind und in Losung ausfallen kdnnen. Die Substanzen
wurden als Pulver bezogen, das sowohl in Ethanol als auch in Chloroform I6slich sein soll.
Da Ethanol allerdings selbst das Schaltverhalten von Kanalen beeinflusst, war es als
Ldsungsmittel ungeeignet. Deshalb wurden die Substanzen in Chloroform gel6st (5 mg der
Substanzen in 21,5 ml Chloroform), aliquotiert (1 ml Chloroform pro Eppendorf-Tube) und
anschlieRend bei 50°C und 400 rpm im Shaker unter Stickstoffatmosphéare geschiittelt bis
das Chloroform verdunstet war. Die Aliquots wurden bei -20°C gelagert.

Vor jeder Messung wurde das Pellet in 50 pl DMSO aufgenommen (Konzentration
10 mM) und im Shaker bei 35°C geschuttelt bis keine weil3en Flocken mehr sichtbar waren.
AnschlieBend wurde die gewinschte Menge in externer Losung aufgenommen. Um eine

gleichmafige Wirkung zu erhalten, war es sehr wichtig, die Losung jeweils erst kurz vor der
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Messung zuzubereiten und innerhalb von 30 min zu verbrauchen. In allen Experimenten war
die maximale DMSO-Konzentration < 0,1%. Um unspezifische Wirkungen durch das
Losungsmittel auszuschlieRen, wurden Kontrollexperimente mit 0,1%-iger DMSO-Ldsung in
verschiedenen Messkonfigurationen (Whole-Cell n = 9, Single-Channel n = 7) durchgefihrt.

m-3M3FBS

Vom PLC-Aktivator m-3M3FBS (Sigma, Deisenhofen) wurde eine Stocklésung (50 mM) in
DMSO hergestellt und bei -20°C aufbewahrt. Vor der Messung wurde die gewinschte
Menge in externer Losung aufgenommen. In den Experimenten war die maximale DMSO-

Konzentration < 0,1%.

2.3.5 Die Versuchsdurchfihrung

Praparation der Zellen

3 - 4 h vor den Versuchen wurden die transfizierten HEK-Zellen passagiert und auf
verschiedene Petrischalen verteilt. So erhielt man einzeln liegende Zellen, wie man sie fir
Whole-Cell-Messungen bendétigt. Nach 2 - 3 h hafteten sie wieder fest am Boden. Die
Petrischale mit den Zellen wurde erst kurz vor jeder Messung aus dem Inkubator
genommen. Das Nahrmedium wurde abgekippt und durch dreimaliges Waschen gegen die
Badlésung ausgetauscht. Anschlieend wurde die Petrischale in den Objekttisch des

Mikroskops eingesetzt und die Erdelektrode so befestigt, dass sie in die Badldsung tauchte.

Fullen der Pipetten

Die Pipette wurde mit Hilfe einer 1 ml-Spritze, auf der sich ein Spritzenfilter mit einem
Filament befand, Iuftblasenfrei beflllt. Danach wurde die Pipette Uber die chlorierte
Pipettenelektrode geschoben und so in den Pipettenhalter eingespannt, dass die Elektrode

Kontakt mit der Pipettenltsung hatte.
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Auswahl der Zelle

Nachdem die Vorbereitungen getroffen waren, wurde unter dem Mikroskop eine geeignete
Zelle ausgewahlt. Fur die Untersuchungen an den Neuronen wurden einzeln liegende Zellen
ausgesucht, die sich visuell als vitale Pyramidenzellen identifizieren lieRen (siehe Abschnitt
2.2).

Transient transfizierte HEK-Zellen wurden anhand der Fluoreszenz ausgesucht.
Wichtigstes Kriterium fur die Auswahl fur Whole-Cell-Messungen war eine einzeln liegende,
grin leuchtende Zelle, die keinen Kontakt zu anderen Zellen besaf3. AuRerdem sollte die
Zelle klein sein und eine runde Form besitzen, da diese Zellen besonders gute elektrische
Eigenschaften besitzen. Fir Einzelkanal-Messungen brauchen die Zellen nicht einzeln zu

liegen, so dass ein Splitten vor Messbeginn nicht nétig war.

Erreichen eines Gigaseals

Das Filament wurde mit Messlésung befullt und mit Hilfe des Mikromanipulators in die Nahe
der Zelle gebracht. Die Spitze des Filaments sollte sich bei 40facher VergrolRerung knapp
auBerhalb des Sichtfeldes befinden, damit bei Betatigung der Saugpumpe Kkein
mechanischer Reiz auf die Zellen ausgelibt wurde und sich dadurch das Seal
verschlechterte. AuRBerdem sollten dadurch keine mechanosensitiven Kanéle gedffnet

werden.

An die Pipette wurde uber das Schlauchsystem ein leichter Uberdruck angelegt, damit die
Pipettenspitze beim Eintauchen nicht durch Partikel in der Badlésung verstopfte. Der
Verstarker war in den Voltage-Clamp-Modus geschaltet (Seal-Test = 10 mV, Whole-Cell:
Gain = 1 mV/pA, Einzelkanal: Gain = 10 mV/pA). Die Pipettenspitze wurde mit Hilfe des 3D-
Manipulators unter die Oberflache der Badldsung abgesenkt und unter Monitorkontrolle mit
Hilfe des Mikromanipulators in die Nahe der Zelle gebracht. Jetzt wurde der Nullabgleich am
Verstarker durchgefiihrt, um das Offset-Potential zu korrigieren. Sobald die Pipettenspitze
die Zellmembran erreicht hatte, war am Oszilloskop eine leichte Abnahme des Signals, d.h.
eine Zunahme des Widerstandes zu beobachten. Durch Anlegen eines Unterdrucks an die
Pipette erreichte man nun nach kurzer Zeit die Bildung eines Gigaseals mit einem
Widerstand von tber 1 GQ (= Cell-Attached-Konfiguration). Kapazitive Strome der Pipette
bzw. des Pipettehalters wurden durch Regulation von ,,C-Fast® am Verstarker ausgeglichen.
AnschlieRend wurde am Computer auf ,Membran-Test® umgestellt. Um einen

Durchbruch in den Whole-Cell-Modus zu ermdglichen, wurde nun ein kurzer aber kraftiger
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Unterdruckpuls appliziert. Der Durchbruch der Membran war an einer Erniedrigung des
Widerstandes und einer starken Zunahme der kapazitiven Artefakte zu erkennen. Der
Zugangswiderstand betrug fur die Neuronen < 15 MQ und fiir die HEK-Zellen < 10 MQ und die
Zellkapazitdtt je nach ZellgréRe 10-20 pF. Zusatzlich zum  Einstellen  der
Kapazitatskompensation am Verstarker wurde zum schnelleren Umladen der Membran eine

aktive Kompensation (Serien-Widerstand-Kompensation) von 75 - 80% zugeschaltet.

Um eine vollstdndige Durchmischung der Zelle mit Pipettenlésung zu erreichen, wurden die

Messungen erst 5 min nach Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration gestartet.

Tabelle 2.9. Eingestellte Sampling- und Filterfrequenzen und Amplifier-Feedback bei
verschiedenen Patch-Konfigurationen

Konfigurationen Samplingfrequenz / Filterfrequenz / kHz Amplifier-
kHz Feedback

Whole-Cell 20 5 Feedback Uber
Widerstand
Einzelkanal 100 10 kapazitives
Feedback

2.3.6 Auswertung und Darstellung

Die Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler (SEM) dargestellt. Alle Graphiken und
Histogramme wurden in OriginPro 7G (Origin Lab Corp, Northampton, MA, USA) erstellt. Die
Kurven wurden entweder mit der OriginPro 7G-Software oder pCLAMP9.2 gefittet. Die
statistischen Analysen wurden je nach Fragestellung unter Benutzung von einem Ein-Wege-
ANOVA, dem sich ein Tukey's Test anschlo3, oder gepaartem oder ungepaartem t-Test
(Signifikanz von p < 0.05) durchgefihrt.

Die Einzelkanal-Daten wurden mit Standardfunktionen der pCLAMP9.2-Software analysiert

(Level- und Jump-Detection, Offenwahrscheinlichkeits-Histogramme,  Dwell-Time-
Histogramme) und anschlieend in OriginPro 7G graphisch dargestellt.

Dosis-Wirkungskurven

Um einen Zusammenhang zwischen den Konzentrationen verschiedener Substanzen und

der Stromantwort zu ermitteln, wurden Dosis-Wirkungskurven erstellt. Dabei wurden
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zunachst die entsprechenden Stromwerte aus Whole-Cell-Messungen bestimmt und auf den
maximalen Strom zu Beginn der Messung (Imax) Normiert. Um die relative Stromreduktion zu
erhalten, wurde der Stromwert nach Blockade mit einem spezifischen Kanal-Blocker mit
maximaler Wirkung (GIRK: 2 mM Ba**, MaxiK: 10 mM TEA) jeweils noch abgezogen. Auf
diese Weise war es moglich, den minimalen Strom (l,i,) beim Errechnen der Fit-Kurve gleich

Null zu setzen.

Beim GIRK wurde der Strom mit einer linearen Hill-Dosis-Gleichung

h
Y=l t (o= lhn) @+ (X/1C,)) 2.1)
angepaldt, wahrend fur den MaxiK eine logarithmische Darstellung der Dosis-Wirkungs-

Gleichung

B 1
- 1+ 10(|Og|C50—X)-h

y (2.2)

verwendet wurde.

Die ICsq ist fur beide Gleichungen identisch, allerdings ergibt die logarithmische
Transformation ein asymmetrisches Fehlerintervall, wodurch die Fehlerbetrachtung
verbessert wird (www.graphpad.com/curvefit).

Bei den Gleichungen steht I, fir den maximalen Strom, I, fir den minimalen
Strom, ECs, flr die halb-maximale inhibitorische Konzentration und h fur den Hill-Koeffizient.
Der Hill-Koeffizient gibt im Diagramm die Steilheit der Kurve an und einen Hinweis darauf,
wie viele Molekiile der Substanz binden. l,a Und I,y konnten in meinen Messungen als ,fest®
gesetzt werden, da durch die entsprechenden Normierungen der maximale Strom nicht

groéRer als 1 sein konnte und der minimale Strom O sein musste.

Dwell-Time-Histogramme

Um Einzelkanal-Aufnahmen zu analysieren und die Zeitkonstanten des Kanalschaltens zu
erkennen, wurden Dwell-Time-Histogramme (,Verweildauer-Histogramme®) erstellt. Sie
stellen die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Aufenthaltszeiten in den verschiedenen
Stromniveaus (Geschlossen- und Offen-Levels) einer Zeitreihe dar. Das Histogramm
entsteht, indem mit der pCLAMP9.2-Software abgezahlt wird, wie haufig der Strom fir eine
bestimmte Verweildauer auf dem Stromniveau c (Geschlossen-Level) bzw. o1,... (Offen-

Levell,...) verweilt. Diese Zahl N wird gegen t aufgetragen.
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Die y-Achse wurde durch Bildung der Quadratwurzel transformiert, wodurch die
Unterschiede zwischen hohen und niedrigen Besetzungen verkleinert werden. Um die
vorhandenen Zeitkonstanten besser erkennen zu koénnen, wurde auf der Abszisse eine
Einteilung mit exponentiell wachsenden Intervalllangen verwendet (Sigworth & Sine, 1987).
Dann entstehen charakteristische Histogramme, bei denen die Anzahl der Maxima der Kurve
gleich der Anzahl der Zeitkonstanten ist.

Anschlieend konnten die Dwell-Time-Histogramme zur Verdeutlichung der einzelnen Maxima

und Minima mit folgender Exponentialfunktion der pCLAMP9.2-Software angefittet werden:

(2.3)

n _ . In(t)-In(7)
.I:(t) _ Zpi.e[ln(t) In(;)]-e
i=1

2.4 Das konfokale Mikroskop

Fur die Erstellung der konfokalen Bilder wurde das Laser-Scanning-Microscope LSM 510
(Zeiss, Jena) in Kombination mit einem inversen Axiovert 200 M (Zeiss) und dem
Physiologie-Modul (Zeiss) verwendet. Als Objektiv diente ein Ol-lmmersions-Objektiv mit
vierzigfacher VergroBerung (Plan-Neofluar 40x / Apertur 1.3 Oil). Das Scan-Modul
ermoglichte eine Aufldsung von 2048 x 2048 Pixeln mit einer Datentiefe von 8 bit.

Fur die Messungen wurden folgende Einstellungen verwendet:
- Anregungswellenlange des Argon-Lasers: 488 nm
- Hauptfarbteiler: 488 nm

- Pinhole 66 um (1.0 Airy units), vorgeschalteter Longpassfilter LP 505 nm

Die Zellen wurden 2 - 3 Tage nach Transfektion in mit Poly-D-Lysin beschichtete
Glasbodenschalen umgesetzt. Zur Beschichtung wurde jede Schalen mit 2 - 3 ml Lésung
(Polylysin 1:10 mit PBS verdinnt) versetzt. Bis zum Gebrauch wurden die Schalen im

Kahlschrank gelagert.
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2.5 Die Ca®'-Elektrode

Da Ca* fiir die Aktivierung des MaxiK eine so groRe Rolle spielt, ist es wichtig, die freie
Ca?*-Konzentration in der internen Lésung genau bestimmen zu kénnen. Dies geschah mit
Hilfe von Ca*'-Elektroden. Dafiir wurde eine semipermeable Membran, die durchlassig fiir
ca? ist (Calcium lonophore II-Membrane A, Selectophore ® Nr. 21189; Fluka Chemie,
Buchs, Schweiz), in Kombination mit einem hochohmigen Verstarker (Eigenbau) verwendet.
Zur Eichung der Elektroden wurden vier Eichldsungen benutzt:

- E2:10 mM (= 10?) CaCl,
- E3:1mM (= 107) CaCl, jeweils + 150 mM KCI
- E4:100 uM (= 10™) CaCl, und in Plastikgefaien
- E5: 10 pM (= 10®) CaCl,

00.3pM 3uM 30uM 300uM

J=log(x/1E-4)*15.5

[}
[}

Pt

.
[}

20

/{=l0g(x/1E-2)"25

0

V (mV)

Abbildung 2.4. Ca**-Eichkurven, ermittelt von zwei Ca**-Elektroden.

Zunachst wurden mit Hilfe von Eichlésungen die Eichgeraden der beiden Elektroden bestimmt (die
roten, grinen und blauen Punkte entsprechen drei Messungen an der ersten Elektrode; die gelben,
rosa und hellblauen Punkte entsprechen drei Messungen an der zweiten Elektrode). Anschliel3end
wurden die Ca®-Werte der internen MaxiK-Ldsungen anhand der Referenzgeraden bestimmt
(schwarze Quadrate und rote bzw. griine Linien) und mit den Ca”**-Sollwerten (gestrichelte Linien far
300 pM, 30 pM, 3 pm und 0,3 pM Ca2+) verglichen. Die Zahlen 1 - 4 auf den roten Loten entsprechen
den Messungen der MaxiK-Lésungen an der ersten Elektrode (0,3 uM (1), 3 uM (2), 30 uM (3), 300
MM (4)), die Zahlen 5 - 6 auf den griinen Loten entsprechen den Messungen der MaxiK-L&sungen an
der zweiten Elektrode (30 uM (5), 300 pM (6)).
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Da sich fiir jede Elektrode eine andere Eichgerade ergibt, wurden zur Kontrolle zwei Ca®**-
Elektroden gebastelt. Fiir die erste wurde E4 (obere Gerade in Abbildung 2.4) und fir die
zweite E2 (untere Gerade in Abbildung 2.4) ebenfalls in die Elektrode geflllt und diente
daher jeweils als Standardlésung. Alle Mesungen erfolgten bei 21°C nach 5 min
Equilibrierungszeit. Zwischen den Losungen wurde immer wieder mit der Standardlésung der
Nullabgleich durchgefiihrt. Fir jede Eichlésung wurde die Spannung bestimmt und gegen die
entsprechende Ca?*-Konzentration aufgetragen (farbige Punkte in Abbildung 2.4).
AnschlieBend wurde aus den verschiedenen Punkten jeweils einer Elektrode die Steigung

der Eichgerade bestimmt. Es ergaben sich nach Nernst folgende Steigungen:

X

- fur die erste Elektrode: Y = |09(10_4 )*15,5 (2.4)
X

- fur die zweite Elektrode: Y = |09(10_2 )25 (2.5)

AnschlieBend wurden die internen Losungen - die fir die Messungen am MaxiK verwendet
werden sollten - auf ihren Ca®*-Gehalt getestet. Dafiir wurde wieder die Spannung am
Verstérker gemessen und anschlieBend anhand der entsprechenden Gleichungen die Ca?*-
Konzentrationen errechnet. Tragt man die Werte in die Grafik in Abbildung 2.4 ein, so sieht
man, dass beide Eichelektroden etwa die gleichen Werte anzeigen. Dabei stimmten die
hoheren Ca?*-Konzentrationen (300 pM, 30 pM) mit den Soll-Werten sehr genau iiberein,
wahrend es bei den niedrigeren Konzentrationen (3 uM, 0,3 puM) leichte Abweichungen gab
(statt 0,3 uM 1,1 UM gemessen, statt 3 uM 7,3 uM gemessen).

Die Lésungen mit > 10 pM Ca* wurden in Glas- und mit < 10 pM Ca*" in
PlastikgefaRen aufbewahrt. Die Quasi-Ca**-freien Lésungen wurden mit BAPTA gepuffert.
Um die freie Ca**-Konzentration zu berechnen, wurde das Programm WinMAXC (C. Patton,
Stanford University, Palo Alto, CA, USA) verwendet.
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3 Ergebnisse
3.1 Messungen an akut isolierten, neokortikalen Pyramidenzellen

3.1.1 Wirkung von U73122 und U73343 auf GIRK-Kanéle

Die ersten Experimente in diesem Abschnitt zeigen die Wirkung von U73122 und U73343
auf GIRK-Kanale von akut dissoziierten Pyramidenzellen aus dem sensomotorischen Kortex
von Ratten.

Da die Neurone viele verschiedene lonenkanale besitzen - auch verschiedene
K*-Kanale - mussten die zu untersuchenden GIRK-Kanale zuerst gezielt aktiviert werden.
Dies geschah auf zwei Wegen: Im Gegensatz zu den durch Depolarisation aktivierten
Kationen-Kanalen sind die K*-Kanale der Kir-Familie - zu der auch der GIRK gehort - bei
Hyperpolarisation aktiviert, also bei Potentialen, die negativ vom eingestellten K*-
Gleichgewichtspotential (Ex) liegen (Lu, 2004). Deshalb wéhlt man fir kontinuierliche
Messungen eine Spannung, die mdglichst weit von Ex entfernt ist, so dass genug Strom
flie3t, und die andererseits die Stabilitat des Gigaseals noch unbeeintrachtigt [aRt. Um GIRK-
Strome bei Spannungen von -70 bis -80 mV messen zu kénnen, habe ich daher deutlich
erhohte extrazellulare K*-Konzentrationen verwendet, bei denen das Umkehrpotential bei
etwa -20 mV lag.

Zur Unterscheidung innerhalb der Kir-Familie wurden die GIRK-Kanéle durch
Baclofen aktiviert. Baclofen ist ein Agonist am G-Protein-gekoppelten GABAg-Rezeptor und
erhoht deutlich den Einwartsstrom des GIRK. Na*-Kanale wurden durch Gabe von 1 uM TTX
in der externen Ldsung blockiert (siehe Abschnitt 2.3.4). Im Abschnitt 3.2.8 wird gezeigt,
dass der MaxiK-Kanal von U73122 und U73343 blockiert wurde. Eine Aktivierung des MaxiK
in den Pyramidenzellen konnte aber unter diesen Messbedingungen ausgeschlossen
werden. Zum einen aktiviert er als auswarts-gleichrichtender Kanal nur bei Depolarisation.
Zum anderen benétigt er entsprechend hohe Konzentrationen von freiem Ca®", die in der

verwendeten Pipettenlésung aber durch EGTA gepuffert waren.

Die Abbildungen 3.1A+B zeigen typische Whole-Cell-Messungen bei einem konstanten
Haltepotential von -70 mV. Nach Applikation von 20 uM Baclofen kam es zu einer Zunahme
des Einwaértsstroms. Als Zeichen der vermehrten Kanal6ffnungen nahm auch die
Rauschamplitude zu. Typisch fir den GIRK ist eine ausgepragte Desensitisierung, die - in
Anwesenheit von Baclofen — nach initialer Aktivierung zu einer deutlichen Stromabnahme
fuhrt (siehe Abschnitte 1.2.2, 3.2.2). Bei Erstellen einer Dosis-Wirkungskurve kann es
dadurch zu Problemen kommen, da sich die Desensitisierung mit der blockierenden Wirkung

von U73122 bzw. U73343 Uberlagern kann. Deshalb habe ich die Desensitisierung durch
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Gabe von GTPyS (300 pM) - einem nicht-hydrolysierbaren GTP-Analogon - in der
Pipettenldsung unterdriickt (Sickmann & Alzheimer, 2003).

Nachdem der Strom uber einige Zeit konstant geblieben ist (Steady-State), habe ich
U73122 (Abbildung 3.1A) bzw. U73343 (Abbildung 3.1B) in steigender Konzentration (0,3 bis
10 uM) in die Badlésung gegeben. Dosisabhéngig kam es zu einer graduellen Abnahme
sowohl des Stroms als auch des Rauschens. Auffallig war, dass die Wirkung von U73122
bzw. U73343 Uber die Baclofenantwort hinausging. Da unter den vorliegenden
Messbedingungen wahrscheinlich keine weiteren lonenkanale aktiv waren, missen die GIRK
schon zu Beginn der Messung vor der Baclofengabe aktiviert gewesen sein. GIRK-Kanale
gehdren nicht zu den konstitutiv aktiven Kanalen wie z.B. IRK oder ROMK, kdnnen aber
trotzdem eine Basal-Aktivitat zeigen, die unter meinen Versuchsbedingungen durch GTPyS

deutlich verstéarkt war.
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Abbildung 3.1. Wirkung von U73122 und U73343 auf GIRK-Kandle von neokortikalen
Pyramidenzellen.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an akut dissoziierten Pyramidenzellen durchgefiihrt. Die K*-
Konzentrationen von Bad- und Pipettenlésung sind in den Insets abgebildet (Abb. A, B).

(A), (B) Diese Aufnahmen zeigen typische Messungen bei einem konstanten Haltepotential von
-70 mV. Die GIRK-Stréme wurden durch 20 uM Baclofen aktiviert. Nach Erreichen eines Steady-
States wurden U73122 (A) bzw. U73343 (B) in aufsteigender Konzentration von 0,3 bis 10 puM
appliziert.

(C) Dosis-Wirkungskurven wurden fir U73122 (n = 13) und U73343 (n = 11) nach Normierung auf die
maximale Antwort nach Baclofengabe berechnet. Die halbmaximalen inhibitorischen Wirkungsdosen
(ICsp) sind 3,9 pM fir U73122 und 0,4 puM fur U73343.
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Um einen Zusammenhang zwischen den Konzentrationen von U73122 bzw. U73343 und der
Stromantwort herzustellen, wurden Dosis-Wirkungskurven (Abbildung 3.1C) erstellt. Die
entsprechenden Stromwerte wurden dafir aus Whole-Cell-Messungen wie in den
Abbildungen 3.1A+B bestimmt. Die Kurve uber die Datenpunkte wurde mittels der Hill-
Gleichung (Gleichung 2.1) berechnet. U73122 hatte eine halb-maximale inhibitorische
Konzentration (ICsg) von 3,89 + 2,3 uM, die 1Cso von U73343 lag bei 0,37 + 0,07 uM.
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Abbildung 3.2. Wirkung verschiedener Blocker auf GIRK-Kanale von Pyramidenzellen.

(A) Diese Aufnahme wurde bei einem konstanten Haltepotential von -70 mV durchgefihrt. Die GIRK-
Strome wurden durch 20 pM Baclofen aktiviert. Nach Gabe von 200 uM Ba®* wurde es mit Baclofen-
haltiger Badlosung wieder ausgewaschen. AnschlieBend wurden 10 uM U73343, 200 uM Ba®" und
2 mM Ba®" appliziert.

(B) Diese Aufnahme zeigt eine Whole-Cell-Messung bei einem konstanten Haltepotential von -70 mV.
Nach Aktivierung der GIRK-Stréme durch 20 uM Baclofen wurde NCDC in steigender Konzentration
von 50 bis 200 uM appliziert.

(C) Dieses Histogramm stellt eine Zusammenfassung von Messungen wie in (A) dar, normalisiert auf
den Strom Iy vor Applikation von 20 pM Baclofen. lgagoen iSt der maximale Einwértsstrom nach
Baclofen-Gabe. Die Wirkungen von 200 puM NCDC, 200 pM Ba**, 10 pM U73343 und 2 mM Ba”* sind
abgebildet. Die Anzahl der Messungen ist jeweils Uber den Balken angegeben. Die Signifikanz jedes
Blockers wurde gegen lgacoren getestet. * p < 0.05

Um die Wirkprofile von U73122 bzw. U73343 besser einschatzen zu kénnen, bietet sich der

Vergleich mit bekannten Blockern der GIRK-Kandale an. In héherer Konzentration (2 mM)
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wirkt Ba*" als unspezifischer Porenblocker der meisten K*-Kandale. In einer Konzentration
< 200 uM gilt Ba** aber als relativ spezifischer Blocker einwérts-gleichrichtender K*-Kanéle
(Sodickson & Bean, 1996; Bayliss et al., 1997; Takigawa & Alzheimer, 1999).

Die Abbildung 3.2A zeigt eine typische Whole-Cell-Messung bei einem konstanten
Haltepotential von -70 mV. Zunachst wurden die GIRK-Kanéle durch 20 uM Baclofen
aktiviert. Eine anschlieRende Applikation von 200 pM Ba** mit der Badlésung bewirkte in
etwa eine Halbierung des Stroms, die sich im Auswaschversuch durch Spulung mit
Baclofenlésung fast komplett wieder aufheben lieR. Gab man 10 uM U73343 hinzu, wurde
der Strom etwas stérker reduziert als durch Ba®" in der niedrigen Konzentration. Applizierte
man nun beide Substanzen zusammen, so ergab sich eine weitere Stromabnahme.
AnschlieBende Gabe von Ba®" in der hohen Konzentration von 2 mM zeigte kaum noch eine
weitere Wirkung. Die Originalmessung zeigt ebenfalls, dass sich die Rauschamplitude

ahnlich wie der Strom verhielt, so nahm bei Stromreduktion auch die Amplitude deutlich ab.

Das Histogramm in Abbildung 3.2C fasst die in Abbildung 3.2A beispielhaft illustrierten
Experimente zusammen. Die Stréme wurden auf den Anfangsstrom der GIRK vor
Applikation von Baclofen normalisiert. 200 uM Ba**, 10 uM U73343 und 2 mM Ba** zeigen
einen signifikanten Block der GIRK-Stréme (200 uM Ba*": 56%; U73343: 45%; 2 mM Ba*":
28%). In Abbildung 3.2A scheint es, als ob U73343 stérker wirken wiirde als 200 pM Ba?".
Allerdings zeigt die statistische Auswertung in Abbildung 3.2C keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Wirkung von 200 uM Ba?" und U73343. Dies deutet darauf hin,
dass beide Substanzen die gleiche Fraktion von Kanélen blockiert haben.

Um auszuschlieRen, dass die blockierenden Effekte von U73122 auf die Hemmung der PLC
zurickzufuhren waren, wurden weitere Kontrollen an den GIRK-Kanadlen der
Pyramidenzellen durchgefiihrt. NCDC (2-nitro-4-carboxyphenyl N,N-diphenylcarbamate) war
die erste Substanz, fir die in Thrombozyten gezeigt werden konnte, dass sie die
Phospholipase C hemmt (Walenga et al., 1980). NCDC stammt aber aus einer anderen
molekularen Klasse als U73122. Die Abbildung 3.2B zeigt eine typische Messung bei einem
konstanten Haltepotential von -70 mV, in der - nach Aktivierung durch Baclofen - NCDC in
Konzentrationen von 50 pM, 100 pM und 200uM appliziert wurde. Anders als durch U73122
erhielt man durch NCDC weder eine Strom- noch eine Amplitudenreduktion (Abbildung
3.2B+C). Zusammen mit der stark blockierenden Wirkung von U73343 spricht dieses
Ergebnis dagegen, dass die Stromreduktion durch U73122 Uber die Hemmung der PLC

zustande kommt.
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3.1.2 Fehlende Wirkung von U73122 auf K,-Kanéle

Um die Selektivitat von U73122 zu untersuchen, wurde die Substanz an
spannungsaktivierten K*-Kanalen (K,) getestet.

Die K,-Kanéle bilden eine heterogene Gruppe von auswarts-gleichrichtenden
spannungsabhangigen K*-Kanalen (Ubersicht in Yellen, 2002). Sie 6ffnen bei Potentialen,
die positiv vom Ruhemembranpotential liegen, und férdern so durch den Auswartsstrom die
Repolarisation. In den meisten erregbaren Zellen mit kurzem Aktionspotential, wie
unmyelinisierten Axonen, Motoneuronen und schnellen Skelettmuskeln, wird die hohe
K*-Permeabilitat durch die schnell aktivierenden K'-Kanale der K,-Klasse erreicht (Hille,
2001). Wie alle spannungsabhangigen K*-Kanale bestehen die K,-Kanile aus vier o-
Untereinheiten, die die Pore bilden (MacKinnon, 1995). Bis heute sind neun verschiedene a-

Untereinheiten beschrieben, die mit K,1-9 bezeichnet werden.
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Abbildung 3.3. Wirkung von U73122 auf spannungsabhangige K,-Kanale von Pyramidenzellen.
(A) Es wurden Treppen-Protokolle von -70 auf -50 bis +20 mV durchgefiihrt. Die Stromantworten
wurden kontinuierlich alle 12 - 15 s aufgenommen. | markiert den gréf3ten Strom der +20 mV-
Treppe, wahrend l,esist den Strom markiert, der nach 1 s jeweils tbrig blieb.

(B) ,Rundown® der Stromantwort Gber die Zeit. Die Abnahme von |, (0bere Kurve) und lyesist (Untere
Kurve) lasst sich jeweils mit einer monoexponentiellen Formel beschreiben. Die Zeitkonstanten
betrugen flr lnax 7,4 min und fir lpesist 5,08 min. Nach etwa 3,5 min wurde 1 uM U73122 fiir 2 min
appliziert und anschliel3end wieder Badldésung gegeben.
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Als Messprotokoll wurden Spannungsspringe angewandt - wie in Abbildung 3.3A dargestellt.
Da die K,-Kanale bei Depolarisation 06ffnen, also bei Potentialen, die positiv vom
Ruhemembranpotential liegen, und bei den verwendeten K'-Konzentrationen das
Umkehrpotential bei etwa -101 mV lag, wurden Spannungstreppen von -70 auf -50 bis +20
mV durchgefihrt (Abbildung 3.3A).

Eine weitere Eigenschaft von spannungsabhangigen Kanéalen wie den K,, die bei den

Messungen bericksichtigt werden musste, ist der sog. Rundown, d.h. eine Abnahme der
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Stromantworten bei gleichem Testprotokoll wahrend der Messzeit. Die Testprotokolle wurden
alle 12 bis 15 s wiederholt. Nach etwa 3,5 min wurde 1uM U73122 fir 2 min von extrazellular
appliziert und anschlieRend wieder ausgewaschen. Um eine mégliche Wirkung von U73122
zu erfassen, wurde jeweils der initiale Spitzenstrom bei +20 mV (l,.x) und der verbliebene
Strom vor Ende des Spannungssprungs (lpesist) bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen.
Die obere Kurve in Abbildung 3.3B setzt sich aus den Punkten von I,. zusammen, wahrend
die untere die Punkte von Iy darstellt. Die Datenpunkte lie3en sich mit einer

monoexponentiell abfallenden Kurve gut verbinden.

Alle vier durchgeflihrten Messungen zeigten das gleiche Ergebnis: Die monoexponentielle
Abnahme beider Kurven wurde durch Applikation von U73122 nicht verandert. Daraus kann
man schlieBen, dass die Substanz keine Wirkung auf die in dieser Messung erfassten

spannungsabhangigen K*-Kanale hatte.

3.2 Untersuchung verschiedener K*-Kanale im heterologen
Expressionssystem

3.2.1 Vergleich von nativen und transfizierten HEK-Zellen

Neuronen besitzen eine grol3e Vielfalt unterschiedlicher lonenkanale, die sich mit
pharmakologischen oder biophysikalischen Mitteln haufig nur schwer eindeutig identifizieren
lassen. Angesichts dieser Schwierigkeiten besteht ein alternativer Ansatz darin, die
interessierenden Kandle in heterologen Expressionssystemen gezielt zu exprimieren. Dafur
eignen sich beispielsweise die HEK293-Zellen, da sie weder spannungsaktivierte Ca*'-
Kanéle (Sievers, 2004) noch endogene Na?*-Stréme (Huth, 2005) aufweisen. Allerdings
besitzen sie wie alle Zellen endogene K'-Kandle, um das Ruhemembranpotential
stabilisieren zu kénnen (Abbildung 3.4D).

Die Abbildungen 3.4A+B zeigen Vergleichsmessungen mit Rampenprotokollen von
-100 bis +60 mV (A) bzw. bis +100 mV (B) an verschiedenen HEK-Zellen. Die eine Zelle
wurde jeweils nativ gemessen (rote Kurve), wahrend die zweite mit dem Kir2.1-Kanal (A)
bzw. dem MaxiK (B) transfiziert war. In beiden Abbildungen ist ein deutlicher Unterschied
zwischen nativer und transfizierter Zelle sichtbar. Wahrend in Abbildung 3.4A v. a. der
Einwartsstrom des Kir2.1 - d.h. links vom Umkehrpotential (hier ca. -3mV) - wesentlich
groler als der der nativen HEK-Zelle ist, besteht beim MaxiK eine grof3e Differenz zur
nativen HEK-Zelle v. a. beim Auswartsstrom - also rechts vom Umkehrpotential (hier ca.
-88 mV).
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Um in diesen beiden Spannungsbereichen den Unterschied zwischen nativen und
transfizierten HEK-Zellen zu verdeutlichen, wurde ein Histogramm erstellt (Abb. 3.4C), das
verschiedene Experimente, ahnlich wie in Abb. 3.4A+B zusammenfasst. Bei -70 mV wurde
der Strom der HEK-Zellen mit dem Strom von transfizierten Kir2.1-Kanélen verglichen.
Wahrend die Kir2.1 einen durchschnittlichen Strom von -4881 pA haben, zeigen die nativen
HEK nur -32 pA. Bei +20 mV haben die mit MaxiK transfizierten HEK im Durchschnitt einen
Strom von +662 pA, wahrend die nativen HEK nur rund +22 pA zeigen. Offensichtlich sind

also weder Kir2.1 noch MaxiK in den nativen HEK exprimiert.

A native HEK B

= S — <
-100 50 Q 50 1= .
\Y (mv) 6000 Ma)uK
-2000-
) 4000
-4000 — 1o
IRK - 5K
120K 2000’
-60004 —~ native HEK
= ~
e o
100 -50 0 50 100
V (mV)
C n s 14 3 9
Il
: . It W
X 4 4 X \ |
4 w X w
- T © I
2000 © = o \
< 2 2
e : g | l
-4000- ‘V(-‘- v o1
- 4 EL % P o F 1 c
.70 mV +20 mV

Abbildung 3.4. Vergleich der Stréme von transfizierten und nativen (untransfizierten) HEK293-
Zellen.

Die Messungen wurden an nativen HEK293-Zellen und an HEK293-Zellen, die mit Kir2.1 (Abb. A)
bzw. MaxiK (Abb. B, D) transfiziert waren, durchgefuhrt.

(A), (B) Diese Aufnahmen zeigen Whole-Cell-Messungen mit Rampen-Protokollen von -100 bis
+60 mV (80 mV/s; A) bzw. -100 bis +100 mV (20 mV/s; B). Es werden die typischen Strome einer
nativen HEK-Zelle (rot) mit dem Strom einer Zelle, die mit dem Kir2.1-Kanal (A) bzw. dem MaxiK-
Kanal (B) transfiziert ist (schwarz), verglichen.

(C) Dieses Histogramm zeigt eine Zusammenfassung von verschiedenen Messungen wie in (A). Es
werden jeweils die Einwartsstréme bei -70 mV von nativen HEK-Zellen verglichen mit Zellen, die mit
Kir2.1 transfiziert sind und bei +20 mV die Auswartsstome von nativen HEK-Zellen mit Zellen, die mit
dem MaxiK transfiziert sind. Die Anzahl der entsprechenden Messungen ist jeweils Uber den Balken
angegeben.

(D) Einzelkanal-Messung in der Inside-Out-Konfiguration von einer HEK293-Zelle, die stabil mit der
MaxiKa- und B1-Untereinheit transfiziert war, bei einer Spannung von +20 mV. Man sieht neben dem
MaxiK (02), der einen Einzelkanalstrom von ca. 9,3 pA aufwies, noch Offnungen von einem zweiten
Kanaltyp mit deutlich geringerer Leitfahigkeit (O1). Die Kanalamplitude lag bei 2,9pA, was zu einem
endogen exprimierten K*-Kanal passen wiirde (C: Geschlossen-Level; 01, 02: Offen-Level).
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Die Abbildung 3.4D zeigt eine Einzelkanal-Aufnahme in der Excised-Patch-Konfiguration von
einer HEK-Zelle, die stabil mit der MaxiKa- und B;-Untereinheit transfiziert war. Dieses
Experiment wurde mit geséttigten Ca®*-Dosen in der internen Badlésung (300 pM)
durchgefuhrt. Der MaxiK hat einen besonders groRen Einzelkanal-Strom von lber 9 pA bei
einer Spannung von +20 mV. Die MaxiK-Offnung wird durch die Linie O2 markiert.
Manchmal fiel bei gleicher Spannung zusatzlich ein deutlich kleineres Stromniveau auf, das
nur etwa 3 pA entspricht (O1). Dies passt zu einem intrinsischen K*-Kanal. Durch den
deutlichen Stromunterschied sind sie vom MaxiK leicht zu unterscheiden. Bei Transfektionen
mit Kanalen, die kleinere Einzelkanalleitfahigkeiten besitzen - wie z.B. die GIRK - kdnnten
diese intrinsischen Kanale zu Unterscheidungsproblemen fuhren. Allerdings gehdren die
meisten intrinsischen Kanale der Gruppe der spannungsaktivierten K*-Kanale (K,) an, die
eher bei Depolarisation als bei Hyperpolarisation aktiv sind, und so mit den Kir-Kanélen

kaum verwechselt werden kénnen.

3.2.2 Wirkung von U73122 und U73343 auf GIRK in Whole-Cell-
Messungen

Die Experimente im HEK293-Expressionssystem sollen die Wirkungen des PLC-Inhibitors
U73122 und seines PLC-inaktiven Analogs U73343 auf die GIRK- (Kir3.1/2) Kanéle (siehe
Abschnitt 1.2.2) untersuchen, um einen Vergleich zu den Messungen an den dissoziierten
Pyramidenzellen aus dem Neocortex der Ratte zu erhalten.

In HEK-Zellen wurde der bicistronische Kir3.1/3.2-Expressionsvektor zusammen mit
dem 5HTs-Rezeptor transient exprimiert. Zwar kommen Homotetramere des GIRK in vivo
wabhrscheinlich vor (Corey & Clapham, 1998; Inanobe et al., 1999), sie produzieren allerdings
nur geringe Strome. Aus diesem Grund wurde ein Heterotetramer aus GIRK1 und GIRK2 -
wie er auch in Neuronen vorkommt - transfiziert. Der Serotonin-Rezeptor war nétig, um die
GIRK-Kanéle zu aktivieren. Das Signal vom Rezeptor wird Uber intrinsische G-Proteine der
HEK-Zellen auf den GIRK Ubertragen (siehe Abschnitt 1.2.2).

Die Abbildung 3.5A zeigt eine typische Whole-Cell-Messung bei einem konstanten
Haltepotential von -70 mV. Wie bei den Messungen an den Pyramidenzellen wurde fur die
GIRK - die bei Hyperpolarisation aktivieren - wieder eine Spannung gewahlt, die moglichst
weit von Umkehrpotential (Ex = -3 mV) entfernt ist, so dass ausreichend Strom flief3t, und die
andererseits das Gigaseal nicht beeintrachtigt (siehe Abschnitt 3.1.1). Nach Applikation von
Serotonin (20 uM) kam es zu einem schnellen und starken Anstieg des Einwartsstroms, der

Uber die Zeit wieder abnahm (Desensitisierung; siehe Abschnitte 1.2.2 und 3.1.1). Sobald ein
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Steady-State erreicht war - der Strom also in etwa konstant blieb - wurde 10 pM U73122
gegeben, wodurch der Einwartsstrom innerhalb von Sekunden um fast 90% abnahm.
AnschlieRend wurden zum Vergleich und zur Kontrolle zwei weitere Substanzen gegeben,
die als Blocker der GIRK bekannt sind, Tertiapin und Ba?*. Tertiapin ist ein kurzes Peptid,
das aus dem Gift der Honigbiene isoliert wurde (Xu & Nelson, 1993). Es ist ein hoch potenter
und sehr selektiver Porenblocker der GIRK-Kanéle, der neben den Kir3.1/3.2- und Kir3.1/3.4-
Heteromultimeren nur noch auf den ROMK wirkt (Jin & Lu, 1998; Kitamura et al., 2000;
Kanjhan et al., 2005). Ba** dagegen ist in einer Konzentration von 2 mM ein unspezifischer
Porenblocker der meisten - auch intrinsischen - K*-Kanale (siehe Abschnitt 3.1.1). Weder
60 nM Tertiapin noch 2 mM Ba?* zeigten eine signifikante zusatzliche Hemmung des Stroms,
so dass 10 uM U73122 schon vorher fast vollstdndig die GIRK-Kanale geblockt haben
musste. Um zu zeigen, dass die Wirkung von U73122 PLC-unabhangig ist, wurde das
Experiment mit dem PLC-inaktiven Analog U73343 (10 uM) wiederholt (Abbildung 3.5D).

In Whole-Cell-Messungen mit Rampenprotokollen zeigten Kir3.1/3.2-Kanale -
nachdem sie durch Serotonin aktiviert wurden - einen typischen starken einwarts-
gleichrichtenden Strom, d.h. bei negativen Spannungen haben die Kanale einen sehr grof3en
Strom, der etwa am Umkehrpotential (Ex = -3 mV) die Null durchlauft, aber im positiven
Bereich kaum weiter ansteigt. Der Strom konnte fast komplett mit 10 pM U73343 im
gesamten Spannungs-Bereich geblockt werden (Abbildung 3.5B).

Das Histogramm in Abbildung 3.5D fasst verschiedene Experimente wie in Abbildung 3.5A
zusammen. Die Strome sind auf den Anfangsstrom der GIRK vor Applikation von Serotonin
normalisiert. Genau wie bei den frisch dissoziierten Pyramidenzellen besal3en einige Zellen
eine Basal-Aktivitat der GIRK (siehe Abschnitt 3.1.1) und hatten schon submaximale GIRK-
Strome vor Serotonin-Gabe, wahrend andere erst durch Serotonin aktiviert werden mussten.
Die Basal-Aktivitat ist in Gber 90% abhangig vom freien Gy in der Zellmembran (Rishal et
al., 2005). Peleg et al. (2002) haben festgestellt, dass diese Basal-Aktivitat der GIRK umso
groRer ist, je hoher die Expressionsdichte im heterologen Zellsystem ist. Es ist aber nicht
mdglich, konstant eine gleichmalige Expression der Kanale zu erhalten. Dies scheint der
Grund zu sein, weshalb die Stromantwort vor Aktivierung mit Agonisten so unterschiedlich
ausfiel. Deshalb zeigten der maximale Strom nach Applikation von Serotonin (Iyax) und der
desensitisierte Strom (lgesens) SO groRe Schwankungen (Abbildung 3.5.D).

200 pM Ba?*, 60 nM Tertiapin, 10 uM U73122 und 10 pM U73343 zeigten einen
signifikanten Block der GIRK-Stréme in anndhernd gleicher Starke (bezogen auf lgesens:
U73122: 13,5%; U73343: 13,5%; Tertiapin: 14,2%; 200 uM Ba*: 18%; 2 mM Ba®": 6,9%).
Hoéhere Konzentrationen von Ba?* (2 mM) blockten eine zusétzliche Fraktion von K*-Kanalen,

die wahrscheinlich den intrinsischen K*-Kanalen der HEK-Zellen zugeordnet werden kénnen.
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U73122 und U73343 hatten weitgehend irreversible Wirkungen, denn es war nicht mdglich,

sie auszuwaschen (Auswaschversuch 30 min, n = 3 fur jede Substanz).
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Abbildung 3.5. Wirkung von U73122 und U73343 auf GIRK (Kir3.1/2)-Kanéle.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die mit Kir3.1/2 und dem 5-HT;5-Rezeptor
transfiziert waren, durchgefihrt.

(A) Diese Aufnahme zeigt eine Messung bei konstantem Haltepotential von -70 mV. Die GIRK-Strome
wurden durch 20 pM Serotonin aktiviert. Nach der Desensitisierung wurden 10 pM U73122, 60 nM
Tertiapin und 2 mM Ba®" Uber das Filament appliziert. Die gestrichelten Linien markieren den
maximalen Strom (I,ax) und den teilweise desensitisierten Strom (lgesens)-

(B) Es wurden Spannungsrampen von -80 bis +100 mV (20 mV/s) erzeugt. Nach Aktivierung durch
20 pM Serotonin wurden die Stréme vor und nach Applikation von 10 pM U73343 aufgenommen. Um
den Strom als Kontrolle komplett zu blockieren, wurde 2 mM Ba®* gegeben.

(C) Diese Aufnahme wurde bei einem konstanten Haltepotential von -70 mV durchgefihrt. Die GIRK-
Stréme wurden durch 20 uM Serotonin aktiviert. Nach Erreichen eines Steady-State-Stroms wurde
U73122 in aufsteigender Konzentration von 0,1 bis 30 pM gegeben. Als Kontrolle wurde 2 mM Ba®**
appliziert.
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(D) Das Histogramm zeigt eine Zusammenfassung von Messungen wie in (A), normalisiert auf den
Strom |y vor Applikation von 20 pM Serotonin. |, ist der Spitzen-Einwartsstrom, der zum Steady-
State-Strom lgesens desensitisiert. Die Wirkungen von 200 uM Ba®*, 60 nM Tertiapin, 10 uM U73122,
10 UM U73343 und 2 mM Ba®* sind zu sehen. Die Anzahl der Messungen ist jeweils tiber den Balken
angegeben. Die Signifikanz jedes Blockers wurde gegen lgesens Und Ba®* (2 mM) getestet. * p < 0.05
(E) Dosis-Wirkungskurven wurden fur U73122 (n = 7) und U73343 (n = 7) nach Normierung auf die
maximale Antwort nach Serotoningabe berechnet. Die Stromdesensitisierung wurde durch GTPyS-
Gabe mit der Pipette verhindert. Die halbmaximalen inhibitorischen Wirkungsdosen (ICso) betragen
0,54 pM fir U73122 und 0,55 pM fur U73343.

Als néchstes wurde die Dosis-Wirkungs-Beziehung der GIRK-Hemmung durch U73122 und
U73343 bestimmt. Die Abbildung 3.5C zeigt eine typische Messung bei einem konstanten
Haltepotential von -70 mV. Um die Strom-Desensitisierung nach maximaler Aktivierung
durch Serotonin zu verhindern, wurde mit der Pipette GTPyS (300 pM) - ein nicht-
hydrolysierbares GTP-Analog - appliziert, wodurch es zu einer permanenten GIRK-
Aktivierung ohne Desensitisierung kommt (siehe Abschnitte 1.2.2, 3.1.1; Sickmann &
Alzheimer, 2003; Sickmann et al., 2008). Nachdem der Strom Uber einige Zeit konstant
geblieben ist (Steady-State), wurden U73122 (Abbildung 3.5C + E) bzw. U73343 (Abbildung
3.5E) in steigender Konzentration von 0,1 bis 30 UM hinzugegeben.

Dosisabhéangig kam es zu einer schrittweisen Abnahme von Strom und Rauschen.
Wie bei den Pyramidenzellen ging die Wirkung von U73122 deutlich Uber die
Serotoninantwort hinaus, was wahrscheinlich wieder auf die Basal-Aktivitat der GIRK
zuruickgefihrt werden kann (siehe Abschnitt 3.1.1). Fur U73122 und U73343 wurden aus
Messungen wie in Abbildung 3.5C Dosis-Wirkungskurven erstellt. Dabei ergab sich fir
U73122 eine halb-maximale inhibitorische Konzentration (ICso) von 0,54 + 0,04 uM (h = 0,8)
und fir U73343 ein ICso-Wert von 0,55 + 0,02 uM (h = 1,1).

3.2.3 Wirkung von U73122 und U73343 auf GIRK in Einzelkanal-
Messungen

Um mehr Informationen dber den moglichen Wirkungsmechanismus des Blocks durch
U73122 zu bekommen, wurden Einzelkanal-Messungen am GIRK in der Inside-Out-
Konfiguration durchgefihrt. In dieser Konfiguration sollten alle zytosolischen Komponenten
der Zelle, die evtl. mit den beiden Substanzen interagieren, durch die interne Lésung ersetzt

sein.

Die Abbildungen 3.6A und 3.7A zeigen typische Einzelkanal-Messung von GIRK-Kanalen in der

Inside-Out-Konfiguration. Um einen Rundown auszuschlieRen, wurden Zeitreihen jeweils tber
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einen relativ langen Zeitraum dargestellt mit mehreren aktiven Kanélen, und zwar in Abbildung

3.6A mit mindestens drei und in Abbildung 3.7A mit mindestens zwei aktiven GIRK-Kanélen.

Kir3.1/3.2 B Kir3.1/3.2
100 s U73343 015
< o
n
D104 U73343
. R z ]
0.05 -
T MWWM )
MWW“ W’M | g g
50ms 50 ms S
!
C closed D o_pen 1 control 2
i 30 control 1
304 I i
(1 control 1 201 T

control 2 \5 dn

10

40 1 2 3 1 0 1
log dwell time (ms) log dwell time (ms)

Abbildung 3.6. Wirkung von U73343 auf GIRK- (Kir3.1/3.2) Kandle in Einzelkanal-Messungen.
An HEK293-Zellen, die mit Kir3.1/2 und dem 5-HT,5-Rezeptor transfiziert waren, wurden Einzelkanal-
Messungen in der Inside-Out-Konfiguration durchgefiihrt. Die K'-Konzentrationen von Bad- und
Pipettenlésung sind im Inset abgebildet (Abb. A).

(A) Die Aufnahme zeigt eine Messung bei konstantem Haltepotential von -80 mV. In diesem Patch
waren 3 Offen-Levels gleichen Abstands vorhanden. Die beiden Insets zeigen die Einzelkanal-
Ereignisse in einer hoheren Zeit-Auflosung. Nachdem die Offenwahrscheinlichkeit ein Steady-State
erreicht hatte, wurde 10 pM U73343 in die Badldsung appliziert.

(B) Die Offenwahrscheinlichkeit (NP,) fur die 3 Offen-Levels der Messung in (A) ist in einem
Offenwahrscheinlichkeits-Histogramm gegen die Zeit aufgetragen (Bin-Weite: 30 s). Das Inset fasst
die mittlere NP, fir U73122 (n = 13) und U73343 (n = 7) zusammen (control, n = 20). ** p < 0.01,
*** n < 0.001

(C), (D) Dwell-Time-Histogramme der Messung in (A) vor (control 1: 0 - 150 s und control 2:
150 - 300 s) und nach Applikation von 10 uM U73343 (340 - 490 s) fur Geschlossen-Level (C) und
Offen-Level 1 (D). Die Histogramme wurden mit der Gleichung 2.3 angepasst. Das beste Fit-Ergebnis
ergab sich fur die Geschlossen-Ereignisse mit vier Zeitkonstanten und fur die Offenl-Ereignisse mit
zwei Zeitkonstanten.
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Abbildung 3.7. Wirkung von U73122 auf GIRK (Kir3.1/3.2)-Kanéale in Einzelkanal-Messungen.

(A) HEK293-Zellen, die mit Kir3.1/2 und dem 5-HT4-Rezeptor transfiziert waren, wurden in der Inside-
Out-Konfiguration bei einem Haltepotential von -80 mV gemessen. In diesem Patch waren mindestens
2 Offen-Levels vorhanden. Nachdem die Offenwahrscheinlichkeit ein Steady-State erreicht hat, wurde
10 uM U73122 in die Badldsung appliziert.

(B) Die Offenwahrscheinlichkeit (NP,) fur die beiden Offen-Levels der Messung in (A) ist in einem
Offenwahrscheinlichkeits-Histogramm gegen die Zeit aufgetragen (Bin-Weite: 6,4 s).

(C), (D) Dwell-Time-Histogramme der Messung in (A) vor (control: O - 60 s) und nach Applikation von
U73122 (60 - 120 s) fur Geschlossen-Level (C) und Offen-Level 1 (D). Die Kurven uber den
Histogrammen wurden mit Gleichung 2.3 errechnet. Das beste Fit-Ergebnis ergab sich fir die
Geschlossen-Ereignisse mit vier Zeitkonstanten und fir die Offenl-Ereignisse mit zwei
Zeitkonstanten.

(E), (F) Die Diagramme zeigen die Zeitkonstanten aus den Dwell-Time-Histrogrammen (Abbildung
3.6C+D, 3.7C+D), jeweils vor (control) und nach Applikation von U73343 (E) bzw. U73122 (F).
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In den beiden Insets in Abbildung 3.6A sind die Einzelkanal-Ereignisse in einer erhéhten Zeit-
Auflosung dargestelit. Das linke Inset zeigt einen Ausschnitt aus der Kontrollperiode, wéhrend
das rechte einen Ausschnitt aus der Periode unter U73343-Gabe zeigt. Typisch fur den GIRK
auf Einzelkanalniveau ist eine niedrige Offenwahrscheinlichkeit, die v. a. durch lange
Geschlossen-Intervalle zustande kommt (Yakubovich et al., 2000) und ein Einzelkanalstrom von
etwa 2 pA (Abbildung 3.6A). Wenn der Kanal 6ffnet, dann geschieht das meist in Form
sogenannter kurzer Bursts, die man auch im Inset in Abbildung 3.6A erkennt (Slesinger et al.,
1995; Yakubovich et al., 2000). Nachdem die Offenwahrscheinlichkeit in etwa einen Steady-
State erreicht hat, wurden 10 uM U73343 (Abbildung 3.6A) bzw. 10 uM U73122 (Abbildung
3.7A) in die Badlosung appliziert, wodurch die Kanal-Aktivitét deutlich abnahm.

Aufgrund der besseren Steuerbarkeit wurden U73122 und U73343 grundséatzlich tber
das Filament gegeben, d.h. in der Whole-Cell- und der Cell-Attached-Konfiguration von
extrazelluldr und in der Inside-Out-Konfiguration von der zytosolischen Seite der Zellmembran.
Wegen des lipophilen Charakters des Lésungsmittels DMSO fir die Substanzen macht die

Applikation von intra- und von extrazellular keinen Unterschied.

In den Histogrammen in Abbildung 3.6B und 3.7B ist die mit dem Programm Clampfit ermittelte
Offenwahrscheinlichkeit NP, fir die jeweils aufgezeichneten Spuren (Abbildung 3.6A bzw. 3.7A)
dargestellt. Dabei wurde NP, fir alle in den Messungen in Abbildung 3.6A und 3.7A ermittelten
Offen-Levels in einem Histogramm der Offenwahrscheinlichkeit gegen die Zeit aufgetragen.
Hierin sieht man noch deutlicher die Reduktion von NP, nach Gabe von U73343 (Abbildung
3.6B). Das gleiche Ergebnis erhalt man fir U73122 (Abbildung 3.7B). Das Inset in Abbildung
3.6B zeigt ein Histogramm, das die deutlich signifikante Reduktion von NP, durch U73122
und U73343 aus mehreren Messungen zusammenfasst. Im Vergleich zu den
Kontrollperioden reduzierten die Substanzen NP, von 0,22 + 0,04 (Kontrolle, n = 20) auf
0,05+ 0,01 (U 73122, n = 13) bzw. 0,04 + 0,01 (U 73343, n = 7).

Im Gegensatz dazu wurde die Strom-Amplitude der Einzelkanal-Offnungen (2,55 pA)

von beiden Substanzen nicht verandert.

Um eine Veranderung der Zeitkonstanten des Kanalschaltens durch U73122 oder U73343 zu
erkennen, wurden als nachstes Dwell-Time-Histogramme fir die Geschlossen-Ereignisse
(Abbildung 3.6C, 3.7C) und die Ereignisse vom Offen-Levell (Abbildung 3.6D, 3.7D) erstellt.
Die Kontrollperioden in Abbildung 3.6C+D wurden in zwei Teile (controll und control2, jeweils
150 s) aufgeteilt. Beide Kurven zeigen jeweils nur geringe Abweichungen voneinander und
damit stabile Aufnahme-Bedingungen. Unter U73343 wurden wiederum 150 s ausgewertet. Fir
U73122 wurden die Dwell-Time-Histogramme jeweils fur Zeitabschnitte von 60 s erstellt

(Abbildung 3.7C+D). Anschlieend wurden die Dwell-Time-Histogramme ,angefittet”, wobei sich
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fur das Histogramm der Geschlossen-Ereignisse jeweils vier Zeitkonstanten und fir das der
Offen-Ereignisse (Offen-Levell) zwei Zeitkonstanten ergeben (Abbildung 3.6C+D, 3.7C+D). Die
Abbildungen 4.8E und 4.8F fassen die Zeitkonstanten aus Abbildung 3.6C+D bzw. 3.7C+D
zusammen. Zur besseren Darstellung wurde die y-Achse logarithmiert.

Durch U73343 erhielt man eine deutliche Reduzierung aller Schaltereignisse. Fir das
Geschlossen-Level erhielt man unter Kontroll-Bedingungen vier Zeitkonstanten, die durch
U73343 (Abbildung 3.7E) und U73122 (Abbildung 3.7F) alle erhéht wurden, wobei sich die
langeren besonders stark veranderten. Bei den Offen-Dwell-Times wurde durch U73343
besonders das kirzere reduziert, wahrend das langere in etwa gleich blieb. Durch U73122
blieben beide Offen-Dwell-Times im Wesentlichen gleich. Es scheint, als ob U73122 den Kanal
nur abschaltet. Die Anderung von t; konnte man als AusreiRRer betrachten, oder evtl. als Fit-

Problem.

Aufgrund der Excised-Patch-Konfiguration wurden alle l6slichen intrazellularen Komponenten
durch die interne Losung ersetzt. Das spricht dagegen, dass zytoplasmatische Komponenten
fur die blockierenden Wirkungen von U73122 und U73343 notig sind.

3.2.4 Fehlende Wirkung von U73122 und U73343 auf ROMK (Kir1.1)

Fur U73122 und U73343 konnte bisher gezeigt werden, dass sie den GIRK-Kanal
unabhangig von der PLC blockieren. Daher kdnnte man sich eine Interaktion der Substanzen
mit der Pore vorstellen. Aus diesem Grund wurde der ROMK (Kirl.1) untersucht. Der Kanal
ist genauso wie der Kir2.1 (siehe Abschnitte 1.2.2, 3.2.5) relativ eng mit dem Kir3.1/3.2
verwandt und weist starke Homologien in der Aminosauren-Sequenz, besonders im Bereich
von M1, M2 und der Poren-Region auf (siehe Abschnitt 4.4; Stanfield et al., 2002).

Kirl-Kanale sind weit verbreitet in der Niere, wo sie eine Schlisselrolle in der Kontrolle der
K*-Sekretion spielen (siehe Review von Hebert et al., 2005). Sie bilden in vivo nur
Homotetramere und sind schwach einwérts-gleichrichtend. Durch die hohe PIP,-Affinitat sind
die Kanéle konstitutiv aktiv und haben eine Offenwahrscheinlichkeit von > 90%.

ROMK werden reguliert von pH (Schulze et al., 2003), zytoplasmatischem ATP
(Wang & Giebisch, 1991) und Kinasen wie PKA (Liou et al., 1999), PKC (Zeng et al., 2003a)
und Tyrosinkinase. Durch PKA-Phosphorylierung kann die Interaktion mit PIP, verstarkt
werden (Liou et al.,, 1999; Zeng et al.,, 2003a). Im Gegensatz dazu hemmt die PKC die
Kanalaktivitat, indem sie die Membran-PIP,-Level Uber einen noch unbekannten

Mechanismus reduziert (Zeng et al., 2003a).
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Mutationen, die die PIP,-Sensitivitdt verandern, verursachen das Bartter-Syndrom
(Lopes et al.,, 2002). Das Bartter-Syndrom (Typ 2) ist ein autosomal-rezessiv vererbtes
Salzverlustsyndrom, das mit den Symptomen Hypokalidmie, metabolische Alkalose,
Hypotonie und Polyurie einhergeht. Durch eine erniedrigte PIP,-Interaktion wird die
Offenwahrscheinlichkeit des ROMK im aufsteigenden Ast der Henle-Schleife stark erniedrigt.
Dadurch sind die K*-Konzentrationen im renalen Lumen zu niedrig, um die Aktivitat des Na*-
K*-2CI-Transporters aufrechtzuerhalten (Asteria, 1997). Dies fiihrt zu Na‘-Verlusten und

einem hyperrenindmischen Hyperaldostoronismus (Classen et al., 2004).
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Abbildung 3.8. Wirkung von U73122 und U73343 auf ROMK- (Kirl.1) Kanéle.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die stabil mit Kirl.1 transfiziert sind,
durchgefuhrt.

(A) Diese Aufnahme zeigt eine Messung bei konstantem Haltepotential von -80 mV. 10 uM U73122
wurde in die Badldsung appliziert und anschlie3end als Kontrolle 2 mM Ba* (n=29).

(B) Es wurden Spannungsrampen von -100 bis +100 mV (100 mV/s) erzeugt. Die Stréme wurden vor
und nach Applikation von 10 uM U73343 aufgenommen (n = 4). Als Kontrolle wurde 2 mM Ba®*
appliziert.

Die Abbildung 3.8 zeigt typische ROMK- (Kirl.1) Strome in Whole-Cell-Messungen an einer
HEK?293-Zelllinie, die stabil mit dem Kirl.1 transfiziert war. Bei hohen extrazellularen K-
Konzentrationen (Ex = 0 mV) und einem Haltepotential von -80 mV war der ROMK konstitutiv
aktiv und zeigte einen starken Einwartsstrom. Dieser Strom lie3 sich weder mit 10 uM
U73122 (Abbildung 3.8A) noch mit 10 uM U73343 reduzieren.

Bei einem Rampen-Protokoll (Abbildung 3.8B) sieht man, warum der ROMK im
Gegensatz zum IRK oder GIRK nur als schwach gleichrichtend bezeichnet wird (Nichols et
al., 1994). Die Strom-Spannungs-Beziehung ist fast linear mit einer nur ganz leichten
Einwartsgleichrichtung. Genau wie beim konstanten Haltepotential hatte die Gabe von 10 pM
U73343 keine Wirkung auf die ROMK-Strome Uber den gesamten Spannungsbereich
(Abbildung 3.8B).
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3.2.5 Fehlende Wirkung von U73122 und U73343 auf den IRK (Kir2.1)

Obwohl U73122 und U73343 keine Wirkung auf den ROMK zeigten (siehe Abschnitt 3.2.4),
konnte man sich trotzdem noch eine Interaktion mit der Porenregion oder im Bereich von
M1 / M2 vorstellen. Deshalb wurde der IRK (Kir2.1) - ein weiterer Kanal aus der Kir-Familie -
der sehr eng mit dem GIRK verwandt ist, transient in HEK-Zellen exprimiert (siehe Abschnitt
1.2.2).
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Abbildung 3.9. Wirkung von U73122 und U73343 auf IRK- (Kir2.1) Kanale.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die transient mit Kir2.1 transfiziert waren,
durchgefuhrt.

(A) Diese Aufnahme zeigt eine Messung bei konstantem Haltepotential von -70 mV. 10 pM U73343,
10 uM U73122 und als Kontrolle 2 mM Ba®" wurden in die Badlosung appliziert (U73122: n = 7,
U73343: n = 14).

(B) Es wurden Spannungsrampen von -80 bis +60 mV (80 mV/s) erzeugt. Die Strome wurden vor und
nach Applikation von 10 uM U73122 und 10 uM U73343 aufgenommen. Als Kontrolle wurde 2 mM
Ba”" appliziert (n = 6).

(C) Diese Aufnahme wurde bei konstantem Haltepotential von -70 mV durchgefiihrt. Es wurde 2 mM
Ba* appliziert und anschlieend Auswaschversuche mit Badlésung und mit 0,2%iger DMSO-L8sung
durchgefiihrt (n = 4).

Whole-Cell-Messungen an IRK-Kanalen bei fast symmetrischen K*-Konzentrationen

(Ex = -3 mV) und einem konstanten Haltepotential von -70 mV zeigten einen starken
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Einwartsstrom (Abbildung 3.9A). Genau wie der ROMK ist der IRK bei negativen
Haltepotentialen konstitutiv aktiv. In Rampen-Protokollen zeigte er - im Gegensatz zum
ROMK (Abbildung 3.8B) - die gleiche starke Einwartsgleichrichtung (Abbildung 3.9B) wie der
GIRK (Abbildung 3.5B). Aber genau wie bei den ROMK bewirkten weder 10 pM U73122
noch 10 uM U73343 eine Stromreduktion der IRK-Kanéle - weder bei Applikation tGiber einige
Minuten (Abbildung 3.9A) noch bei spannungsabhangiger Gabe in Rampenprotokollen
(Abbildung 3.9B).

Uberraschenderweise erwiesen sich U73122 und U73343 als sehr selektive Hemmer, die

zwischen den einzelnen Mitgliedern der Kir-Familie unterscheiden kénnen.

Im Laufe der Untersuchungen stellte sich die Frage, ob DMSO als L&sungsmittel von
U73122 und U73343 eine signifikante Wirkung auf die untersuchten K*-Kanale haben kann.
In Kontrolluntersuchungen am GIRK (n = 7) und MaxiK (n = 5) zeigte DMSO keine
stromreduzierende Wirkung auf die Kanale (nicht illustriert), so dass es als Losungsmittel
verwendet werden konnte.

Allerdings fand sich bei den DMSO-Versuchen ein interessanter Nebenbefund. In
Abbildung 3.9C ist eine entsprechende Whole-Cell-Messung an IRK-Kandlen bei einem
konstanten Haltepotential von -70 mV dargestellt. Zur Blockierung des Stroms wurden 2 mM
Ba* appliziert. AnschlieBend wurden Auswaschversuche durchgefiihrt, zuerst mit normaler
Badlésung, die nur einen geringen Anteil des Ba** auswascht. Danach wurde eine 0,2%ige
DMSO-L6sung (DMSO als Loésungsmittel fur U73122 / U73343: 0,1%ig) gegeben, die den
Strom fast vollstandig wiederherstellte. Es liegt nahe, dass die bekannten ,Schleuser®-
Eigenschaften von DMSO an Membranen fiir den verbesserten und beschleunigten Ba*'-
Auswasch verantwortlich sind. Diese Hypothese wurde aber im Rahmen meiner Dissertation

nicht weiter verfolgt.

3.2.6 Fehlende Wirkung von U73122 und U73343 auf KCNQ-Kanéle

Diese Experimente sollten eine Wirkung von U73122 auf die KCNQ-Familie testen. Die
Untersuchungen sind wichtig, weil PIP, eine groRe Rolle in der Regulation der Offen-
Wahrscheinlichkeit der KCNQ-Kanéle spielt (Suh & Hille, 2005). AuRerdem hat die PIP,-
Regulation bei den KCNQ groRe Ahnlichkeit mit der Regulation bei den GIRK. Wie bei den
GIRK soll PIP, den Offen-Zustand des KCNQL1 stabilisieren, indem es an eine Stelle bindet,
die starke Homologien zur identifizierten PIP,-Bindungsstelle des Kir 6.2 - einem Kanal aus

der Kir-Familie - aufweist (Loussouarn et al., 2003).
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AulRerdem werden die KCNQ genau wie die GIRK durch Rezeptoren gehemmt, die an Gg1
koppeln, wodurch die PLCB aktiviert wird und so zum Abbau von PIP, fihrt (Brown & Yu,
2000; Selyanko et al., 2000; Zhang et al., 2003; Loussouarn et al., 2003; Suh et al., 2004;
Delmas & Brown, 2005). Auf diese Weise kann der KCNQ-Strom moduliert werden, indem
die PLC die PIP,-Konzentration, die vom Kanal benétigt wird, an der Membran verringert
(Zhang et al., 2003; Horowitz et al., 2005; Suh et al., 2006).

Die KCNQ-Kanale (K,7) sind spannungsabhangige auswarts-gleichrichtende K*-Kanéle. Sie
sind langsam aktivierbar, 6ffnen bei Depolarisation und sind so wichtig fur die Repolarisation
und Modulierung der Erregbarkeit von elektrisch aktiven Zellen wie Herzzellen oder
Neuronen (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al., 1996). Die KCNQ-Kanale haben den
typischen Aufbau der spannungsabhangigen K*-Kanale mit 6TM-Segmenten S1-S6, einem
P-Loop, der TM5 und TM6 miteinander verbindet und die Kanalpore mit Selektivitatsfilter
bildet und einem S4-Segment, das einen hohen Anteil an positiv geladenen Aminosauren
enthélt, die fur den intrinsischen Spannungssensor verantwortlich sind (Hille, 2001). Bisher
sind funf Mitglieder der KCNQ-Familie bekannt (KCNQ1-5), die im Kdrper weit verbreitet
sind.

KCNQ1-Experimente

Zunéchst wurde der KCNQ1 mit der B-Untereinheit E1 (minK) transient in HEK-Zellen
exprimiert (Abbildung 3.10A+B).

Der KCNQ1 ist v. a. im Herz stark exprimiert, kommt aber auch in Pankreas, Niere,
Gastrointestinaltrakt und Innenohr vor (Gutman et al., 2005). Der KCNQL1 ist der einzige
Kanal dieser Familie, der nur Homotetramere bildet (Jentsch, 2000). Alleine produziert der
KCNQ1 nur einen sehr Kkleinen Auswartsstrom. Allerdings konnen alle KCNQ-a-
Untereinheiten durch Assoziation mit transmembranalen B-Untereinheiten aus der KCNE-
Familie moduliert werden. Werden KCNQ1 und KCNE1 (auch ,minK = minimal K*-channel
protein® genannt) co-exprimiert, erhdlt man einen deutlich groReren Strom, eine
verlangsamte Aktivierungskinetik und eine Verschiebung der Spannungsabhéngigkeit (Hille,
2001). KCNQ1 und KCNE1 sind so am Herzen fur den langsam aktivierbaren, verzdgert
gleichrichtenden Is-Strom verantwortlich, der die Repolarisation des Aktionspotentials

vermittelt.
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Abbildung 3.10. Wirkung von U73122 und U73343 auf KCNQ-Kanale.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die transient mit KCNQ1/E1 (A+B) bzw. mit
KCNQ2 / KCNQ3 (C+D) transfiziert waren, durchgefinhrt.

(A) Es wurden Spannungstreppen von -100 auf +40 mV an HEK-Zellen erzeugt, die mit KCNQ1 und
der B-Untereinheit E1 (minK) transfiziert waren. Die Strome wurden vor Applikation von 10 pM U73122
aufgenommen.

(B) Diese Aufnahme zeigt eine typische Messung von HEK-Zellen, die mit KCNQ1 und der
B-Untereinheit E1 transfiziert waren. Die Zellen wurden bei einem konstanten Haltepotential von
40 mV gehalten. Es wurden 10 uM U73122, 10 uM U73343 und als Kontrolle 100 uM B293, ein
spezifischer KCNQ1-Blocker, in die Badlosung appliziert (n = 8).

(C) Es wurden Spannungstreppen von -70 auf +80 mV an HEK-Zellen erzeugt, die mit KCNQ2 und
KCNQ3 transfiziert waren. Die Strome wurden vor Applikation von 10 uM U73122 aufgenommen.
(Diese Messung wurde mir freundlicherweise von Herrn M. Nissen zur Verfligung gestellt.)

(D) Diese Aufnahme zeigt eine typische Messung von HEK-Zellen, die mit KCNQ2 und KCNQ3
transfiziert waren. Die Zellen wurden bei einem konstanten Haltepotential von 0 mV gehalten. Nach
Erreichen eines Steady-States wurden 10 pM U73122 und als Kontrolle 10 puM Linopiridin, ein
spezifischer KCNQ2 / KCNQ3-Blocker, in die Badlésung appliziert (n = 5).

In Whole-Cell-Messungen mit Treppenprotokollen (Abbildung 3.10A) zeigte der KCNQ1 /
KCNEL1 einen typischen starken auswarts-gleichrichtenden Strom, d.h. zu einem deutlichen
Anstieg des Stroms kommt es erst bei Depolarisation ab einer Spannung von etwa -30 mV
(Umkehrpotential = -88 mV). Charakteristisch fir den KCNQ1 / KCNE1 ist auch die
langsame Aktivierbarkeit. So ist das Strommaximum noch 5 s nach einem Spannungssprung
nicht vollstandig erreicht.

Um die mdgliche Wirkung von U73122 auf den KCNQ1 zu untersuchen, habe ich ein
konstantes Haltepotential verwendet. Die Abbildung 3.10B zeigt eine Whole-Cell-Messung

bei einem konstanten Haltepotential von +40 mV. Bei dieser Spannung zeigte der KCNQ1
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zum Teil einen sehr starken Auswartsstrom mit einer leichten kontinuierlichen
Stromabnahme (,Rundown®). Die Gabe von 10 uM U73122 oder U73343 zeigte unter den in
dieser Arbeit verwendeten Messbedingungen keinen signifikanten blockierenden Effekt.

Als Kontrolle wurde 100 uM B293 (wurde mir freundlicherweise von Sanofi-Aventis,
Frankfurt, zur Verfigung gestellt) als spezifischer Blocker verwendet, das den Strom fast
komplett blockierte.

KCNQ2-/ KCNQ3- Experimente

Als nadchstes wurde der KCNQ2, co-exprimiert mit dem KCNQ3 in HEK-Zellen auf eine
Wirkung von U73122 untersucht.

Die KCNQ2- und KCNQ3-Kandle kommen fast ausschlieBlich im zentralen
Nervengewebe vor, und zwar v. a. im Hippocampus und im Cortex (Schroeder et al., 1998;
Gutman et al, 2005). Im Gegensatz zum KCNQ1l koénnen beide Kanédle sowohl
Homotetramere (in Oozyten; Wang et al., 1998) als auch Heterotetramere untereinander
bilden (Wang et al., 1998; Schroeder et al., 1998). Diese Heterotetramere zeigen im
Vergleich einen deutlichen Anstieg der Stromamplitude mit etwas veranderter Kinetik und
veranderten pharmakologischen Eigenschaften (Wang et al., 1998; Schroeder et al., 1998).

In Neuronen sind die KCNQ2- / KCNQ3- Kanale am sogenannten ,M-Strom* beteiligt
(Wang et al, 1998; Schroeder et al., 2000). Dies ist ein langsam aktivierender
Auswartsstrom, der schon bei leichter Depolarisation auftritt und der tGber den ACh-Rezeptor
(M = muskarinerg) gehemmt wird (Brown et al., 1989; Marrion, 1997). Dadurch kann die

neuronale Erregbarkeit reguliert werden.

In Treppenprotokollen (Abbildung 3.10C) zeigte der KCNQ2 / KCNQS3 im Gegensatz zum
KCNQ1 schon bei leichter Depolarisation einen sehr starken Auswartsstrom
(Umkehrpotential = -93 mV). Obwohl auch der KCNQ2 / KCNQ3 zu den eher langsam
aktivierbaren Kanalen gezahlt wird, aktivierte er in Spannungstreppen deutlich schneller als
der KCNQ1 (Abbildung 3.10C).

Die Abbildung 3.10D zeigt eine typische Whole-Cell-Messung bei einem konstanten
Haltepotential von 0 mV. Da der KCNQ2 / KCNQ3 bereits bei leichter Depolarisation aktiviert
wurde, sieht man schon bei 0 mV einen im Vergleich zum KCNQ21 ausreichend starken
Auswartsstrom mit einem leichten Rundown. Die Gabe von 10 uM U73122 zeigte wiederum
keinen signifikanten blockierenden Effekt. Als Kontrolle wurde ein spezifischer Blocker -

10 pM Linopiridin - verwendet, der den Strom fast komplett blockierte.
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Diese Ergebnisse passen auf den ersten Blick nicht zu den Befunden von Horowitz et al.
(2005), die durch U73122 zunéachst eine schnelle Stromzunahme und anschlieend eine
stetige Stromabnahme gesehen haben. Allerdings werden in meiner Arbeit Wirkungen im
Zeitbereich von Sekunden untersucht, wahrend es bei Horowitz Uber 5 min dauert, um den
Strom der KCNQ um etwa 50% zu hemmen. Diese Wirkung und die langen Zeitkonstanten
lassen sich wahrscheinlich Uber die Wirkung von U73122 auf die PLC erklaren, und zwar soll
es zuerst Uber eine PLC-Hemmung und dann tber eine PLC-Aktivierung wirken (Horowitz et
al., 2005).

3.2.7 Fehlende Wirkung von U73122 und U73343 auf den IK1-Kanal

Im néchsten Abschnitt wird gezeigt, dass der Ca*"-abhangige MaxiK-Kanal von U73122 und
U73343 geblockt wird. Um die Selektivitat dieses Blocks innerhalb der Familie der Ca®'-
aktivierten K*-Kanale zu bestimmen, habe ich einen Kanal untersucht, der zu einer anderen
Klasse von Ca*'-aktivierten K*-Kanalen gehért, namlich den IK1 (SK4). Dazu wurde der hiK1

transient in HEK-Zellen exprimiert.

Der IK (intermediate conductance K* channel) wird so wegen seiner Einzelkanalleitfahigkeit
von etwa 20 - 80 pS genannt, die zwischen dem SK (= ,small“ K*) mit 4 - 20 pS und dem
MaxiK oder BK (= ,big* K*) mit 100 - 250 pS liegt.

Anders als der SK und der MaxiK wird der IK nur in nicht-erregbaren Zellen exprimiert
(Ishii et al., 1997), besonders in Zellen des hamatopoietischen Systems und in
Endothelzellen von Organen, die in Salz- und Flissigkeitstransport involviert sind wie Colon,
Lunge, Speicheldrisen (Ishii et al., 1997; Warth et al., 1999). AuRerdem kommt er in den
glatten Muskelzellen von GefalRen und Fibroblasten vor, wahrend er in Hirn oder Herz nicht
exprimiert wird (Ashcroft, 2000).

Im Gegensatz zum MaxiK sind die IK nur sehr schwach spannungsabhangig (Vergara
et al., 1998; Nehrke et al., 2003), da sie in der 4. Transmembran-Domane - dem
Spannungssensor - nur sehr wenige positiv geladene Aminosauren besitzen. Sie sind
allerdings sehr stark Ca®*-sensitiv und kénnen bereits durch geringe intrazellulare Ca*-
Konzentrationen (freies Ca*" liber 50 - 100nM) aktiviert werden (Ashcroft, 2000). Dadurch
spielen die IK-Kanale eine wichtige Rolle bei der Ca**-abhangigen Signaltransduktion. Sie
besitzen keine Struktur, die der Ca®*-Bowl des MaxiK verwandt ist. Stattdessen ist
Calmodulin konstitutiv an eine C-terminale Region der IK gebunden - auch in Abwesenheit
von Ca** (Fanger et al., 1999). Durch die Bindung von Ca*" an dieses Calmodulin wird der

Kanal aktiviert (Jensen et al., 1998; Schumacher et al., 2001).
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Abbildung 3.11. Wirkung von U73122 und U73343 auf IK1-Kanéle.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die mit hiK1 transfiziert waren, durchgefihrt.
(A) Es wurden Spannungsrampen von -100 bis +100 mV (100 mV/s) erzeugt. Die Strome werden vor
und nach Applikation von 2 mM Ba®* gezeigt.

(B) Diese Aufnahme zeigt eine typische Messung bei einem konstanten Haltepotential von 0 mV. Es
wurden 10 pM U73343, 10 pM U73122 und als Kontrolle der IK-Blocker Clotrimazol (1 pM) in die
Badl6sung appliziert (n = 6).

Die Abbildung 3.11A zeigt eine typische Whole-Cell-Messung von IK-Kanélen mit einem
Rampen-Protokoll. Man sieht deutlich an der I-V-Kurve, dass der Strom uber weite
Spannungsbereiche fast linear verlauft, weil die Kanale kaum spannungsabhangig sind. Erst
bei hohen (unphysiologischen) Potentialen kommt es zu einem Abknicken der Kurve (Jensen
et al., 2001). Im Gegensatz zu den Kir-Kanalen (siehe Abschnitte 3.2.2, 3.2.4, 3.2.5)
reduzierte 2 mM Ba?* den IK-Strom deutlich schwacher (um etwa 50%; Abbildung 3.11A).
Als Kontrolle wurde daher das Antimykotikum Clotrimazol, das sich als potenter und relativ
selektiver Blocker der IK-Kanale herausgestellt hat, verwendet (Alvarez et al., 1992).

Da die IK-Kandle kaum Spannungsabhangigkeit zeigen, koénnen sie bei einem
konstanten Haltepotential auf eine Wirkung von U73122 und U73343 untersucht werden. Die
Abbildung 3.11B zeigt eine Whole-Cell-Messung bei einem Haltepotential von 0 mV. Typisch
ist der Auswartsstrom mit einem leichten Rundown. Nachdem der Strom Uber einige Zeit
etwa konstant geblieben ist, wurden die Substanzen gegeben. Sowohl 10 uM U73343 als
auch 10 pM U73122 hatten keine Wirkung auf die Strome.

Da U73122 und U73343 keine Wirkung auf die IK-Strome zeigten, wurden die nahe

verwandten SK-Kanéale nicht zusétzlich getestet.
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3.2.8 Wirkung von U73122 und U73343 auf den MaxiK

Zusatzlich zur Hemmung von GIRK-Kanalen stellten sich Uberraschenderweise U73122 und
U73343 als potente Blocker der MaxiK-(BK) Kanéle (siehe Abschnitt 2.2.4) heraus.
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Abbildung 3.12. Wirkung von U73122 und U73343 auf MaxiK (BK)-Kanéle.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die stabil mit der MaxiK o und p1-Untereinheit
transfiziert waren, durchgefihrt.

(A), (B) Es wurden Spannungsrampen von -100 bis +70 mV bzw. +100mV erzeugt (20 mV/s). Die
Strome wurden vor und nach Applikation von 10 pM U73122 (A) bzw. 10 pM U73343 (B)
aufgenommen. Als Kontrolle wurde jeweils 10 mM TEA appliziert.

(C), (D) Diese Aufnahmen zeigen Messungen bei konstantem Haltepotential von 0 mV. 10 uM U73122
(C) bzw. 10 uM U73343 (D) wurden Uber das Filament in die Badldsung appliziert und anschliel3end
als Kontrolle jeweils 10 mM TEA.

Die Abbildung 3.12 zeigt Whole-Cell-Messungen an einer HEK239-Zellline, die stabil mit der
MaxiK o- und p1-Untereinheit transfiziert war.

In Abbildung 3.12A+B sieht man typische Messungen mit Spannungsrampen. Dabei
wurden die MaxiK-Strome typischerweise zwischen -30 and +30 mV aktiviert (Zhang et al.,
2006) und zeigten einen stark auswarts-gleichrichntenden Strom. Je friher die MaxiK
aktivierten, umso eher konnte man ein Abknicken der Kurven bei hohen (unphysiologischen)

Potentialen beobachten (Abbildung 3.12A), also eine Stromabnahme trotz einer hoheren
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treibenden Kraft fiir K*. Aktivierten die Kanale jedoch spat, dann stieg der Strom mindestens
bis zu Potentialen von 100 mV weiter stark an (Abbildung 3.12B). Nach Zhang et al. (2006)
soll der Punkt der Aktivierung und die Form der Rampen abhangig sein vom Zeitpunkt der
Messung. Nach Aktivierung durch Depolarisation bzw. Patch-Exzision kommt es zu einem
Rundown, d.h. der Strom nimmt ab. Dies entsteht laut Zhang et al. (2006) durch zwei
Mechanismen: Zum einen nimmt die Zahl der funktionell aktiven Kanale ab, wodurch die
maximale Leitfahigkeit abnimmt. Zum anderen verschiebt sich die Spannungsabhéngigkeit
der verbleibenden Kandle um ca. 30 mV in positive Richtung, wodurch die
Offenwahrscheinlichkeit bei einem vorgegebenen Potential abnimmt. Dies soll v.a. durch
eine Oxidation von Cystein-Resten geschehen.

Nach Applikation von 10 uM U73122 (Abbildung 3.12A) bzw. 10 uM U73343
(Abbildung 3.12B) nahm der Strom deutlich ab. Anschlieend wurde als Kontrolle 10 mM
TEA (Tetraethylammonium-Chlorid) - ein unspezifischer K*-Kanal-Blocker - appliziert, der die

restlichen MaxiK-Stréme fast vollstandig blockierte.

Die Abbildungen 3.12C+D zeigen typische Whole-Cell-Messungen bei einem konstanten
Haltepotential von 0 mV (mit geséttigter Ca®*-Konzentration in der internen Lésung). In
beiden Messungen sieht man deutlich den oben erwdhnten Rundown, der typisch fur den
MaxiK ist. Sobald der Strom annéhernd konstant war, wurden 10 pM U73122 (Abbildung
3.12C) bzw. 10 pM U73343 (Abbildung 3.12D) appliziert, wodurch der Auswartsstrom rasch
deutlich abnahm.

Der Zeitverlauf, mit dem die beiden Substanzen den MaxiK blockierten, ist dem
Zeitverlauf der GIRK-Hemmung sehr ahnlich. Die Zeitkonstanten fur die MaxiK-Hemmung
betrugen 2,8 £ 0,4 s (n = 5) fur U73122 und 4,2 £ 0,9 s (n = 4) fir U73343. Im Vergleich dazu
waren die Zeitkonstanten fur die Hemmung des GIRK-Stroms 4,1 £ 0.5 s (n = 7) bzw.
3,7+ 0.5s (n=7). Der Lésungsaustausch durch das Filament lag dabei im Bereich von 1 s,

die Anflutung bei < 300 ms (gemessen mit 10 mM TEA bei 50% der maximalen Wirkung).

3.2.9 Wirkungen von Ba®*, Tertiapin und NEM auf den MaxiK

Nachdem gezeigt werden konnte, dass U73122 und U73343 den MaxiK blockieren, wurde
als nachstes Uberprift, ob die pl-Untereinheit (siehe Abschnitt 1.2.4) fur die Wirkung der
beiden Substanzen notwendig ist.

Die Abbildung 3.13A zeigt eine Whole-Cell-Messung an HEK293-Zellen, die dieses
Mal transient nur mit der MaxiK o-Untereinheit transfiziert wurden. Unter den hier

verwendeten Messbedingungen fiihrte das Fehlen der p;-Untereinheit zu keinen auffalligen
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Verdnderungen der elektrophysiologischen Eigenschaften. Die Messungen wurden
wiederum bei einem Haltepotential von 0 mV durchgefiihrt. Nach Gabe von 10 pM U73122
nahm der Strom schnell und deutlich ab, genauso wie bei den Messungen mit der o / ;-
Untereinheit (Abbildung 3.12C). Eine kleine Ubrig bleibende Strom-Komponente konnte mit
10 mM TEA geblockt werden. Dieses Experiment und die entsprechenden statistischen
Auswertungen (Daten nicht gezeigt) zeigen, daf die B1-Untereinheit, die in Abbildung 3.12
vorhanden war, nicht flr die blockierende Wirkung von U73122 und U73343 bendtigt wurde.
Da in der Antwort der Substanzen die An- oder Abwesenheit der B-Untereinheit keinen
Unterschied machte, wurden die Daten der beiden Messgruppen fir weitere statistische

Auswertungen zusammengelegt.
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Abbildung 3.13. Wirkung von U73122, Tertiapin und NEM auf die Strome der MaxiK
a-Untereinheit.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die transient nur mit der MaxiK a-Untereinheit
transfiziert waren, durchgefiihrt und bei einem konstanten Haltepotential von 0 mV gehalten
(gesattigte Ca**-Konzentrationen in der internen Losung).

(A) Nach Erreichen eines Steady-States wurden 10 pM U73122 Uber das Filament in die Badldésung
appliziert und anschlieRend als Kontrolle 10 mM TEA.

(B) Es wurden die K*-Kanal-Blocker 60 nM Tertiapin, 200 pM Ba®* und 2 mM Ba** tiber das Filament
appliziert. Als Kontrolle wurden 10 mM TEA gegeben.

(C) Diese Aufnahme zeigt die Applikation von 100 uM NEM. Als Kontrolle wurde wieder 10 mM TEA
gegeben (n = 3).

(D) Diese Abbildung zeigt die Strukturformeln von U73122, U73343 und NEM. NEM besitzt dieselbe
reaktive Gruppe (Doppelbindung) wie U73122, wahrend U73343 durch das Fehlen dieser
Doppelbindung chemisch inaktiv ist.
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Die nachste Untersuchung sollte die Wirkung von U73122 mit der Wirkung von
verschiedenen K*-Kanal-Blockern vergleichen. Interessant ist dabei v. a. Tertiapin, das
hinsichtlich der Kir eine &hnliche Spezifitat aufweist (siehe Abschnitte 3.2.2, 4.2).

Die Abbildung 3.13B zeigt eine Whole-Cell-Messung bei einem konstanten
Haltepotential von 0 mV. Gab man nun Tertiapin in die Badlésung, dann zeigte es keine
Wirkung, d.h. es kam es zu keiner Stromreduktion. Dies bedeutet, dass Tertiapin
wahrscheinlich anders als U73122 und U73343 wirkt, die unter meinen Messbedingungen
den GIRK und den MaxiK in vergleichbarer Weise blockierten (siehe Abschnitt 4.2).

Die Gabe von Ba*" als unspezifischem Blocker der meisten K*-Kanéle, filhrt dagegen
Zu einer Stromreduktion sowohl in einer Konzentration von 200 uM als auch von 2 mM.
Allerdings war der Block von MaxiK langst nicht so stark wie der von Kir-Kanalen. Erst
10 mM TEA hemmten den MaxiK-Strom komplett.

Der einzige strukturelle Unterschied zwischen U73122 (N-substituiertes Maleimid) und
U73343 ist eine Doppelbindung (Abbildung 3.13D), die U73122 chemisch reaktiv macht.
Wenn man die Strukturen von U73122 und der Cystein-modifizierenden Substanz NEM
(N-ethylmaleimid) vergleicht (Abbildung 3.13D), dann erkennt man, dass die beiden
Substanzen die gleiche reaktive Gruppe enthalten. Dadurch kénnte U73122 mdéglicherweise
wie NEM eine Alkylierung von Cystein-Resten verursachen (siehe Abschnitt 4.3; Horowitz et
al., 2005). Im Gegensatz dazu ist U73343 das nicht-reaktive Succinimid-Analogon.

Um solch eine mdgliche Alkylierungsreaktion zu testen, wurde als nachstes ein
Versuch mit NEM durchgefiihrt. Die Abbildung 3.13C zeigt ein &hnliches Experiment wie in
Abbildung 3.13A, eine Whole-Cell-Messung am MaxiK bei einem konstanten Haltepotential
von 0 mV. Dabei sollte die hemmende Wirkung von U73122 mit der von NEM verglichen
werden. Es wurden 100 uM NEM - eine U73122 und U73343 vergleichbar hohe Daosis
(Zhang & Horrigan, 2005) - appliziert. Da NEM membran-permeabel ist, kann es wie U73122
und U73343 von extrazellular gegeben werden. Allerdings hatte NEM in dem Zeitrahmen, in
dem U73122 und U73343 den MaxiK blockierten, keine Wirkung auf die MaxiK-Strome.

Dieses Ergebnis macht eine Modifikation des Kanalproteins durch eine unspezifische

Alkylierungsreaktion durch U73122 als Block-Mechanismus am MaxiK sehr unwahrscheinlich
(siehe Abschnitt 4.3).
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3.2.10 Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehungen von U73122,
U73343 und Bupivacain am MaxiK
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Abbildung 3.14. Dosis-Wirkungsbeziehungen von U73122, U73343 und Bupivacain an MaxiK-
(BK) Kanélen.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die transient mit der MaxiK o-Untereinheit
transfiziert waren, durchgefihrt.

(A), (C) Es wurden Spannungsrampen von -100 bis +70 mV (A: 20 mV/s) bzw. von -50 bis +50 mV (C:
100 mV/s) mit steigenden Dosen von U73122 (A) bzw. Bupivacain (C) erzeugt. Als Kontrolle wurde
am Ende jeweils 10 mM TEA appliziert.

(B), (D) Dosis-Wirkungskurven wurden fur U73122 (n = 6), U73343 (von niedrigster zu hochster
Konzentration: n = 6, 6, 6, 9, 3) und Bupivacain (n = 6) berechnet. Die halbmaximalen inhibitorischen
Wirkungsdosen (ICsp) betragen 2,25 pM fur U73122, 19,45 pM fur U73343 und 197 pM fir
Bupivacain.

(E), (F) Diese Aufnahmen wurden bei einem konstanten Haltepotential von 0 mV durchgefuhrt. Nach
Erreichen eines Steady-States wurden U73122 (E) in aufsteigender Konzentration von 0,3 bis 10 uM
bzw. Bupivacain (F) von 30 bis 1000 uM appliziert. Als Kontrolle wurde am Ende jeweils 10 mM TEA
appliziert.
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Um die Wirkung von U73122 und U73343 auf MaxiK und GIRK vergleichen zu kodnnen,
wurde die Dosis-Wirkungsbeziehung der MaxiK-Hemmung durch die beiden Substanzen
bestimmit.

Die Abbildung 3.14A zeigt eine typische Messung mit Rampenprotokollen an HEK-
Zellen, die transient mit der MaxiK a-Untereinheit transfiziert waren. Dabei wurde U73122
schrittweise in steigender Konzentration gegeben (0,3 - 10 uM). Dosisabhangig kam es zu
einer deutlichen Abnahme des Auswartsstroms. Bemerkenswert ist, dass sich die
Strommaxima der verschiedenen Rampen fast genau Ubereinander, d.h. bei derselben
Spannung befinden. Wie bei den Messungen in Abbildung 3.12 blockierte U73122 ungefahr
90% des MaxiK-Stroms in einer Konzentration von 10 uM. Der restliche Strom wurde als
Kontrolle mit 10 mM TEA blockiert. Genauso kann man die Substanzen in steigender
Konzentration bei einem konstanten Haltepotential geben. Die Abbildung 3.14E zeigt eine
typische Messung bei einem Haltepotential von 0 mV. Nachdem der Strom Uber einige Zeit
konstant geblieben ist (Steady-State), wurde U73122 in steigender Konzentration von 0,3 bis
10 pM hinzugegeben. Dosisabhangig kam es wiederum zu einer deutlichen Abnahme des
Stroms.

Aus den Dosis-Wirkungs-Kurven (Abbildung 3.14B) ergaben sich fur U73122 ein 1Cso-
Wert von 2,25 + 0,71 uM und fir U73343 ein ICso-Wert von 19,28 + 0,3 uM.

Eine Substanz, die ein ahnlich selektives Wirkprofil auf die Kanale der Kir-Familie hat wie
U73122 und U73343, ist das Lokalanasthetikum Bupivacain, das ebenfalls den GIRK-Strom
in micromolaren Dosen blockiert, wahrend es keine Wirkung auf ROMK und IRK zeigt (Zhou
et al.,, 2001a). Deshalb stellte sich die Frage, ob Bupivacain auch mit dem MaxiK-Kanal
interagiert.

Tatséachlich war Bupivacain in der Lage, den MaxiK unter denselben
Messbedingungen zu blockieren, die fir U73122 / U73343 benutzt wurden (Abbildung
3.14C,F). Die Abbildung 3.14C zeigt eine typische Whole-Cell-Messung mit
Rampenprotokollen von HEK-Zellen, die transient mit der MaxiK o-Untereinheit transfiziert
waren. Bupivacain wurde schrittweise in steigender Konzentration von 30 bis 1000 puM
appliziert. Anschlieend wurde 10 mM TEA als Kontrolle gegeben. Dosisabhangig kam es zu
einer deutlichen Abnahme des Stroms. Die Abbildung 3.14F zeigt eine entsprechende
Messung bei einem konstanten Haltepotential von 0 mV. Wiederum wurde Bupivacain in
steigender Konzentration appliziert. Dosisabhangig kam es genauso zu einer deutlichen
Abnahme des Stroms, wobei Bupivacain in einer Konzentration von 1000 uM sogar eine
starkere Wirkung zeigte als 10 mM TEA. Die Stromschwankungen kurz vor Applikation der
nachsten Konzentration kamen durch kurzfristige Vermischung mit Badlosung zustande, weil

sich das Lokalanasthetikum extrem schnell auswaschen liel3.
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Genau wie fur U73122 und U73343 wurde aus Messungen wie in den Abbildungen 3.14C
und F eine Dosis-Wirkungskurve fir Bupivacain erstellt (Abbildung 3.14D). Dabei ergab sich
ein ICso-Wert von 197 + 12 uM.

Vergleicht man die Wirkung von U73122 und Bupivacain, dann fallt ein deutlicher
Unterschied auf. Wahrend sich bei den Rampen von U73122 / U73343 die Strommaxima der
verschiedenen Rampen fast genau Ubereinander befinden (Abbildung 3.14A), flhrte
Bupivacain zu einer deutlichen und dosisabhangigen Rechtsverschiebung der I-V-Beziehung
(Abbildung 3.14C).

3.2.11 Untersuchung der Ca**-Abhangigkeit des U73122-Blocks am
MaxiK

Es stellt sich weiterhin die Frage, an welcher Struktur des MaxiK U73122 und U73343
angreifen. Betrachtet man das Alignment der Aminosduresequenzen von MaxiK und GIRK
(Abbildungen 3.18 und 3.19), dann fallen Gemeinsamkeiten im Bereich der Ca*'-
Bindungsstellen des MaxiK auf. Es kénnte also sein, dass U73122 mit diesen Ca**-Sensor-
Domanen interagiert.

Deshalb wurden Versuche durchgefiihrt, die die Ca*-Abhangigkeit von MaxiK-
Kanélen und die Wirkung von U73122 darauf untersuchen. Besonders interessant dabei sind
die beiden ,Extrem“-Ca**-Konzentrationen der MaxiK-Aktivierung - zum einen mit geséttigter
Ca®*-Konzentration (300 pM Ca*") in der Pipettenlésung fiir einen maximalen Effekt auf die
Aktivierung und zum anderen eine nominell Ca**-freie Pipettenlésung (BAPTA-gepuffert) fur

eine minimale Wirkung auf die Aktivierung.

Da die Kanéle in Ca*-freier Lésung erst viel spéater aktivieren, muss man deutlich héhere
Spannungen verwenden. Daher wurden bei diesen Versuchen Spannungstreppen von -80
bis +130 mV verwendet, wahrend fir die Messungen mit der hohen Ca?®*-Konzentration in
der Pipette Spannungstreppen von -80 bis +80 mV durchgefiihrt wurden. Die Abbildung
3.15A zeigt eine typische Whole-Cell-Messung mit 300 uM Ca?** in der Pipettenlésung,
wéhrend Abbildung 3.15B eine entsprechende Messung mit Ca?*-freier Pipettenldsung zeigt.
Die jeweils linken Messungen wurden unter Kontroll-Bedingungen aufgenommen.
ErwartungsgemaR war der Strom in Ca*-freier Losung deutlich kleiner, obwohl die obere
Treppe sogar bei +130mV aufgenommen wurde (Abbildung 3.15B). Durch Gabe von U73122

in den jeweils rechten Messungen nahm der Strom in beiden Versuchen deutlich ab.
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Nach Aufnahme der Spannungstreppen wurde der maximale Strom nach jedem
Spannungssprung vor und nach Gabe von U73122 bestimmt und daraus jeweils die
Leitfahigkeit mit der Gleichung

I
G - V—EK (3.1)

berechnet. Dabei ist | der jeweils abgelesene Spitzenstrom (lnax) beim Kommandopotential

V. Ex ist das Gleichgewichtspotential fur K™ unter den Messbedingungen (-88 mV).

Aus den Punkten wurde mit einer sigmoidalen (Boltzmann-) Gleichung der Form

G=G,, +—Gmax
min Vimig =V (3.2
l+e K
die Aktivierungskurve berechnet, wobei V4 die halbmaximale Aktivierung und k den Slope-
Faktor (Steigung) darstellen. G ist die maximale und G, die minimale Leitfahigkeit. G,
wurde in allen Messungen auf null gesetzt.
Um die relative Abnahme der Leitfahigkeit in den Grafiken besser sichtbar zu
machen, wurde die maximale Leitfahigkeit der Kontrollmessungen in den Abbildungen
3.15C+D auf 1,0 normiert. Anschlielend wurden die Werte fir die entsprechenden

Messungen gemittelt und in den Abbildungen 3.15C+D gegen die Spannungen aufgetragen.

Vergleicht man zunachst nur die beiden Kontrollkurven in den Abbildungen 3.15C+D, so ist
die Kurve in Ca*-freier Lésung wie erwartet deutlich nach rechts - zu positiveren Potentialen
hin - verschoben. Wahrend der Strom in 300 uM Ca?* schon bei etwa -40 mV aktiviert,
geschieht dies beim Strom in 0 pM Ca** erst bei ca. +50 mV. Dies stimmt mit den Ergbnissen
verschiedener Veroéffentlichungen Uberein, wonach eine Erniedrigung der intrazellularen
Ca®*-Konzentration die Spannungsabhéngigkeit der Strom-Aktivierung zu positiveren
Potentialen hin verschiebt (Latorre et al., 1989; Schreiber et al., 1999).

In beiden Abbildungen (Abbildungen 3.15C+D) sieht man eine deutliche Reduktion
der Leitfahigkeit durch U73122. Bei den Messungen mit Maximal-Ca®* in der Pipette
(Abbildungen 3.15A+C) reduzierte U73122 die maximale MaxiK-Leitfahigkeit von
101,7 + 15,1 nS auf 61,6 + 11,3 nS (n = 9, p < 0.0025). In Ca**-freier Lésung (Abbildungen
3.15B+D) reduzierte U73122 die Leitfahigkeit von 22,26 + 4,66 nS auf 15,05 + 1,79 nS
(n =6, p < 0.05). Diese Reduktion der maximalen Leitfahigkeit liegt sowohl bei Maximal-Ca**
in der Pipette (Reduktion um 60,6%) als auch bei Ca**-freier Lésung (Reduktion um 67,6%)

in der gleichen GrélRenordnung.
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Interessanterweise verursachte U73122 in Abbildung 3.15C auch einen signifikanten Links-
Shift von V4, und zwar von 22,8 + 6,5 mV auf 6,0 + 5,9 mV (n = 9, p < 0.05). Dieser Shift
der Strom-Aktivierung Richtung Hyperpolarisation wird noch deutlicher, wenn man beide
Aktivierungskurven auf die maximale Leitfahigkeit normiert, wie im Inset in Abbildung 3.15C

zu sehen ist.

A MaxiK 300 uM Ca** B MaxiK 0 uM Ca**
Control U73122 Control u73122

+80mVv +130mV

Imax
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Abbildung 3.15. erkung von U73122 auf den MaxiK (BK) in Abhéangigkeit von der
intrazellularen Ca*- Konzentration.

Whole-Cell-Messungen von HEK293- Zellen die transient mit der MaxiK o- Unterelnhelt transf|2|ert
waren, wurden bei zwei verschiedenen Ca** Konzentratlonen in der Pipette (300 uM ca*:n=09; ca*-
freie Pipettenlosung gepuffert mit 10 mM BAPTA (0 uM ca’ "): n = 6) vor und nach Gabe von 10 pM
U73122 aufgenommen. Die MaxiK-Strome wurden mit Spannungstreppen von -80 bis +80 mV
(Messungen mit 300 uM Ca2+) bzw. bis +130mV (Messungen mit 0 uM Ca2+) gemessen.

(A), (B) Diese Aufnahmen zeigen vier typische Messungen mit Spannungstreppen mit 300 uM ca®
(A) und mit 0 uM ca* (B) in der Pipette. Die jeweils linken Messungen sind die Kontroll-Messungen,
wahrend die jeweils rechten Messungen nach U73122-Gabe aufgenommen wurden. Die
Messprotokolle sind in den Insets dargestellt.

(C), (D) Diese beiden Diagramme zeigen die Aktivierungskurven des MaxiK vor und nach Gabe von
U73122 bei einer Ca**-Konzentration von 300 UM (C) bzw. in Ca* freier Lésung (D). Das Inset in (C)
zeigt die Aktivierungskurven bei 300 uM Ca**, normalisiert auf Gpax (N = 9).

Aus diesen Versuchen ergeben sich zwei Erkenntnisse: Zum ersten ist die hemmende
Wirkung von U73122 auch in nominell Ca*-freier Lésung in der gleichen GréRenordnung

erhalten. Dies deutet darauf hin, dass der Block durch die beiden Substanzen Ca?-
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unabhangig ist. Zum zweiten wird deutlich, dass U73122 anders als Bupivacain zu wirken
scheint. Wahrend Bupivacain den MaxiK-Strom durch einen Rechts-Shift reduzierte, also die
Strom-Aktivierung in Depolarisations-Richtung verschob (Abbildung 3.14C), war die
Hemmung des Stroms durch U73122 mit einer Linksverschiebung der Aktivierungskurve
verbunden (Abbildung 3.15C).

3.2.12 Wirkungen von U73122 und U73343 auf den MaxiK in Einzelkanal-
Messungen

Um mehr Informationen tGber den mdglichen Wirkungsmechanismus des U73122-Blocks zu
bekommen, wurden Einzelkanal-Messungen am MaxiK-Kanal durchgefiihrt. Diese
Experimente wurden in der Inside-Out-Konfiguration mit gesattigter Ca®*-Konzentration in der
internen Badldésung (300 uM) durchgefiihrt. Wie bei den Einzelkanal-Messungen am GIRK
wurden auch bei diesen Messungen die Substanzen lUber das Filament gegeben - also von
der zytosolischen Seite der Zellmembran. Dabei erwartet man keinen Unterschied in der
Wirkung im Vergleich zu den Whole-Cell-Messungen, weil U73122 und U73343 in DMSO
geldst sind und so leichter die Membran durchdringen kénnen.

Die Abbildung 3.16A zeigt zwei typische Einzelkanal-Messungen am MaxiK bei
Haltepotentialen von +20 mV und +80 mV, wéahrend die Abbildung 3.16B die
entsprechenden Messungen bei den gleichen Spannungen nach Applikation von 10 uM
U73122 darstellt. Diese Art von Experimenten ist in der |-V-Beziehung in Abbildung 3.16C
zusammengefasst. Die Offen-Wahrscheinlichkeit der Einzelkanal-Spuren ist in Abbildung
3.16D gegen die entsprechenden Spannungen aufgetragen.

Betrachtet man die Abbildungen 3.16A, C und D, dann fallen sofort drei Besonderheiten auf,
die typisch fir den nativen MaxiK auf Einzelkanalniveau sind. Der MaxiK tragt seinen Namen
wegen seiner aufergewdhnlich grofen Einzelkanalleitfahigkeit. So zeigte er unter den
verwendeten Messbedingungen bei einer Spannung von +20 mV schon eine Amplitude von
etwa 6,5 pA (Abbildungen 3.16A+C). Der GIRK dagegen erreichte selbst bei maximaler
Aktivierung (-80 mV) nur Amplituden von 2,55 pA (siehe Abschnitt 3.2.3). Die
entsprechenden Einzelkanalleitfahigkeiten betragen 81 pS beim MaxiK und 33 pS beim
GIRK. Im Vergleich zur Literatur war die hier bestimmte Leitfahigkeit des MaxiK etwas
geringer, da die Literaturwerte (100 - 250 pS) in symmetrischen K*-Konzentrationen

bestimmt wurden.
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Abbildung 3.16. Wirkungen von U73122 und U73343 auf MaxiK in Einzelkanal-Messungen.
HEK293-Zellen, die stabil mit der MaxiK o und B1-Untereinheit transfiziert waren, wurden in der
Inside-Out-Konfiguration bei verschiedenen Haltepotentialen gemessen. U73122 und U73343 wurden
in einer Konzentration von 10 uM in die Badlésung (d.h. an die zytosolische Seite des Patches)
appliziert.

(A), (B) Diese Aufnahmen zeigen typische Messungen bei einem konstanten Haltepotential von
jeweils +20 mV und +80 mV in Badlosung (A) und bei Gabe von 10 uM U73122 (B) (C: Geschlossen-
Niveau; O, O1, O2: Offen-Niveaus).

(C) Die I-V-Beziehung der Einzelkanal-Strome, aufgenommen jeweils bei einem konstanten
Haltepotential, wurde fir interne Losung (Control, n = 14), 10 uM U73122 (n = 10) und 10 pM U73343
(n =7) dargstellt.

(D) Die Offen-Wahrscheinlichkeit (NP,) wurde fir eine Zeitserie von 25 s bei verschiedenen
Haltepotentialen fiir interne Lésung (Control, n = 3), 10 uM U73122 (n = 3) und 10 uM U73343 (n = 3)
ermittelt. Die Signifikanz wurde jeweils gegen die Kontrollperiode getestet. * p < 0.05, ** p < 0.01

(E), (F) Dwell-Time-Histogramme von Messungen wie in (A) und (B) vor (control) und nach Applikation
von U73122 fir Geschlossen- (E) und Offen-Level (F). Die Berechnungen wurden fiir 25 s-Zeitserien
durchgefuhrt, die bei +20 mV aufgenommen wurden. Die Histogramme wurden mit der Gleichung 2.3
angepasst. Das beste Fit-Ergebnis ergab sich fir die Geschlossen- und die Offen-Ereignisse mit
jeweils drei Zeitkonstanten.
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Die zweite Besonderheit des MaxiK ist eine sehr hohe Offenwahrscheinlichkeit. In geséttigter
Ca®*-Konzentration (30 - 300 uM) erhielt ich Offenwahrscheinlichkeiten von iiber 90%. Die
mittlere Offenwahrscheinlichkeit (NP,) der Kontrollperiode betrug 0,95 bei +20 bzw. 0,87 bei
+80 mV (Abbildungen 3.16A, D).

Die Aufnahmen in Abbildung 3.16A und die I-V-Kurve in Abbildung 3.16C enthullen
das dritte typische Merkmal der MaxiK-Kanale. Die I-V-Beziehung der MaxiK und somit die
GroRRe des Einzelkanal-Stroms stieg zunédchst kontinuierlich an und zeigte dann ein
Maximum bei ca. +50 mV. Bei weiterer (unphysiologischer) Depolarisation nahm der
sichtbare Einzelkanal-Strom wieder ab - trotz einer hoheren treibenden Kraft fur K*. In
Abbildung 3.16A ist der Einzelkanal-Strom bei +20 und +80 mV fast gleich. Das Ergebnis ist
ein Abknicken der I-V-Beziehung ab etwa +50 mV, die sogenannte negative Kennlinie, die
man in Abbildung 3.16C erkennen kann. Dieses Abknicken der |-V-Beziehung pal3t aber
auch zu dem Verhalten der MaxiK in Whole-Cell-Messungen, in denen es ebenfalls zu einem
Abknicken der Rampen bei héheren Spannungen kam (Abbildung 3.12A). Mechanistisch
wird dieses Entkoppeln der gemessenen Stromamplitude von der treibenden Kraft (fur K*)
dem sehr schnellen Schalten (,flickering“) des Selektivitatsfilters zugeschrieben, das instabil
werden soll, wenn es nicht mehr genug K*-lonen enthalt (siehe Abschnitt 4.5; Schroeder &
Hansen, 2007; 2008).

Gab man nun U73122 bzw. U73343, dann zeigte sich, dass sie zwei deutliche Effekte auf
das normale Schaltverhalten der MaxiK-Kanéle haben. Dabei war die Wirkung von U73122
starker als die von U73343, wie man es auch nach den Whole-Cell-Messungen erwarten
konnte, in denen U73122 ebenfalls eine groRere Wirkung hatte (Abbildung 3.14B).

Erstens wurde die Offenwahrscheinlichkeit in allen getesteten Spannungen (von
-40 bis +60 mV) von U73343 und U73122 signifikant reduziert (Abbildung 3.16D). Im
Vergleich zu den Kontrollperioden reduzierten die Substanzen die Offenwahrscheinlichkeit
von etwa 90% (Kontrolle) auf 50% (U73343) bzw. sogar ca. 20% (U73122).

Der zweite Effekt, den U73122 und U73343 auf die Kanale haben, wird in Abbildung
3.16B+C deutlich. In der I-V-Beziehung wurde die offensichtliche Abnahme des Stroms bei
Potentialen Uber +50 mV zum Teil (U73343) oder vollstdndig (U73122) aufgehoben.
Vergleicht man die oberen Stromspuren in den Abbildungen 3.16A+B, die bei +80 mV in der
An- und Abwesenheit von U73122 aufgenommen wurden, dann fallt die Wirkung von
U73122 auf das Schaltverhalten besonders auf: Unter Kontrollbedingungen (Abbildung
3.16A) schien der Kanal bei hohen Potentialen in eine extrem schnelle Schaltweise
(,flickering®) zu verfallen (s. 0.) und flhrte so zu einem ausgepragten Rauschen im Offen-
Level. Dies erschwert eine eindeutige Bestimmung der Stromamplitude. U73122 dagegen

verlangsamte das Schalten insgesamt, und verhinderte so das Flickern, so dass die
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individuellen Schaltereignisse voll aufgelost werden konnten. Als Konsequenz bleibt in
Abbildung 3.16B die Rausch-Amplitude der Einzelkanal-Stréme im Geschlossen- und Offen-
Level fast gleich, und die Einzelkanal-Strome scheinen eine viel grol3ere Amplitude zu
haben. Die I-V-Kurve in Abbildung 3.16C wurde durch die U73122-Applikation im gesamten
Spannungs-Umfang linearisiert, so wie es durch die hohere treibende Kraft fir K" auch zu

erwarten gewesen ware.

Als nachstes wurden Dwell-Time-Histogramme erstellt (Abbildungen 3.16E+F), um eine
Veranderung der Zeitkonstanten des Kanalschaltens durch U73122 zu erkennen. Es wurden
jeweils Zeitreihen von 25 s bei +20 mV aufgenommen. Dabei ergaben sich jeweils drei
Zeitkonstanten fir die Offen- und Geschlossen-Level. Die Abbildung 3.17A fasst die
Zeitkonstanten aus den Abbildungen 3.16E+F zusammen. Zur besseren Darstellung wurde die
y-Achse logarithmiert.

Unter U73122 wurden die Geschlossen-Intervalle im Vergleich zur Kontroll-Periode
verlangert, d.h. die Maxima der Kurven verschieben sich nach rechts, hin zu langeren Dwell-
Times (Abbildungen 3.16E und 3.17A). Die Offen-Intervalle dagegen wurden von U73122
deutlich nach links, also zu kirzeren Intervallen hin verschoben (Abbildungen 3.16F, 3.17A). In
Abbildung 3.17A fallt auf, dass besonders die jeweils langeren Zeitkonstanten durch U73122
verandert wurden, die Geschlossen-Intervalle sind verlangert und die Offen-Intervalle verkirzt.
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Abbildung 3.17. Einzelkanal-Messungen von MaxiK-Kanéalen.

HEK293-Zellen, die stabil mit der MaxiK o und B1-Untereinheit transfiziert waren, wurden in der
Inside-Out-Konfiguration bei verschiedenen Haltepotentialen gemessen.

(A) Das Diagramm zeigt die Zeitkonstanten aus den Dwell-Time-Histrogrammen (Abbildung 3.16E+F),
jeweils vor (control) und wahrend Applikation von U73122.

(B) Die I-V-Beziehung der Einzelkanal-Stréme, aufgenommen jeweils bei einem konstanten
Haltepotential, ist dargestellt fir interne Lésung, 0,1% DMSO und 10 pM U73343 (n = 4). DMSO und
U73343 wurden nacheinander in die Badlésung appliziert.

84



3 Ergebnisse

Alle Messungen mit U73343 zeigten eine Wirkung, die in der Mitte zwischen den
Kontrollmessungen und U73122 liegt. Dies betraf sowohl die Offen-Wahrscheinlichkeit
(Abbildung 3.16D) als auch die I-V-Kurve (Abbildung 3.16C). Dies ist vereinbar mit der
hoheren 1Cs, von U73343 in den Whole-Cell-Messungen aus der Dosis-Wirkungs-Kurve in
Abbildung 3.14B.

In der I-V-Kurve scheinen die Stréme unter U73122 und U73343 ab -20 mV im Vergleich zur
Kontrolle leicht erhdht zu sein. Dies kann dem DMSO als Ldsungsmittel zugeschrieben
werden. Die Abbildung 3.17B zeigt ein entsprechendes Kontroll-Experiment, in dem eine I-V-
Kurve fir 0,1%-iges DMSO in Badlosung erstellt wurde. Dabei stimmen die Kurven von

DMSO und U73343, die nacheinander gemessen wurden, fast tberein.

3.3 Untersuchung von trunkierten MaxiK im heterologen
Expressionssystem

GIRK und MaxiK gehéren zu verschiedenen lonenkanal-Familien und sind strukturell und
funktionell sehr unterschiedlich. Trotzdem wurden beide Kanéle durch U73122 und U73343
gehemmt. Gleichzeitig waren die Substanzen auch in der Lage, zwischen eng verwandten
Kanalen einer Familie zu differenzieren. So zeigten sie keine Wirkung auf weitere Kandale der
Kir-Familie wie den ROMK (siehe Abschnitt 3.2.4) oder den IRK (siehe Abschnitt 3.2.5). Die
wahrscheinlichste Erklarung fir diese hohe Selektivitdt von U73122 und U73343 ist eine
homologe Stelle an GIRK und MaxiK, tber die die Substanzen wirken kénnen.

Um diese homologen Regionen der beiden Kandle herauszufinden, habe ich ein
Alignment ihrer Aminoséauresequenzen erstellt und mit den Sequenzen der ROMK- und IRK-
Kandle verglichen. Die Abbildung 3.18 zeigt dieses Alignment, und zwar der vier Kandle
Kirl.1, Kir2.1, Kir3.1 und MaxiK. Da gemeinsame Bereiche innerhalb der Kir-Familie
wahrscheinlich nicht der Angriffsziel von U73122 sind, wurde zuerst ein Alignment der Kir-
Familie durchgefuhrt, d.h. der Kirl.1 und der Kir2.1 wurden mit dem GIRK (Kir3.1)
verglichen. Erwartungsgemaf gibt es die besten Ubereinstimmungen im Bereich der Pore
und der beiden TM-Segmente M1 und M2. AnschlieRend wurde der GIRK mit dem MaxiK
verglichen. Auch hier gibt es Ubereinstimmungen im Bereich der Pore und der Segmente S5
und S6 (entsprechen M1 und M2 beim GIRK). Dies ist nicht verwunderlich, da diese
Bereiche in der Familie der K*-Kanale relativ konserviert sind. Erstaunlich sind allerdings die
Ubereinstimmungen im C-Terminus. Dies sind Bereiche, in denen es nur Gemeinsamkeiten
zwischen GIRK und MaxiK gibt. Die entsprechenden Bereiche sind blau und rot

gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.18. Alignment der Aminosauresequenzen von Kirl.1, Kir2.1, Kir3.1 und MaxiK
(erstellt mit der der MATCH-BOX-Software; Depiereux et al., 1997).

In diesem Fall wurden zwei verschiedene Alignments unabhangig voneinander durchgefiihrt: Zuerst
wurde ein Alignment der Kir-Familie durchgefuhrt, d.h. Kirl.1 und Kir2.1 wurden mit GIRK (Kir3.1)
verglichen. Die entsprechenden Scores stehen in der oberen Reihe. Dabei werden gleiche oder
ahnliche Aminosauren mit niedrigen Zahlen und schwéchere Ubereinstimmung mit htheren Zahlen
bewertet. Keine Zahl bedeutet keine Gemeinsamkeit. Die aneinander ausgerichteten Aminosauren
sind auflerdem klein geschrieben. AnschlieBend wurde GIRK mit MaxiK verglichen. Die
entsprechenden Scores dazu stehen in der unteren Reihe. Die jeweiligen Sekundarstruktur-Elemente
sind Uber bzw. unter den AS-Sequenzen notiert (www.uniprot.org/P63251; www.uniprot.org/Q12791).
Wichtige Bereiche fur die Kanal-Funktion oder Modulation wurden besonders markiert: Kursiv sind
jeweils die Transmembran-Segmente dargestellt und dunkelgrau ist das Poren-Motiv ,GYG* hinterlegt,
das bei allen vier Kanalen konserviert ist. Schwarz unterstrichen sind die bekannten PIP,-
Bindungsstellen bei Kir2.1 und Kir3.1, und die bisher bekannten Bindungsstellen fir die By-
Untereinheit des G-Proteins beim GIRK sind hellgrau hinterlegt (Huang et al., 1995; Slesinger et al.,
1995; Huang et al., 1997; He et al., 1999; Zhang et al., 1999; Mark & Herlitze, 2000; Xiao et al., 2003;
Du et al., 2004; Review von Logothetis et al., 2007a). Die groRten Gemeinsamkeiten im Alignment
zwischen GIRK und MaxiK wurden blau bzw. rot markiert und beziehen sich auf markierte Bereiche in
Abbildung 3.19.

Abbildung 3.19. Schematische Darstellung der Sekundarstruktur von MaxiK und GIRK
(modifiziert nach Magleby, 2003 bzw. Mark & Herlitze, 2000).

Die blauen und roten Kreise markieren die entsprechenden Sequenzhomologien aus Abbildung 3.18.
Die grunen Balken zeigen die Deletionsstellen fir die MaxiK-Mutanten an.

Diese offensichtlichen Homologien aus dem Alignment wurden anschlie@end in die
schematischen Zeichnungen der Sekundarstruktur der beiden Kanéle eingetragen
(Abbildung 3.19). Wie durch die Kreise in den gleichen Farben dargestellt, liegen die
Sequenz-Ahnlichkeiten in Bereichen, die fir die Modulation der jeweiligen Kanéle
entscheidend sind. Beim GIRK liegen sie im Bereich der Bindungsstellen von PIP, bzw. der
Bindungsstelle fir die By-Untereinheit des G-Proteins. Beim MaxiK liegen sie im Bereich der

sog. ,Regulator of Conductance for K*-“ (RCK)1 -Domane, was S7 und S8 entspricht (blauer
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3 Ergebnisse

Kreis) bzw. dem Linker zwischen RCK1 und RCK2 (zwischen S8 und S9; roter Kreis;
Abbildung 3.19).

Nach dem Alignment ist es naheliegend, die Bindungsstelle fir U73122 in den rot
bzw. blau markierten Bereichen zu suchen. Da es beim MaxiK bereits Studien Uber weit
reichende Mutationen im C-Terminus gibt, wurden im Folgenden zun&chst

Deletionsmutationen am MaxiK konstruiert und untersucht.
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Abbildung 3.20. Expressionsmuster unterschiedlicher MaxiK-Konstrukte.

Die Abbildungen A-C zeigen HEK293-Zellen unter dem konfokalen Mikroskop, die mit
Fusionsproteinen aus den verschiedenen MaxiK-Konstrukten und GFP transfiziert waren. Die
Intensitat des griinen Farbstoffs wurde entlang des roten Pfeils gemessen und in den jeweils rechten
Abbildungen gegen die Lange aufgetragen. Die blauen Pfeile markieren die Peaks der
Leuchtintensitét.

(A) HEK-Zelle, transfiziert mit einem Fusionsprotein aus der MaxiK a-Untereinheit und GFP. Die
maximale Leuchtintensitat (blaue Pfeile) erscheint im Bereich der Zellmembran.

(B) HEK-Zelle, transfiziert mit einem Fusionsprotein aus dem MaxiK-Konstrukt 1322 und GFP. Die
maximale Leuchtintensitat erscheint im Bereich der Kernmembran (blaue Pfeile), wahrend Zytoplasma
und Zellmembran weniger stark leuchten.

(C) HEK-Zelle, transfiziert mit einem Fusionsprotein aus dem MaxiK-Konstrukt 1322 + ER-Export-
Sequenz und GFP. Die maximale Leuchtintensitat erscheint im Bereich der Zellmembran.
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Fusionsprotein aus der MaxiK a-Untereinheit und GFP

Die Abbildung 3.20A zeigt eine transfizierte HEK-Zelle. Die Zelle scheint sich gerade in der
Teilungsphase zu befinden und besitzt daher zwei Zellkerne, die als schwarze Ldcher
erscheinen. Sie war transient transfiziert mit einem Fusionsprotein aus MaxiKa und dem
Floureszenzmolekul GFP (siehe Abschnitt 2.1.6), d.h. beides liegt auf einem Vektor und wird
daher gleich stark und an der gleichen Stelle exprimiert. Bei einer Aufnahme unter dem
konfokalen Mikroskop (siehe Abschnitt 2.4) fallen grin leuchtende Punkte im Inneren der
Zelle auf, wahrscheinlich im endoplasmatischen Retikulum (ER), aber auch eine deutliche
grine Linie entlang der Zellmembran (Abbildung 3.20A). Diese Linie entspricht den beiden
Peaks im rechten Diagramm in Abbildung 3.20A, die durch zwei blaue Pfeile gekennzeichnet
sind. Dabei wurde in einem Schnitt durch die Zelle (entlang des roten Pfeils) die Intensitét
des grinen Farbstoffs gemessen und gegen die Distanz aufgetragen. Der Abstand der
beiden Peaks (ca. 16 um) entspricht also dem Durchmesser der Zelle.

Diese beiden Abbildungen dienen als Vergleich mit den folgenden Mutanten.

Der MaxiK|322

Die ersten der folgenden Experimente basieren auf einer Studie von Piskorowski & Aldrich
(2002), die MaxiK-Kanalen direkt hinter S6 den gesamten C-Terminus abgeschnitten haben
(MaxiKsp3). Dabei sollen die Kanale die gleiche Ca**-Sensitivitat wie der Wildtyp behalten.
Die einzigen Unterschiede sollen in einer kirzeren Offenzeit in Einzelkanal-Messungen
bestehen, was mit einer veranderten Transitionsenergie des Offen-Zustands des Kanals
erklart wird, und einer etwas geringeren Expression, die einem unterbrochenen Trafficking
durch den fehlenden C-Terminus zugeschrieben wird (Piskorowski & Aldrich, 2002).
Piskorowski & Aldrich (2002) interpretieren ihre Ergebnisse so, dass die Ca*-
Aktivationsstelle bei den trunkierten MaxiK unveréndert ist und sich daher nicht im C-

Terminus, Ca**-Bowl oder der RCK-Domane befinden kann.

Daraufhin erschien es sehr vielversprechend, ebenfalls den gesamten C-Terminus
abzuschneiden (MaxiKs2,), in dem sich die entscheidenden Ubereinstimmungen mit dem
GIRK befinden (Abbildung 3.19). Diese Deletionskonstrukte sollten anschlieRend auf die
Wirkung von U73122 getestet werden.

Der Vektor wurde wiederum als Fusionsprotein zusammen mit GFP konstruiert, um am

konfokalen Mikroskop untersuchen zu koénnen, in welchem Bereich der Zelle sich die
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transfizierten Kanale befinden. In den konfokalen Bildern (Abbildung 3.20B) sieht man aber
einen deutlichen Unterschied zu Abbildung 3.20A. Diesmal ist das grun fluoreszierende
Protein diffus Gber das Zytoplasma verteilt mit Maxima in der Kernmembran (blaue Pfeile),
wahrend in der Zellmembran keine Anreicherung zu erkennen ist.

Die elektrophysiologischen Messungen bestatigten dieses Ergebnis. Um die
elektrophysiologischen Eigenschaften eines mutierten MaxiK zu untersuchen, eignen sich
v. a. Rampenprotokolle, da man damit z.B. feststellen kann, ob der Kanal seine auswarts-
gleichrichtenden Eigenschaften behalten hat. Die Abbildung 3.21A zeigt Messungen an
verschiedenen nativen HEK-Zellen mit Rampenprotokollen von -100 bis +100 mV im
Gegensatz zu einer HEK-Zelle, die mit dem MaxiKa-Kanal transfiziert war. Native HEK
hatten einen sehr schwach auswarts-gleichrichtende Stromverlauf mit maximalen Werten
von £200 pA bei -100 bzw. +100 mV im Gegensatz zum MaxiK, der einen stark auswarts-
gleichrichtenden Strom mit maximalen Werten von Uber 4000 pA bei +100 mV zeigte
(Abbildung 3.21A). Die Abbildung 3.21B dagegen zeigt den Stromverlauf von HEK-Zellen,
die mit MaxiK s, transfiziert waren, wieder im Vergleich zu einer beispielhaften Messung vom
MaxiKyiayp. Auch diese Messungen zeigten genau wie die nicht-transfizierten HEK-Zellen
deutlich kleinere Stromwerte als der native MaxiK mit nur minimalen auswarts-
gleichrichtenden Eigenschaften.

Zusammen mit den konfokalen Bildern ist die nachstliegende Erklarung dafir, dass
die Kanale nicht bis in die Zellmembran gelangt, sondern in Kernmembran und

Zellorganellen verblieben sind (Kwon & Guggino, 2004).

Der MaxiK 32, + ER-Export-Sequenz

Neben den biophysikalischen Eigenschaften eines Kanals ist auch die Zahl der Kanale, die
von der Zelle exprimiert wird, entscheidend (Kwon & Guggino, 2004). Mit grol3er
Wahrscheinlichkeit ist das endoplasmatische Retikulum (ER) - obwohl es sich sehr frih im
biosynthetischen Sekretionsweg befindet - der bestimmende Faktor fiir die Menge an
Protein, die die Plasmamembran erreicht (Ellgaard et al., 1999).

Der MaxiK 3,2, dem der gesamte C-Terminus fehlt, war anscheinend nicht in der Lage,
das ER zu verlassen, um in die Zellmembran zu gelangen. Der Grund dafur kdnnte
madglicherweise sein, dass die Sequenz, die fir den Export des Kanals aus dem ER
verantwortlich ist, zusammen mit dem C-Terminus abgeschnitten wurde. Kwon & Guggino
(2004) haben eine entsprechende ER-Export-Sequenz fir den MaxiK identifiziert, und zwar
die Reste 1105 - 1110 (= ,DLIFCL®), die sich sehr weit am C-terminalen Ende des

Kanalproteins befinden (Abbildung 3.19). Diese Sequenz wird wahrscheinlich von Qualitats-
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Kontroll-Mechanismen des ER erkannt - als finale Uberpriifung des Proteinstatus, bevor das
Protein zum Golgi-Apparat gelangt. Eine Deletion dieser Region soll den MaxiK im ER
zuriickhalten (Kwon & Guggino, 2004).

Der nachste Schritt bestand daher darin, an das Ende des deletierten Kanals die

Export-Sequenz ,DLIFCL" anzuhangen.

A native HEK _ B MaX|KI322
2 < .
40004 = MaxiK 40004 = MaxiK
MK~ 2000 MK 20001
5K 5K*
native MaxiK
i HEK 9 1322
4100 -50 0 50 100 4100 -50 0 50 100
V (mV) V (mV)
C MaxiK ., + ER-Export D MaxiK .., + ER-Export
I " MaxiK =
5000{ & =
| 500-
//"-5000-
yd — control
Vs —TEA
/ 10000 W
Ba™
/ 15000 ol —— ChTX
100 -50 0 50 100 100 -50 0 50 100
V (mV) V (mV)

Abbildung 3.21. Messungen von verschiedenen MaxiK-Konstrukten.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an nativen HEK293-Zellen (A) und an HEK-Zellen durchgefihrt,
die mit MaxiKa (rot in A, B, C), MaxiK sy, (B) bzw. MaxiK s,, + ER-Export-Sequenz (C+D) transfiziert
waren. Es wurden jeweils Spannungsrampen von -100 bis +10 mV (20 mV/s) erzeugt.

(A) Diese Aufnahme zeigt Messungen mit Rampen-Protokollen an nativen HEK-Zellen (schwarz) im
Vergleich mit dem Strom einer Zelle, die mit dem MaxiKa-Kanal transfiziert war (rot).

(B) In dieser Abbildung werden die Rampen vom MaxiKs,, im Vergleich mit der Rampe des nativen
MaxiKa. (rot) dargestellt (n = 12)

(C) Der MaxiK 3, wurde zusammen mit der ER-Export-Sequenz (,DLIFCL®) in HEK-Zellen exprimiert.
Seine Rampen sind im Vergleich mit der Rampe des nativen MaxiK (rot) dargestellt (n = 15).

(D) Diese Aufnahmen zeigen die Wirkungen von 10 mM TEA, 2 mM Ba®* und 1 KM Charybdotoxin auf
den MaxiK|zz,.

Die Abbildung 3.20C zeigt die entsprechenden konfokalen Bilder. Tats&chlich ist das grin
fluoreszierende Protein deutlich mehr in der Zellmembran vorhanden, wie auch die

Auswertung der Intensitditsmaxima beim Schnitt durch die Zelle beweist. Neben einer
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grofReren Menge von GFP im Zytoplasma befindet sich diesmal eine deutliche Ansammlung
auch in der Zellmembran (blaue Pfeile).

AnschlieBend wurden die Zellen elektrophysiologisch untersucht. Die Abbildung
3.21C zeigt entsprechende Messungen mit Rampenprotokollen von -100 bis +100 mV. Auf
den ersten Blick fallt auf, dass die Stréme deutlich gro3er sind als beim reinen MaxiK |z,
(Abbildung 3.21B). Allerdings scheint die Expression sehr unterschiedlich zu sein, da einige
Zellen Strome bis 10 nA bei +100 mV zeigten, wahrend viele Zellen nur Stréme bis
hdchstens 2 nA hatten. Die Export-Sequenz schien also tatsachlich dafiir zu sorgen, dass
die deletierten Kandle in die Zellmembran gelangten. Aber wie sieht der Vergleich des
MaxiKis2» + ER-Export-Sequenz mit dem nativen MaxiK (rot) aus? Die Mutation zeigte
variable Stréme, aber keinen deutlich auswarts-gleichrichtenden Strom, der fir den MaxiK
typisch ist. Eine Deletion des gesamten C-Terminus muss also doch groRe Veranderungen
der biophysikalischen Eigenschaften des Kanals bewirken.

Gibt man die typischen Blocker von K*-Kanalen, so fallt ein weiterer Unterschied zum
MaxiK auf. Die Abbildung 3.21D zeigt die Messungen an einer Zelle, die mit dem MaxiK sy, +
ER-Export-Sequenz transfiziert wurde. In Rampenprotokollen zeigte die Gabe von 10 mM
TEA keine Wirkung auf den Kanal, wahrend TEA den Strom eines nativen MaxiK komplett
blockierte (Abbildung 3.12). TEA wirkt als Porenblocker am MaxiK, und obwohl die
Porenregion bei der Mutation nicht verandert wurde, scheinen fir die Wirkung weitere
Bereiche im C-Terminus erforderlich zu sein. 2 mM Ba®** war dagegen in der Lage, den
Strom des mutierten Kanals um etwa 50% zu reduzieren. Ba®" ist allerdings ein sehr
unspezifischer Porenblocker von fast allen K*-Kanalen und deutlich kleiner als TEA. Aus
diesem Grund konnten C-terminale Bereiche weniger wichtig fur seine Wirkung sein.
Charybdotoxin blockiert v. a. IK und MaxiK. Es schien den mutierten Kanal auch zu hemmen,

allerdings weniger stark als Ba*".

Der MaxiK;z» + ER-Export-Sequenz hatte in elektrophysiologischen Messungen keine
Ahnlichkeit mit dem nativen MaxiK. Es fehlten die typischen gleichrichtenden Eigenschaften
und die Sensitivitat gegentiber MaxiK-Blockern. Ein derartig mutierter Kanal kann daher
keinen AufschluR Uber den Mechanismus geben, der zu der blockierenden Wirkung von
U73122 fihrt.

Der MaxiK 35 + ER-Export-Sequenz

Da der MaxiK3, offensichtlich nicht funktionell war, sollte fir die nachsten Versuche der

MaxiK etwas weiter distal Richtung C-Terminus deletiert werden, und zwar an Position L360.
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Wieder wurde die ER-Export-Sequenz angehangt. Da mit dem MaxiK3;,; + ER-Export-
Sequenz in konfokalen Bildern (Abbildung 3.20C) bewiesen werden konnte, dass die Kanéle
in die Zellmembran gelangen, kann man annehmen, dass dies auch fir den MaxiK 350 + ER-
Export-Sequenz gilt.

Die Messungen mit Rampenprotokollen in Abbildung 3.22A zeigen wieder ein ganz
unterschiedliches Strommuster. Nicht nur die Stromgrof3e ist bei den verschiedenen Zellen
sehr unterschiedlich, sondern auch der Stromverlauf. Einen deutlichen auswarts-
gleichrichtenden Strom wie der native MaxiK (rot) zeigte aber keine Zelle. Die Abbildung
3.22B zeigt eine typische Messung von diesen Kanalen. Wahrend Ba?** den Strom wieder um
etwa 50% reduzierte, zeigte U73122 keine Wirkung auf den Kanal. Allerdings hat dies keine
besondere Aussagekraft bezogen auf den Wirkort der Substanz, da der MaxiK ss keine

MaxiK-typischen Eigenschaften aufwies.

MaxiK-Core (MaxiKgs7e) + Tail (MaxiKss77-11113)-Konstrukte

Schreiber et al. (1999) haben den MaxiK nach seiner Sequenz in drei verschiedene
Regionen eingeteilt (siehe Abschnitt 1.2.4): Erstens die sog. ,Core-“ (= Kern-) Region, die
den Spannungs-aktivierten K*-Kanalen wie dem Shaker dhnelt und daher den Spannungs-
Sensor kontrolliert. Sie enthalt die hydrophoben Segmente SO - S8. Als zweites den nicht-
konservierten Linker und als drittes die C-terminale ,Tail-“ Region, die die Segmente
S9 - S10 einschlieRt und den Ca**-Sensor kontrolliert (Wei et al., 1994; Meera et al., 1997;
Schreiber et al., 1999). Die Core- und Tail-Regionen sind in den verschiedenen Spezies
hoch konserviert, wahrend der Linker sowohl in der Sequenz als auch in der Lange sehr
variabel ist.

Verschiedene Autoren berichten, dass man die Core- und Tail-Region des mSlo
trennen und anschliel3end in Oozyten co-exprimieren kann, wo diese dann assoziieren und
funktionelle MaxiK-Kanale bilden, die nicht vom Wildtyp zu unterscheiden sein sollen
(Wei et al., 1994; Meera et al., 1997; Schmalhofer et al., 2005). Wird die Core- oder die Tail-
Region dagegen alleine exprimiert, so sollen sie keine funktionellen Kanale bilden (Wei et al.,
1994).

In den folgenden Versuchen wurden zuerst die Core- und die Tail-Region jeweils getrennt
exprimiert (Abbildung 3.22C+D). Da die beiden Regionen, die Gemeinsamkeiten mit dem
GIRK aufweisen, in der Core-Region (v. a. S7 - S8) und im Bereich des Linkers liegen
(Abbildung 3.19), bestand das Slo1-Core-Konstrukt in diesen Versuchen aus den ersten zwei

Dritteln des Kanals und endete am C-terminalen Ende von S8 (MaxiKgs7e). Im Gegensatz zu
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Wei et al. (1994), dessen Tail-Konstrukt erst N-Terminal von S9 beginnt, begann das in
dieser Arbeit verwendete Tail-Konstrukt schon C-Terminal von S8 (S577) und schloss den

Linker mit ein (MaxiKss77-L1113)-
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Abbildung 3.22. Messungen an verschiedenen MaxiK-Konstrukten.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK-Zellen durchgefiihrt, die mit MaxiKa (rot in A, C - E),
MaxiK sgo+ER-Export-Sequenz (A+B), MaxiK-Core- (MaxiKgszs; C+E) bzw. MaxiK-Tail-Konstrukt
(MaxiKss77.11113; D+E) transfiziert waren. Es wurden jeweils Spannungsrampen von -100 bis +100 mV
(20 mV/s) erzeugt.

(A) Der MaxiK 3s0 wurde zusammen mit der ER-Export-Sequenz (DLIFCL) in HEK-Zellen exprimiert
und die Rampen mit dem nativen MaxiK (rot) verglichen (n = 26).

(B) Diese Aufnahmen zeigen die Wirkungen von 10 pM U73122 und 2 mM Ba®* auf den MaxiK g0 +
ER-Export-Sequenz.

(©), (D), (E) Diese Aufnahmen zeigen Messungen mit Rampen-Protokollen an HEK-Zellen, die mit
dem MaxiK-Core- (MaxiKgs7s; C) bzw. MaxiK-Tail-Konstrukt (MaxiKss77.11113; D) transfiziert waren. In
Abbildung E wurden beide Konstrukte gemeinsam exprimiert. Die Stréme wurden jeweils mit einer
Rampe des nativen MaxiK (rot) verglichen (Core n = 11, Tail n = 4, Core+Tail n = 10).
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Wie schon in der Literatur beschrieben (Wei et al., 1994), erhielt man - genau wie bei den
Versuchen zuvor - Kanéle, die in StromgréRe und Stromverlauf deutlich vom nativen MaxiK

unterscheidbar sind.

Als nachstes wurden die beiden Regionen zusammen exprimiert (Abbildung 3.22E). Aber
auch hier zeigte keine Zelle einen deutlichen auswarts-gleichrichtenden Strom, der dem
MaxiK ahnelt.

Dies kann zwei Grinde haben. Erstens haben die Arbeitsgruppen, die die Core- und
Tail-Region co-exprimiert haben (Meera et al., 1997; Schreiber et al., 1999; Schmalhofer et
al., 2005), die Trennung zwischen den zwei Regionen deutlich weiter distal - innerhalb des
Linkers zwischen S8 und S9 - gelegt (652, 687 bzw. 675). Diese Stelle ist allerdings fir
meine Versuche uninteressant, da dann die beiden zum GIRK homologen Regionen in der
Core-Region liegen und sich nicht auf zwei getrennten Konstrukten befinden.

Ein zweiter moglicher Grund fir die unterschiedlichen Ergebnisse kénnte darin
bestehen, dass die beiden Regionen nur einen funktionellen MaxiK bilden, wenn sie in
Oozyten exprimiert werden, die Wei et al. (1994) und Meera et al. (1997) verwendet haben,
nicht aber in HEK-Zellen wie in diesen Versuchen.

3.4 Untersuchung von mutierten IRK- und GIRK-Kanalen im
heterologen Expressionssystem

3.4.1 Untersuchung des Kir2.1(L222l)

IRK (Kir2.1) und ROMK (Kirl.1) sind eng mit GIRK (Kir3.1/3.2) verwandt. Trotzdem
blocktierten U73122 und U73343 nur GIRK und zeigten keine Wirkung auf IRK oder ROMK
(siehe Abschnitte 3.2.4 und 3.2.5). Diese auffallig unterschiedliche Wirkung konnte evtl. auf
eine Interaktion von U71322 mit der PIP,-Bindungsstelle hindeuten - wie urspriinglich von
Cho et al. (2001) vorgeschlagen.

Um die unterschiedliche Wirkung von U73122 auf die Kanéle zu erklaren, kénnte man
sich vorstellen, dass U73122 sowohl beim ROMK als auch beim IRK nicht in der Lage ist,
PIP, zu verdrédngen, weil beide Kandle eine sehr hohe Affinitdt fur PIP, haben (siehe
Abschnitt 1.2.1). Im Gegensatz dazu kénnte U73122 PIP, am GIRK, der eine niedrige PIP,-

Affinitat hat, ersetzen, wodurch der Strom abnehmen wirde.

Um zu untersuchen, ob U73122 tatsachlich auf diese Art wirkt, wurden in dieser Arbeit als
nachstes mutierte IRK- (Kir2.1-) und GIRK- (Kir3.1/3.2-) Kanéle mit inversen PIP,-Affinitaten

untersucht.
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Mehrere Veroffentlichungen der letzten Jahre berichten, dass eine Punktmutation die Affinitat
fur PIP, deutlich verandern kann (Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2001a). Zhang et al. (1999)
haben als erste im proximalen C-Terminus Aminosauren gefunden, die fur die verschiedenen
PIP,-Sensitivitaten innerhalb der Kir-Familie verantwortlich sein sollen. Mutiert man beim
IRK1 an Position 222 Leucin zu Isoleucin, so wird die normalerweise starke PIP,-Bindung
gelockert (Kir2.1(L222l); Zhang et al., 1999; Du et al., 2004).
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Abbildung 3.23. Wirkung von U73122, U73343 und m-3M3FBS auf Kir2.1ygyp- und Kir2.1(L222l)-
Kanéle.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die mit Kir2.1yigyp (A, C) bzw. Kir2.1(L2221)
(B, D) transfiziert waren, bei einem konstanten Haltepotential von -70 mV durchgeflhrt.

(A), (B) Diese Aufnahmen zeigen Messungen an einem nativen Kir2.1ygyp (A) und am Kir2.1(L2221)
(B). Es wurden der PLC-Aktivator m-3M3FBS (50 uM) und als Kontrolle 2 mM Ba*" in die Badlésung
appliziert (n = 6). Das Inset in (B) zeigt ein Histogramm, das die Hemmung des maximalen Stroms
durch m-3M3FBS (n = 3) zusammenfasst. ** p < 0.01

(C), (D) Es wurden Messungen an einem nativen Kir2.1,iq4yp (C, identisch mit Abb. 3.9A) und am
Kir2.1(L222l) (D) durchgefiihrt. 10 uM U73343, 10 uM U73122 und als Kontrolle 2 mM Ba®* wurden in
die Badlosung appliziert (Kir2.lyigyp: U73122 n = 7, U73343 n = 14; Kir2.1(L222l): U73122 n = 5,
U73343 n =4).

Die Abbildungen 3.23A-D zeigen Messungen an HEK-Zellen, die transient mit dem
Kir2.1uigyp (Abbildungen 3.23A+C) bzw. mit dem mutierten Kir2.1(L2221) (Abbildungen
3.23B+D) transfiziert waren. Um zu udberprifen, ob die IRK-Mutante tatséachlich eine

niedrigere PIP,-Affinitat als der Kir2.1luiaye hat, wurde die Wirkung des PLC-Aktivators
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m-3M3FBS (2,4,6-Trimethyl-N-(m-3-trifluoromethylphenyl) benzenesulfonamide; Bae et al.,
2003) auf die Strome von Kir2.1yiqyp und Kir2.1(L222I) verglichen. m-3M3FBS wurde von
Bae et al. (2003) in einer groRen Screening-Studie in humanen Neutrophilen entdeckt. Es
aktiviert die PLCs verschiedener Klassen (wie B, y oder d) in vitro ohne Isoform-Spezifitat.

Dabei war es die erste Substanz, die die PLC direkt und nicht tber die G4-Einheit aktiviert.

Da PIP, sehr fest an den nativen IRK gebunden ist, dirfte der PLC-Aktivator den Kanal nicht
hemmen. Genau dieses Ergebnis zeigt Abbildung 3.23A. Es wurden 50 uM m-3M3FBS
appliziert, wodurch es zu keiner Stromreduktion kam. Die gleiche Messung wurde nun an
einer HEK-Zelle durchgefiuhrt, die mit dem mutierten Kir2.1(L222l) transfiziert war. Gab man
hier 50 uM m-3M3FBS, so reduzierte sich der Strom ca. um die Halfte (Abbildung 3.23B). In
dieser Messung kann man gut die Charakteristika der Stromhemmung durch den PLC-
Aktivator m-3M3FBS erkennen: Zum einen benétigte die Stromreduktion deutlich langer als
z.B. durch Ba*" oder U73122. In dieser Messung dauerte es etwa 100 s bis zur vollstandigen
Wirkung. Zum anderen war der Zeitverlauf der Stromreduktion nicht gleichmafig. Etwas
Ahnliches haben auch Horowitz et al. (2005) beschrieben. Sie haben festgestellt, dass
m-3M3FBS tatsachlich die PLC aktiviert, allerdings mit einer Verzogerung und einem
irregularen Zeitverlauf (Horowitz et al., 2005). In einigen Experimenten stoppt die
Stromreduktion pl6tzlich, um nach einiger Zeit wieder neu zu beginnen.

Das Inset in Abbildung 3.23B zeigt eine Auswertung dieser Messungen. Wahrend
m-3M3FBS auf die nativen Kir2.1 keine Wirkung zeigte, reduzierte es den Strom der
Kir2.1(L222l) im Durchschnitt um 46,5+ 5,2 % (n = 6, p < 0.02).

Im Gegensatz dazu blieben U73122 und U73343 ohne Wirkung auf die mutierten
Kir2.1(L222l) (Abbildung 3.23D). Offensichtlich wirken U73122 und U73343 beim Kir2.1 nicht

Uber diese PIP,-Bindungsstelle.

3.4.2 Wirkung des PLC-Aktivators m-3M3FBS auf GIRK und MaxiK

Horowitz et al. (2005) haben vorgeschlagen, dass die Stromreduktion, die U73122
verursacht, unter bestimmten Bedingungen durch eine schwache Aktivierung der PLC (ca.
3 - 4%) verursacht sein konnte. Durch diese PLC-Aktivierung werden die PIP,-Level in der

Membran erniedrigt, wodurch es dann zu der Reduktion des Stroms kommt.

Wenn U73122 tatsachlich als partieller PLC-Aktivator wirkt, dann musste seine Wirkung mit

der eines anderen PLC-Aktivators vergleichbar sein. Deshalb wurde als nachstes die
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Wirkung des PLC-Aktivators m-3M3FBS (siehe Abschnitt 3.4.1) auf den GIRK untersucht.
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Abbildung 3.24. Wirkung des PLC-Aktivators m-3M3FBS auf GIRK- (Kir3.1/3.2) und MaxiK-
Kanéle.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die mit Kir3.1/3.2 und dem 5HT5-Rezeptor (A,
B) bzw. der MaxiK a-Untereinheit (C) transfiziert waren, durchgefihrt.

(A) Diese Aufnahme zeigt eine Messung von GIRK bei konstantem Haltepotential von -70 mV. Nach
Aktivierung der GIRK-Strome durch 20 uM Serotonin wurden 50 pM m-3M3FBS und als Kontrolle
2 mM Ba®" appliziert (n = 5).

(B) Diese Grafik zeigt zwei typische Messungen, die zum besseren Vergleich auf Ausgangs- und
Endstrom normiert wurden. Dabei werden die unterschiedlichen Zeitverlaufe der Stromreduktion durch
U73122 und m-3M3FBS verglichen (n = 5).

(C) Diese Aufnahme zeigt eine Messung von MaxiK bei einem konstanten Haltepotential von 50 mV.
Es wurden 50 pM m-3M3FBS und als Kontrolle 10 mM TEA appliziert (n = 7).

Die Abbildung 3.24A zeigt eine typische Whole-Ccell-Messung von HEK-Zellen, die transient
mit dem Kir3.1/3.2 und dem 5HT4-Rezeptor transfiziert waren. Nach Aktivierung durch
Serotonin wurden 50 uM m-3M3FBS appliziert. Der Strom nahm um ca. 85% ab. Dieses
Ergebnis konnte durchaus erwartet werden, weil GIRK eine vergleichbar niedrige Affinitat fur
PIP, haben (siehe Abschnitte 1.2.1 und 3.4.1). Durch die Aktivierung der PLC durch

m-3M3FBS wird PIP, vermindert, und der Strom nimmt ab.
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Allerdings gab es einen deutlichen Unterschied zwischen dem Block durch U73122 und dem
Block durch m-3M3FBS. In Abbildung 3.24B sind die Zeitverlaufe von zwei typischen
Messungen dargestellt, zum einen die blockierende Wirkung von U73122 und zum anderen
von m-3M3FBS - beide zum besseren Vergleich auf Ausgangs- und Endstrom normiert.
Dabei erkennt man, dass die Stromreduktion durch m-3M3FBS deutlich langer dauert als
durch U73122. Die Zeitkonstante des m-3M3FBS-Blockes war etwa 10-fach langsamer. Die
deutlich schnellere Kinetik von U73122 macht einen GIRK-Block durch PLC-Aktivierung
unwahrscheinlich und deutet eher auf eine direkte Wirkung hin (vergleiche mit Horowitz et
al., 2005).

Die PLC kann uber die Bildung von IP; regulatorische Effekte auf die Ca®*-Konzentration in
der Zelle ausiiben, wobei das Ca?" wiederum Wirkung auf die Aktivitdt des MaxiK hat. Da
U73122 den MaxiK starker hemmt als U73343 sollte ausgeschlossen werden, dass dies
einer allmahlichen Erschopfung der PIP,-Level durch Aktivierung der PLC zuzuschreiben ist.
Deshalb wurde als néachstes die Wirkung des PLC-Aktivators m-3M3FBS auf den MaxiK
getestet. Dabei kdnnen Effekte iiber den Ca*-Signalweg ausgeschlossen werden, da bei
Whole-Cell-Messungen die intrazellulare Ca**-Konzentration mit der Pipettenldsung fixiert ist.
Die Abbildung 3.24C zeigt eine typische Messung an HEK-Zellen, die mit dem MaxiK
transfiziert waren. Unter diesen Bedingungen verursachte 50 pM m-3M3FBS keine
wahrnehmbare Stromreduktion.

Unter diesen Messbedingungen scheinen PLC und PIP; keine Rolle in der Regulation
der MaxiK-Kanéle zu spielen. Zusammen mit der Ca**-Pufferung scheint auch eine Wirkung

von U73122 ber die PLC-abhéngige Kaskade eher unwahrscheinlich.

3.4.3 Untersuchung des Kir3.1/3.2(1232L)

Um - entsprechend den vorherigen Versuchen - die PIP,-Affinitdt des GIRK zu erhéhen,
wurde beim Kir3.2 das Isoleucin an Position 232 gegen Leucin ausgetauscht und
anschlieBend der mutierte Kanal zusammen mit dem Kir3.1yiqy, und dem Serotonin-
Rezeptor transient transfiziert.

Diese Punktmutation soll die normalerweise lockere PIP,-Bindung des GIRK
verstarken, so dass PIP, alleine ausreicht, um den Kanal zu aktivieren (Zhang et al., 1999;
Zhou et al., 2001a; Du et al., 2004). Dadurch sollte der GIRK also starker konstitutiv aktiv
sein. Aus diesem Grund ist der Serotonin-Rezeptor eigentlich nicht mehr notig, weil der
Kanal schon ohne Aktivierung tber den G-Protein-gekoppelten Rezeptor aktiv sein soll.

Trotzdem wurde er als Kontrolle mit transfiziert.
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Abbildung 3.25. Wirkung von m-3M3FBS, U73122, U73343 und Bupivacain auf den
Kir3.1/3.2(1232L)-Kanal.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die mit dem Kir3.1/3.2(1232L) transfiziert
waren, bei einem konstanten Haltepotential von -70 mV durchgefuhrt.

(A), (B), (C) Nach Aktivierung des Kanals durch 20 pM Serotonin wurden der PLC-Aktivator
m-3M3FBS (50 uM) (A), U73343 und U73122 (jeweils 10 uM; B) bzw. Bupivacain (1000 uM; C) in die
Badlésung appliziert. Als Kontrolle wurden jeweils 2 mM Ba®* gegeben. Das Inset in (A) zeigt ein
Histogramm, das die Wirkung von 50 puM m-3M3FBS auf den maximalen Strom nach Aktivierung
durch Serotonin von Kir3.1/3.2 und Kir3.1/3.2(1232L) zusammenfasst (n = 5).

(D) Dieses Histogramm zeigt eine Zusammenfassung von Messungen wie in (C). Am nativen
Kir3.1/3.2, Kir3.1/3.2(1232L) und Kir3.1/3.2xin1.pp (Siehe Abschnitt 3.4.4) wird die Wirkung von
1000 uM Bupivacain, normalisiert auf den Strom nach Aktivierung durch Serotonin, dargestellt. Die
Anzahl der Messungen ist jeweils unter den Balken angegeben.

Die Abbildungen 3.25A-C zeigen typische Messungen von HEK-Zellen, transfiziert mit dem
mutierten Kir3.2(1232L), zusammen mit Kir3.1iqyp, Und dem 5HT;4-Rezeptor. In Abbildung
3.25A sieht man den Effekt des PLC-Aktivators m-3M3FBS (50 uM). Durch die festere PIP,-
Bindung des mutierten GIRK sollte der PLC-Aktivator eine geringere Wirkung haben als auf
den GIRKigyp. Allerdings wurden beide Kanale im gleichen Maf3 blockiert (Abbildung 3.24A,
3.25A), wie auch die Auswertung im Inset in Abbildung 3.25A bestatigt. Dies wirft die Frage
auf, ob die Punktmutation alleine ausreicht, um die Affinitat von PIP, am GIRK entscheidend
zu verandern. Dieser Verdacht wird bestatigt durch die Serotonin-Antwort, die ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied zeigt (Abbildung 3.26B).

Vergleicht man die Wirkung von U73122 bzw. U73343 auf den GIRKigy, Und den
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Kir3.1/3.2(1232L), so lasst sich ebenfalls kein Unterschied in der Wirkung feststellen
(Abbildung 3.25B, 3.26C). Angesichts der fraglichen Anderung der PIP,-Affinitat ist die
Aussagekraft dieses Versuchs allerdings erheblich eingeschrankt.

Zhou et al. (2001a) haben die Wirkung von Bupivacain auf den GIRK untersucht. Dies ist
interessant, weil das Lokalandsthetikum Bupivacain als einzige Substanz die gleiche
Selektivitat hinsichtlich der Blockade von ROMK, IRK, GIRK und MaxiK besitzt wie U73122
(siehe Abschnitt 3.2.10). Dabei berichten Zhou et al. (2001a), dass mutierte GIRK, die die
hohe PIP,-Affinitat des IRK besitzen, deutlich weniger durch Bupivacain gehemmt werden,
weil das Lokalanasthetikum Uber eine Antagonisierung der PIP,-GIRK-Interaktion wirken soll.

Um dies zu Uberprifen wurde der Kir3.1/3.2(1232L) auf die Wirkung von Bupivacain
getestet (Abbildung 3.25C). Allerdings war in diesen Messungen kein signifikanter
Unterschied zu der Wirkung am GIRKqy, festzustellen (Abbildung 3.25C+D), so dass sich
unter meinen Messbedingungen die Ergebnisse von Zhou et al. (2001a) nicht reproduzieren
lieBen. Dabei ist zu berlicksichtigen, dass - wie oben ausgefiihrt - bereits die Voraussetzung,

namlich eine erhohte PIP,-Affinitat, nicht gegeben war.

3.4.4 Untersuchung des Kir3.1/3.2xi2.1.pip

Im Gegensatz zu Zhang et al. (1999), die beschrieben haben, dass der Austausch einer
Aminosaure (Kir3.1/3.2(1232L)) die PIP,-Bindung am GIRK genauso verstarkt wie der
Austausch der gesamten PIP,-Bindungs-Sequenz, haben Zhou et al. (2001a) festgestellt,
dass die PIP,-Affinitdt beim Austausch der gesamten PIP,-Doméne deutlich hdher ist als bei

der Punktmutation.

Da die Punktmutation beim GIRK (Kir3.1/3.2(1232L)) in dieser Arbeit offensichtlich keine
Veranderung der Wirkungen von Serotonin, m-3M3FBS, Bupivacain, U73122 und U73343
bewirkt hat (siehe Abschnitt 3.4.3), sollte als nachstes die Chimare konstruiert werden, die
Zhou et al. (2001a) verwendet haben, um die PIP,-Affinitéat noch weiter zu erhéhen.

Es wurde eine Chimare aus Kir3.1 bzw. Kir3.2 und Kir2.1 konstruiert, bei der im GIRK
die Sequenz, die fur die PIP,-Bindung mafigeblich ist (39 Aminosauren, Kir3.1 (G207-L246),
Kir3.2 (G216-L255); Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2001a) gegen die homologe Sequenz
des IRK1 (K207-L245) ausgetauscht wurde, um GIRK-Kanale mit einer hohen PIP,-Affinitat

zu bilden.
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Abbildung 3.26. Wirkung von m-3M3FBS, U73122 und U73343 auf die Kir3.1/3.2xi2.1.pip-
Chimaére.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die mit Kir3.1/3.2i..1.pip transfiziert waren, bei
einem konstanten Haltepotential von -70 mV durchgefuhrt.

(A) Nach Gabe von 20 puM Serotonin wurden 10 uM U73343 in die Badlésung appliziert. Als Kontrolle
wurde 2 mM Ba®* gegeben.

(B), (C) Die Histogramme zeigen eine Zusammenfassung von Messungen wie in (A) fur verschiedene
GIRK-Kanédle. Am nativen Kir3.1/3.2, Kir3.1/3.2(1232L) und Kir3.1/3.2¢i».1.pip (Siehe Abschnitt 3.4.3)
wurde die Wirkung von 20 puM Serotonin (B) und 10 uM U73122 und U73343 (C) dargestellt. Das
Histogramm in (B) ist normalisiert auf den Ausgangsstrom |y, das Histogramm in (C) auf den Strom
nach Aktivierung durch Serotonin. Die Anzahl der Messungen ist jeweils Uber bzw. unter den Balken
angegeben. * p < 0.05

Die Abbildung 3.26A zeigt eine typische Messung am Kir3.1/3.2xi..1.pp. Das Schema rechts
oben stellt den Aufbau des gemessenen Kanals dar, wobei der Anteil des Kir2.1 grau
markiert ist. Die Punktmutation beim GIRK reichte unter meinen Messbedingungen nicht, um
die PIP,-Bindung zu festigen (siehe Abschnitt 3.4.3). Deshalb war die Serotonin-Antwort
genauso grof3 wie beim GIRKqy, (Abbildung 3.26B). Die Chimare in Abbildung 3.26A zeigt
dagegen grofRe Basalstrome, die durch Serotonin kaum erhoht werden konnten. Dies
bestatigt auch die Auswertung in Abbildung 3.26B. Danach ist durch Serotonin nur eine
minimale Stromerhéhung im Vergleich zum Ausgangsstrom |, mdglich. Das spricht dafiir,
dass die Chiméare dank einer erhdhten PIP,-Bindungs-Affinitdt eine deutlich erhéhte

konstitutive Kanalaktivitat besitzt.
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Trotzdem zeigten U73122 und U73343 die gleiche Wirkung wie auf den GIRKqy, und die
Punktmutation (Abbildung 3.26A+E). Diese Daten lassen darauf schliel3en, dass U73122 und
U73343 das Schaltverhalten nicht durch eine Interaktion mit der PIP,-Bindungsstelle
beeinflusst haben.

3.4.5 Untersuchung des Kir3.1g43; und der Chimaren Kir3-Kir2.1 und
Kir2.1-Kir3

Die bisherigen Mutationen konnten sowohl am MaxiK als auch am GIRK keinen Aufschluss
darliber geben, an welcher Stelle U73122 / U73343 angreifen. Wahrscheinlich interferieren
sie mit dem C-Terminus, aber nicht mit der PIP,-Bindungsstelle (siehe Abschnitt 3.4.4). Sieht
man sich das Alignment in Abbildung 3.18 an, dann gibt es neben der PIP,-Bindungsstelle
eine weitere, mehr C-terminal liegende Sequenz beim GIRK, die Ahnlichkeiten mit dem
MaxiK aufweist. Diese Sequenz beinhaltet auch eine Bindungsstelle fir die By-Untereinheit
des G-Proteins.

Kir3.1 besitzt einen viel langeren C-Terminus als Kir2.1. Da U73122 nicht auf den
Kir2.1 wirkt und Homologien zwischen GIRK und MaxiK C-terminal vom Ende des Kir2.1
liegen, konnte sich die Bindungsstelle fur U73122 und U73343 in diesem distalsten
C-terminalen Sequenz-Stiick befinden.

Damit der GIRK genau mit dem IRK abschlief3t, wurde der Kir3.1 zunachst an Position 431
trunkiert (Kir3.1g431). Da der Kir3.2 wesentlich kirzer ist als der Kir3.1 wurde er nicht
trunkiert, sondern als Wildtyp mit dem Kir3.1g43; CO-exprimiert. Das zweite Diagramm in
Abbildung 3.27A stellt den schematischen Aufbau des Kir3.1g43; dar.

Die Abbildung 3.27B zeigt eine typische Messung bei -70 mV an HEK-Zellen, die mit dem
Kir3.1g4s1, Kir3.2uiayp Uund dem 5-HTia-Rezeptor transfiziert waren. Zunéchst wurde der
Kanal durch 20 uM Serotonin aktiviert. Dies war notig, weil er offensichtlich keine hohe
Basal-Aktivitdt besal3. Die Sequenz im C-Terminus, die innerhalb der Kir-Familie fir die
unterschiedlichen PIP,-Sensitivitdten verantwortlich ist (siehe Abschnitte 3.4.1-4; Zhang et
al., 1999) liegt namlich deutlich weiter proximal, so dass die Deletion keinen Einflu3 auf die
PIP,-Bindung haben sollte. Das Inset zeigt eine Spannungsrampe, die nach Aktivierung
durch Serotonin aufgenommen wurde. Im Vergleich zur Rampe eines nativen GIRK
(Abbildung 3.5B) zeigte der Kir3.1g431 etwas weniger Einwartsgleichrichtung.

Anschlielend wurde 10 uM U73343 appliziert. Dabei fiel auf, dass die Stromreduktion
deutlich geringer ausfiel als beim GIRKyiqgy, (Abbildung 3.5A). Dieses Ergebnis bestatigt
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auch die Auswertung der Messungen im Histogramm in Abbildung 3.27E. Wé&hrend U73122
und U73343 den Strom des GIRKyigy, Um etwa 90% reduzierten, hemmten sie den
Kir3.1g43:/Kir3.2 nur um 40% (U73122) bzw. 50% (U73343). Betrachtet man die
Zeitkonstanten der Stromhemmung durch U73122 bzw. U73343 (Abbildung 3.27F), dann fallt
auf, dass die Kinetik des Blocks am trunkierten Kanal signifikant verlangsamt wurde.

Dieser Versuch deutet stark darauf hin, dass tatsachlich Sequenzen im distalen C-Terminus,
wabhrscheinlich im Bereich der Bindungsstellen fir die By-Untereinheit des G-Proteins, in die
Wirkung von U73122 bzw. U73343 involviert sind. Um dies weiter zu untersuchen, wurden
als nachstes Chimaren aus Kir3- und Kir2.1-Kanalen konstruiert, die auf den

Veroffentlichungen von Huang et al. (1995) und Slesinger et al. (1995) basierten.

Wahrend Huang et al. (1995) herausgefunden haben, dass die Py-Untereinheit des G-
Proteins am GIRK im N-Terminus und im C-Terminus (Aminosauren 273 - 462) direkt bindet,
haben Slesinger et al. (1995) verschiedene Chimére aus GIRK1 und dem G-Protein-
insensitiven IRK1 geschaffen, um genauer herauszufinden, welche Doméanen fur die G-
Protein-Steuerung des GIRK wichtig sind. Dabei entdeckten sie, dass eine Chimare bei Co-
Expression mit GBy-Untereinheiten dann aktiviert, wenn sie entweder den N-Terminus oder

einen distalen Teil des C-Terminus des GIRK1 enthélt.

Die Chimare Kir3-2.1 enthielt den N-Terminus und die hydrophoben Transmembran-
Segmente (M1-H5-M2) des GIRK1 bzw. GIRK2 und den C-Terminus des IRK1
(Kir3.1ci79 vi7oKir2.1 bzw. Kir3.2cigs v179Kir2.1). Das dritte Diagramm in Abbildung 3.27A
zeigt den schematischen Aufbau der Chimare.

Diese beiden Konstrukte wurden zusammen mt dem 5HTx-Rezeptor transient im
HEK-Zellen exprimiert. Die Abbildung 3.27C zeigt eine typische Messung bei -70 mV.
Zunachst wurden 20 uM Serotonin gegeben, um den Kanal zu aktivieren, da die Chimare
offensichtlich nicht konstitutiv aktiv war. Auch Slesinger et al. (1995) haben eine niedrige
Basal-Aktivitat dieser Chimére gesehen, was sie darauf zurtickfihren, dass die N-terminale
Doméane bzw. eine Kombination aus N-Terminus und hydrophober Core-Region die GrolRe
des Basal-Stroms reguliert (Slesinger et al., 1995). Das Inset zeigt eine Spannungsrampe,
die nach Aktivierung durch Serotonin aufgenommen wurde. Im Gegensatz zur Rampe des
Deletions-Konstruktes Kir3.1g43; Verstarkte sich die Einwartsgleichrichtung durch den
Austausch des C-Terminus deutlich. Die Chiméare aus Kir3 und Kir2.1 zeigte die starke
Einwartsgleichrichtung, die sowohl fiir den GIRK als auch fiir den IRK typisch ist. Dies laf3t
darauf schlie3en, dass durch die Kombination der beiden Kanéle keine gro3e Verdnderung

der Kanalstruktur aufgetreten ist.
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Abbildung 3.27. Wirkung von U73122 und U73343 auf Kir3.1s431/3.2, Kir3.1/3.2-Kir2.1 und Kir2.1-
Kir3.1/3.2.

Die Whole-Cell-Messungen wurden an HEK293-Zellen, die mit dem Kir3.1g43:/3.2- (B), Kir3.1/3.2-
Kir2.1- (C) und Kir2.1-Kir3.1/3.2-Kanal (D) transfiziert waren, bei einem konstanten Haltepotential von
-70 mV durchgefuhrt.

(A) Schematische Darstellung des nativen Kir3.1/3.2-Kanals und der mutierten Kir3/Kir2-Chiméaren.
Schwarz dargestellt ist der Sequenz-Anteil des Kir3.1, grau der des Kir2.1 (N = N-Terminus, C = C-
Terminus, M , =Transmembran-Helices 1 und 2).

(B), (C), (D) Wirkung von 10 uM U73343 (B) bzw. U73122 (C+D) auf die mutierten Kir3.1g43:/3.2- (B),
Kir3.1/3.2-Kir2.1- (C) und Kir2.1-Kir3.1/3.2-Kanéle (D). Zunachst wurden die Kanéle durch 20 pM
Serotonin aktiviert. Als Kontrolle wurden jeweils 2mM Ba*" und in (C) zusétzlich 60 nM Tertiapin
gegeben. Im Inset wird jeweils eine Spannungs-Rampe des entsprechenden Kanals von -100 bis
+100mV (100 mV/s) dargestellt.

(E) Das Histogramm zeigt eine Zusammenfassung der Messungen von (B-D) fur verschiedene GIRK-
Konstrukte. Am nativen Kir3.1/3.2, am Kir3.1343:/3.2, und an den Chimaren Kir3.1/3.2-Kir2.1 und
Kir2.1-Kir3.1/3.2 wurde die blockierende Wirkung von 10 uM U73122 und U73343 dargestellt. Das
Histogramm wurde normalisiert auf den Strom nach Aktivierung durch Serotonin.

(F) Dieses Histogramm zeigt die Zeitkonstanten des Blocks von U73122 und U73343 am nativen
Kir3.1/3.2, am Kir3.1g43:/3.2, und an den Chimaren Kir3.1/3.2-Kir2.1 und Kir2.1-Kir3.1/3.2. Die Anzahl
der Messungen ist jeweils unter den Balken angegeben (E+F). ** p < 0.01, *** p < 0.001
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Gab man bei den Messungen der Chimére aus Kir3-Kir2.1 10 uM U73122, so fielen deutlich
zwei Unterschiede zur Blockade des GIRKqy, auf (vergleiche auch mit Abbildung 3.5A).
Zum einen war die Stromreduktion deutlich geringer. Im Gegensatz zum GIRKyjgyp, den
U73122 um etwa 90% hemmte, reduzierte es den Strom der Chiméare nur um 39%, wie die
Auswertung im Histogramm in Abbildung 3.27E bestétigt. Noch auffalliger war allerdings die
Veranderung bei den Zeitkonstanten der Kinetik des Blocks. Im Vergleich zum GIRKutyp
bendtigte U73122 mehr als die 10-fache Zeit, um den Strom zu reduzieren (Abbildung
3.27F). Erwahnenswert ist noch die Tatsache, dass Ba®* (2 mM) nicht den kompletten Strom
blockieren konnte wie am GIRKyiqyp, sondern dies erst durch Gabe von Tertiapin geschah,
obwohl beide Substanzen als Porenblocker wirken. Anscheinend benétigt Ba** im Vergleich

Zu Tertiapin weitere Sequenzen aus dem C-Terminus, um wirken zu kénnen.

Nachdem die Chimére aus Kir3-Kir2.1 die Wirkung von U73122 deutlich verandert hat,
wurde auch die zweite Chimare, bei der Slesinger et al. (1995) bei Co-Expression mit GBy-
Untereinheiten erhdhte Stréme gesehen haben, konstruiert.

Die Chimere Kir2.1-Kir3 bestand aus dem N-Terminus, der hydrophoben Core-
Region (M1-H5-M2) und einem gro3en Teil des C-Terminus des IRK1 und dem distalen Teil
des C-Terminus des GIRK1 bzw. GIRK2 (Kir2.1yszs ra2sKir3.1 bzw. Kir2.1ysze 1337Kir3.2). Den
schematischen Aufbau der Chimére zeigt das vierte Diagramm in Abbildung 3.27A.

Die Abbildung 3.27D zeigt eine typische Messung bei -70 mV an HEK-Zellen, die mit
diesen beiden Konstrukten und dem 5HT,-Rezeptor transient transfiziert waren. Bei Gabe
von 20 puM Serotonin kam es zu keiner wesentlichen Stromerhéhung, da die Chimare
konstitutiv aktiv war - genau wie der native IRK1. Auch Slesinger et al. (1995) haben bei
dieser Chimare einen grof3en Agonisten-unabhangigen Basal-Strom gesehen. Die Rampe im
Inset zeigt eine sehr ausgepragte Einwartsgleichrichtung, wie sie ebenfalls typisch fir den
IRKuiigyp iSt. Im Gegensatz zum IRK1, bei dem U73122 keine Wirkung zeigte (Abbildung
3.9A), war dieser Kanal aber plétzlich sensitiv fir U73122. Bei Gabe von U73122 verhielt
sich der Kanal ahnlich wie die andere Chimére aus Kir3-Kir2.1. Der Strom wurde um etwa
30%, mit deutlich verlangsamter Kinetik, reduziert (Abbildung 3.27E+F).

Die Experimente an den mutierten GIRK in diesem Abschnitt weisen eindeutig darauf hin,

dass offensichtlich sowohl Segmente im N-Terminus (Chimére Kir3-Kir2.1) als auch im C-
Terminus (Chimare Kir2.1-Kir3) in die Wirkung von U73122 / U73343 involviert sind.
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1990 wurde U73122 als Substanz beschrieben, die selektiv die Phospholipase C hemmt
(Bleasdale et al., 1989; Smith et al., 1990). Sie ist heute einer der am meisten verwendeten
PLC-Inhibitoren. Pubmed listet tiber 1500 Paper, in denen U73122 im Abstract erwahnt wird.
Von den meisten wird U73122 als Schnelltest auf die Beteiligung der PLC an G-Protein-
gekoppelten Signalwegen benutzt (Lei et al., 2001; Nam et al., 2007; Zhou et al., 2008), aber
auch um die verschiedenen Facetten der PIP,-assoziierten Signalwege zu untersuchen,
einschlielllich der Ca2+—Freisetzung aus IP5-sensitiven Ca2+—Speichern, der DAG-vermittelten
Aktivierung der PKC und der PIP,-abhangigen Regulation von lonenkanalen. Haufig wird das
strukturell verwandte U73343 als Negativ-Kontrolle genutzt, weil ihm die PLC-inhibitorische
Wirkung fehlt (Smith et al., 1990).

Allerdings berichteten in den letzten Jahren mehrere Studien, dass U73122 nicht nur auf
die PLC wirkt - wie man urspriinglich angenommen hat - sondern auch unspezifische
Nebenwirkungen besitzt. So hemmen beide Substanzen ebenfalls die Rezeptor-vermittelte
Phospholipase D-Aktivierung (Bosch et al., 1998), und zwar in der Signalkaskade unterhalb der
PLC. Aul3erdem wurden weitere unspezifische Nebenwirkungen von U73122 beschrieben, wie
die Interferenz mit der G-Protein-Signaliibertragung verschiedener Neurotransmitter-
Rezeptoren, z.B. dem Adenosin A;-Rezeptor (Walker et al., 1998) und dem Histamin H;-
Rezeptor (Hughes et al., 2000) - in der gleichen Konzentration wie es als PLC-Inhibitor wirken
soll. Vickers (1993) beschreibt, dass U73122 in Thrombozyten nur scheinbar die PLC hemmt.
So soll U73122 (15 uM) die Resynthese von PIP und PIP, durch PI- und PIP-Kinasen um 50%
reduzieren, wodurch sich die Substrat-Verfiigbarkeit der PLC verringern und es zur
offensichtlichen Reduzierung ihrer Aktivitdt kommen wirde. Weiterhin soll U73122 auch Lipid-

Phosphatasen stimulieren.

Mehrere Arbeitgruppen haben sich mit dem Einfluss von U73122 und U73343 auf den Ca*-
Stoffwechsel verschiedener Zellen beschéftigt. Jin et al. (1994) waren die ersten, die in
Neuroblastom- und Ganglienzellen herausfanden, dass es neben einer PLC-inhibitorischen
Wirkung von U71322 auch zu einem langsamen Anstieg der intrazellularen Ca*-
Konzentration aus den intrazelluldren Speichern in Ca**-freier Badldsung kommt. Weitere
Arbeitsgruppen bestatigen, dass U73122 direkt lonenkandle 6ffnen und die Freisetzung von
Ca”" aus intrazellularen Speichern férdern kann, u. a. Mogami et al. (1997) an Parietalzellen
und Muto et al. (1997) an pankreatischen Azinuszellen. Eine mégliche Ursache dafir ist eine
hemmende Wirkung auf die Ca®-ATPase der intrazellularen Speicher, wodurch diese
Speicher langsam entleert werden (Mogami et al., 1997). AuRerdem soll U73343 als

Protonophore wirken kénnen (Muto et al., 1997).
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In neuerer Zeit haben v. a. zwei Arbeitsgruppen die Wirkung von U73122 und U73343 auf
lonenkandle untersucht. Cho et al. (2001) haben beschrieben, dass beide Substanzen einen
durch Acetylcholin aktivierten K*-Strom (Kacn) unabhangig von der PLC hemmen - in
Konzentrationen, die denen der PLC-Inhibition entsprechen. Sie konnten im Gegensatz zu
frheren Studien (Walker et al., 1998; Hughes et al., 2000) zeigen, dass U73122 nicht mit
der G-Protein-Signaltbertragung interferiert, sondern auch Kanale hemmt, die durch GTPyS
oder Na* aktiviert sind, also unabhangig von der G-Protein-Aktivierung unter Umgehung des
GPCR. Cho et al. (2001) schlagen vor, dass U73122 und U73343 den Kacn hemmen, indem
sie die Interaktion des Kanals mit PIP, antagonisieren, wodurch der Kanalstrom abnimmt.

Horowitz et al. (2005) haben die Wirkung von U71322 auf den M-Strom, der durch
Ky7.x (KCNQ2 / KCNQ3) erzeugt wird, untersucht. Dabei haben sie sowohl die Hemmung
der PLC durch U73122 als auch einige der beschriebenen Nebenwirkungen bestétigt. So ist
U73122 ein Hemmer der G4-gekoppelten PLC-Aktivierung, indem es die Kopplung des M;-
Rezeptors an die PLC blockiert. Gleichzeitig soll U73122 nach einigen Minuten aber auch als
direkter PLC-Aktivator wirken (3% der maximalen PLC-AKktivitat). Auf3erdem kommt es auch zu
einer langsamen Abnahme des KCNQ2 / KCNQ3-Stroms, einem langsamen Anstieg der
intrazellularen Ca®*-Konzentration und einer Abnahme der PIP- und PIP,-Pools der Zelle. Einige
dieser beschriebenen Wirkungen erklaren die Autoren damit, dass die hoch lipidigsliche
kationische Substanz U73122 evtl. das anionische PIP, binden kdnnte. Auf3erdem schreiben
neben Horowitz et al. (2005) weitere Autoren verschiedene Nebenwirkungen der Alkylierung
von Proteinen durch U73122 zu (Jin et al., 1994; Mogami et al., 1997).

Insgesamt stellt sich also ein sehr widersprichliches und komplexes Bild dar, was die
Ergebnisse der verschiedenen Veréffentlichungen beziglich U73122 betrifft. Die Befunde in
dieser Arbeit (siehe v. a. Abschnitt 4.4) kénnen Klarheit bringen in Bezug auf Wirkungsweise
und mdgliche Bindungsstellen von U73122 und U73343.

4.1 Direkte Wirkung von U73122 auf GIRK und MaxiK

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass U73122 GIRK- (Kir3.1/3.2) und MaxiK-Kanéle

unabhéangig von der PLC hemmt.

Zunéchst habe ich Versuche an Baclofen-evozierten GIRK-Stromen von dissoziierten
Pyramidenzellen von Ratten durchgefuhrt. Dabei blockierte U73122 in einer Konzentration,
die auch fur die PLC-Hemmung benutzt wird (10 pM), den Strom zu Uber 70% (siehe
Abschnitt 3.1.1). An heterolog exprimierten GIRK- (Kir3.1/3.2-) Kanalen (co-transfiziert mit

dem 5HTs-Rezeptor), die durch Serotonin aktiviert wurden, lieR sich diese Strom-
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reduzierende Wirkung bestétigen (siehe Abschnitt 3.2.2). Dieser Effekt resultiert nicht aus
einer PLC-Hemmung, da nach heutigem Wissen weder Baclofen (liber GABAs-Rezeptor)
noch Serotonin (Uber 5-HTia-Rezeptor) Uber den Gg-gekoppelten PLC-abhangigen
Signalweg wirken. AufRerdem wirde man von einer PLC-Inhibition durch erhthte PIP,-Level
eine Stromzunahme (siehe Abschnitte 1.1, 1.2.2) und keine Stromreduzierung erwarten.
Zweitens zeigte das PLC-inaktive Analogon U73343 die gleiche, bzw. an den
Pyramidenzellen sogar eine starkere inhibitorische Wirkung auf den GIRK als U73122 (siehe
Abschnitte 3.1.1, 3.2.2). NCDC (2-nitro-4-carboxyphenyl N,N-diphenylcarbamate) - der erste
bekannte PLC-Inhibitor (Walenga et al.,, 1980) - der aber aus einer anderen molekularen
Klasse als U73122 stammt, zeigte keine Wirkung auf den neuronalen GIRK (siehe Abschnitt
3.1.1).

Auch der MaxiK wurde auf eine dhnliche Weise durch U73122 / U73343 mit vergleichbarer
Kinetik fast komplett blockiert (siehe Abschnitt 3.2.8). Die halb-maximalen inhibitorischen
Konzentrationen (ICsp) von U73122 und U73343 am GIRK betrugen 0,54 uM bzw. 0,55 uM
(siehe Abschnitt 3.2.2). Die gemessene ICsy an den GIRK-Kanalen der dissoziierten
Pyramidenzellen stimmte fur U73343 mit den heterolog gemessenen Kir3.1/3.2 (berein
(0,37 uM an den pyramidalen GIRK, siehe Abschnitt 3.1.1). Fur U73122 gab es allerdings
einen Unterschied (3,89 puM an den pyramidalen GIRK). Diese Differenz Iasst sich evtl. mit
einer anderen Komposition der GIRK-Untereinheiten in den Pyramidenzellen bzw.
alternativem Splicing erklaren. Die ICsy von U73122 und U73343 am MaxiK betrugen
2,25 pM bzw. 19,28 uM (siehe Abschnitt 3.2.10). Wéahrend die Wirkung von U73122 beim
MaxiK in der gleichen GroéRRenordnung wie beim GIRK lag, waren die Unterschiede bei
U73343 relativ grol3. Da beide Substanzen den MaxiK-Strom deutlich hemmten, kann man

auch am MaxiK von einer PLC-unabhangigen Wirkung ausgehen (siehe Abschnitt 3.2.8).

Mit dieser Studie konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass auch der MaxiK durch
U73122 / U73343 gehemmt wird.

Die Daten dieser Arbeit erweitern die Liste der unerwiinschten PLC-unabhangigen
Nebenwirkungen von U73122 in der Literatur. Sie bedeuten, dass sich U73122 nicht dafur
eignet, um die Rolle PLC-abhangiger Signalwege bei der Regulation von GIRK und MaxiK zu

untersuchen.
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4.2 Wirkung von U73122 als Porenblocker

U73122 und U73343 haben PLC-unabhangig den Strom von MaxiK und GIRK gehemmt
(siehe Abschnitte 3.1.1, 3.2.2, 3.2.8). Dabei stellt sich die Frage, in welchem Bereich der

Kanale die Bindungsstelle der beiden Substanzen liegen kdnnte.

U73122 und U73343 konnten als Porenblocker wirken, d.h. die Permeation der K*-lonen
oberhalb, im oder unterhalb des Selektivitatsfilters blockieren. Vergleicht man aber die
beiden Kanéle, dann unterscheidet sich die Pore des MaxiK durch ihre grof3e Leitfahigkeit
deutlich von der des GIRK. AufRerdem besteht ein unterschiedliches pharmakologisches
Profil von Porenblockern fiir die beiden Kanale. Die Kir-Familie wird durch Kationen wie Cs”
oder Ba®* geblockt, wahrend MaxiK mit nanomolarer Affinitat durch Scorpiontoxine wie
Charybdotoxin oder Iberiotoxin geblockt werden, wobei Charybdotoxin und TEA
wahrscheinlich @hnliche Stellen am &uReren Mund des Kanals besetzen (Hille, 2001). Ba**
hat dagegen eine deutlich schwachere Wirkung auf den MaxiK als auf den GIRK (siehe
Abschnitt 3.2.9; Hille, 2001). Vergleicht man die Aminosauresequenzen der beiden Kanéle
im Porenbereich (siehe Alignment in Abbildung 3.18), so unterscheiden sie sich ebenfalls
deutlich bis auf den P-Loop mit der Konsensus-Sequenz -TXXTXGYG-, die als K*-Kanal-
,Signatursequenz® bezeichnet wird und fur alle K*-Kanale gleich ist (Heginbotham et al.,
1992).

In diesem Zusammenhang ist Tertiapin, ein kurzes Peptid aus dem Gift der Honigbiene
(Xu & Nelson, 1993) interessant, weil es laut Literatur ein ahnliches pharmakologisches Profil
wie U73122 / U73343 besitzt. Es wurde als hoch potenter und sehr selektiver Porenblocker
der GIRK-Kanéle (Kir3.1/3.2- und Kir3.1/3.4-Heteromultimere) eingefihrt, der keine Wirkung
auf die IRK-Kanédle zeigt (Jin & Lu, 1998; Kitamura et al., 2000). Damit ist es - &hnlich wie
U73122 und U73343 - in der Lage, zwischen den beiden Typen der Kir-Familie zu
unterscheiden. Kanjhan et al. (2005) haben zusatzlich festgestellt, dass Tertiapin auch
MaxiK-Kanale hemmt. Der Wirkmechanismus am GIRK ist bisher nicht vollstandig geklart,
aber man stellt sich vor, dass es die Kanalpore blockiert, indem es mit seiner a-Helix das
auBere Kanal-Vestibulum verstopft (Jin et al., 1999).

Auch wenn das pharmakologische Profil von Tertiapin mit dem von U73122
Uibereinzustimmen scheint, so gibt es doch einige deutliche Unterschiede. Erstens ist
Tertiapin - anders als U71322 - ein gleichermal3en potenter Blocker von ROMK (Jin & Lu,
1998). Zweitens scheinen die Mechanismen der Hemmung bei den verschiedenen Kanéalen
unterschiedlich zu sein. Beim GIRK ist die Stromhemmung schnell, spannungsunabhangig

und zeigt keine Erholung (siehe Abschnitt 3.2.2; Kitamura et al., 2000), wahrend die
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Hemmung des ROMK bis zu 10 min dauern kann und reversibel ist (Sackin et al., 2003). Im
Gegensatz dazu zeigt die Blockade der MaxiK eine sog. ,use- und voltage-dependence®. So
mussen die Kandle fir eine maximale Hemmung mindestens 15 min kontinuierlich durch
starke Depolarisationen stimuliert werden. Der relativ langsame Block von MaxiK durch
Tertiapin erscheint offensichtlich nur, wenn die Pore des Kanals komplett offen ist (,open
channel block"; Kanjhan et al., 2005). Wenn dagegen die Messbedingungen verwendet
wurden, die eine zuverlassige Blockade der MaxiK durch U73122 und U73343 erkennen
lieRen (physiologischer K*-Gradient, V, = 0 mV), zeigte Tertiapin keine hemmende Wirkung
auf den MaxiK (siehe Abschnitt 3.2.9).

Ein weiterer Grund, der gegen die Wirkung von U73122 als Porenblocker spricht, besteht in
der Ladung der verschiedenen Substanzen. Wahrend die typischen Porenblocker positiv
geladen sind, um in die Pore zu gelangen, sind U73122 und U73343 ungeladen. Mdglich
ware daher ein Blockmechanismus wie der der Lokalanasthetika, die ebenfalls die Pore
blockieren und von denen es auch ungeladene Substanzen gibt. Allerdings wirkte Bupivacain
als typisches Lokalanasthetikum durch eine Rechtsverschiebung der Aktivierungskurve des
MaxiK, wahrend U73122 eine Linksverschiebung verursachte (siehe Abschnitte 3.2.10,
3.2.11, 4.4.2).

Sieht man sich die Kanéale der Kir-Familie an, dann féallt auf, dass sich die Kanale
besonders im Bereich der Pore sehr &hneln (siehe Alignment in Abbildung 3.18). Dies spricht
dagegen, dass U73122 als moéglicher Porenblocker ausschlielich auf den GIRK wirkt.
AulBerdem liel3 sich beim IRK nur durch Austausch des distalen C-Terminus bei erhaltener
Pore eine Empfindlichkeit fur U73122 herstellen (siehe Abschnitte 3.4.5, 4.4.6), was
ebenfalls gegen eine Wirkung in der Pore spricht.

Wenn man all diese Unterschiede berlcksichtigt, erscheint es sehr unwahrscheinlich, dass
U73122 und U73343 den GIRK und MaxiK durch direkten Block im Bereich der Pore

hemmen.

4.3 Wirkung von U73122 auf Cystein-Gruppen

Ein weiterer madglicher Angriffspunkt fur U73122 koénnten Cystein-Gruppen sein.
Verschiedene Nebenwirkungen von U73122 wurden der Alkylierung von Proteinen - u. a.
sogar der PLC - zugeschrieben (Jin et al., 1994; Mogami et al., 1997; Horowitz et al., 2005).
Es ist bekannt, dass Cystein-modifizierende Substanzen wie MTSET, MTSES und NEM die

Spannungs- und Ca*- Abhéangigkeit u. a. des MaxiK veréandern kénnen (Zhang & Horrigan,
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2005; Zhang et al., 2006). Beim MaxiK wurden 30 Cystein-Reste identifiziert, wovon die
Mehrzahl im C-Terminus lokalisiert ist. Wenn man die Strukturen von U73122
(N-substituiertes Maleimid) und U73343 vergleicht, dann erkennt man als einzigen
Unterschied eine Doppelbindung, die U73122 chemisch reaktiv macht (siehe Abschnitt
3.2.9). Eine weitere Substanz, die die gleiche reaktive Gruppe besitzt, ist NEM
(N-ethylmaleimid), das zu den Cystein-modifizierenden Substanzen gezahlt wird. Durch
seine reaktive Gruppe konnte U73122 mdglicherweise wie NEM eine Alkylierung von
Cystein-Resten verursachen (Horowitz et al., 2005). Im Gegensatz dazu ist U73343 das
nicht-reaktive Succinimid-Analogon. Zhang & Horrigan (2005) haben festgestellt, dass NEM
den Strom des MaxiK reduziert, indem es auf Cystein-Reste besonders im Bereich von
RCK1 und 2 wirkt - aber nur unter bestimmten Versuchsbedingungen. So ist die Wirkung
stark Ca?-abhéngig mit einem Gipfel bei einer mittleren Ca*-Konzentration von 5 pM,
wahrend bei einer Konzentration von 0 oder 70 pM Ca?* keine Modifikation mehr stattfindet
(Zhang & Horrigan, 2005). Offensichtlich bewirken diese alkylierenden Substanzen
komplizierte Veranderungen in der Ca?- und Spannungsabhé&ngigkeit. Zhang & Horrigan

(2005) liefern keine weiteren Erkldrungen tiber diese nicht monotone Ca**-Abhangigkeit.

Da U73122 den MaxiK starker hemmt als U73343, konnte ein Teil des Blockes wie bei den
anderen Substanzen aus der Alkylierung dieser Cystein-Reste resultieren. Eine Modifikation
des Kanalproteins durch eine unspezifische Alkylierungsreaktion durch U73122 kann ich
aber als Block-Mechanismus aus drei Griinden ausschliel3en. Erstens blockierte auch die
nicht-alkylierende Substanz U73343 den GIRK und MaxiK. Zweitens zeigte NEM in meinen
Messungen trotz einer 5-fach hdheren Konzentration als Zhang & Horrigan (2005) sie
verwendet haben keine Wirkung auf den MaxiK, wenn man die Versuchsbedingungen
anwendete, die eine zuverlassige Blockade durch U73122 und U73343 erkennen lieRen
(siehe Abschnitt 3.2.9). Drittens verursacht eine Alkylierungsreaktion bei Zhang & Horrigan
(2005) durch MTSES bzw. NEM einen Rechts-Shift der Aktivierungskurve, wahrend U73122

in meinen Messungen einen Links-Shift verursachte (siehe Abschnitt 3.2.11).

4.4 Mogliche Bindungsstellen von U73122

Obwohl GIRK und MaxiK zu verschiedenen lonenkanal-Familien gehéren und strukturell und
funktionell sehr unterschiedlich sind, wurden sie beide durch U73122 und U73343 gehemmt.
GIRK gehoren zur Familie der einwarts-gleichrichtenden K*-Kanale, bestehen aus zwei TM-
Doméanen und werden Uber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor aktiviert (siehe Abschnitt
1.2.1), wahrend der MaxiK ein spannungsgesteuerter Kanal ist, der durch Spannung und
Ca*" aktiviert wird und aus 7 TM-Domanen besteht (siehe Abschnitt 1.2.4).
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Gleichzeitig waren die beiden Substanzen aber auch in der Lage, zwischen eng verwandten
Kanalen einer Familie zu differenzieren. So zeigten sie keine Wirkung auf weitere Kanéle der
Kir-Familie wie den ROMK (siehe Abschnitt 3.2.4) oder den IRK (siehe Abschnitt 3.2.5). Dies
ist bemerkenswert, da die meisten K*-Kanal-Blocker nicht spezifisch fir eine Art von K*-
Kanalen sind, und gerade der IRK und der GIRK im Bereich der Pore fast identisch sind
(Cho et al., 2001). Auch auf den IK1, einen weiteren Ca**-abhangigen K*-Kanal, zeigten
beide Substanzen keine Wirkung (siehe Abschnitt 3.2.7). In Bezug auf weitere K'-Kanal-
Familien zeigten die Substanzen weder Wirkung auf die Familie der spannungsabhangigen
K,-Kanéle - getestet an dissoziierten Pyramidenzellen (siehe Abschnitt 3.1.2) - noch auf die
KCNQ-Kanale (heterolog exprimierte KCNQ1 / E1 bzw. KCNQ2 / KCNQ3; siehe Abschnitt
3.2.6). Cho et al. (2001) konnten ebenfalls keine Wirkung auf Na'- und Ca?-Kanile

feststellen.

Die wahrscheinlichste Erklarung fir diese hohe Selektivitdt von U73122 und U73343 ist eine
homologe Stelle am GIRK und MaxiK, Uber die die Substanzen wirken kdnnen. Daflr
kommen mehrere mogliche Bindungsstellen in Frage.

Um diese homologen Regionen der beiden Kanéle herauszufinden, habe ich ein
Alignment ihrer Aminoséuresequenzen erstellt (Abbildung 3.18). Dabei fielen erstaunliche
Ubereinstimmungen in den C-Termini der beiden Kanale auf. Die C-Termini von GIRK und
MaxiK sind bekannt dafir, dass sie multiple Regulationsdomanen besitzen, die
Angriffspunkte verschiedener Effektoren sein kdnnen, um so das Kanal-Schalten zu
regulieren (Meera et al., 1997; Lu et al., 2006; Salkoff, 2006; Logothetis et al., 2007b). Die
Sequenz-Ahnlichkeiten liegen dabei in Bereichen, die fur die Modulation der jeweiligen
Kandle entscheidend sind. Beim GIRK liegen sie im Bereich der Bindungsstellen von PIP,
bzw. der Bindungsstelle fir die By-Untereinheit des G-Proteins. Beim MaxiK liegen sie im
Bereich der sog. ,Regulator of Conductance for K*-“ (RCK)1 -Domane, was S7 und S8
entspricht bzw. dem Linker zwischen RCK1 und RCK2 (zwischen S8 und S9). Nach dem
Alignment ist es naheliegend, die Bindungsstelle fiir U73122 in diesen Bereichen zu suchen
(rot bzw. blau markiert in Abbildung 3.19).

4.4.1 Wirkung von U73122 auf die Ca®**-Bindungsstellen des MaxiK

Betrachtet man das Alignment von MaxiK und GIRK, dann fallen auch Gemeinsamkeiten auf,
die im Bereich der Ca**-Bindungsstellen des MaxiK liegen (Abbildungen 3.18 und 3.19). Es

kénnte also sein, dass U73122 mit diesen Ca?*-Sensor-Doménen interagiert.
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Allerdings konnte in meinen Messungen diese Vermutung widerlegt werden, da die
hemmende Wirkung von U73122 in maximaler und in nominell Ca**-freier Lésung gleich
blieb (siehe Abschnitt 3.2.11). AuRerdem ist bisher keine direkte Ca**-Abhangigkeit des
GIRK bekannt. All dies deutet darauf hin, dass der Block durch U73122 / U73343 Ca*-
unabhangig ist.

4.4.2 Wirkung von Bupivacain auf den MaxiK

Sucht man nach Substanzen, die ein &@hnliches Wirkprofil auf die Kanéle der Kir-Familie
haben wie U73122 und U73343, so stof3t man auf das Lokalanasthetikum Bupivacain.
Bupivacain blockt ebenfalls selektiv den GIRK-Strom in micromolaren Dosen, indem es die
PIP,-Kanal-Interaktion antagonisieren soll (Zhou et al., 2001a). Dagegen zeigt es keine
Wirkung auf ROMK und IRK (Zhou et al., 2001a). Deshalb stellt sich die Frage, ob es auch

eine Interaktion mit dem MaxiK-Kanal gibt.

Tatséchlich konnte ich zum ersten Mal in einer Studie zeigen, dass auch MaxiK ein
Angriffsziel von Bupivacain sind. Deutet die erstaunliche Uberschneidung in der
Kanalselektivitat auf einen gemeinsamen Wirkmechanismus von Bupivacain und U73122
hin? Dagegen spricht, dass Bupivacain - im Gegensatz zu U73122 - MaxiK durch eine
Rechtsverschiebung der Aktivierungskurve hemmt (siehe Abschnitte 3.2.10 und 3.2.11) - ein
Mechanismus, der Ubrigens fir die Wirkung von Lokalanasthetika charakteristisch ist (z.B.
Meeder & Ulbricht, 1987).

4.4.3 Wirkung von U73122 tiber die PIP,-Bindungsstelle

Cho et al. (2001) haben an K -Kanélen festgestellt, dass der Block durch U73122 in der
Signalkaskade unterhalb der Wirkung von GPBy und Na® stattfindet, da die Substanz den
Kanal auch nach direkter Aktivierung durch GTPyS bzw. G-Protein-unabhangiger Aktivierung
durch Na* hemmt. Daher folgern sie, dass U73122 mit der PIP,-GIRK-Interaktion interferiert
und so den Kanal blockiert (Cho et al., 2001).

Alle Kir-Kanéale haben unterschiedliche Affinitdten fur PIP, (siehe Abschnitte 1.2.1, 3.4.1-4;
Rohacs et al., 2003; Du et al.,, 2004), wobei die Starke der Kanal-PIP,-Interaktion die

Sensitivitat der Kir-Kanale fur die Regulation durch die verschiedenen Modulatoren bestimmt
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(Rapedius et al., 2007; Du et al., 2004). ROMK und IRK haben eine sehr hohe Affinitat fur
PIP, und sind deshalb konstitutiv aktiviert (Zhang et al., 1999). Aus diesem Grund kdnnen sie
kaum moduliert werden und werden durch PLC-Aktivierung im physiologischen Bereich auch
nicht wesentlich gehemmt. GIRK dagegen haben eine niedrige Affinitat fur PIP, und sind
daher vorwiegend geschlossen in unstimulierten Zellen, da PIP, wegen der schwachen
Interaktion nicht in der Lage ist, den Kanal zu aktivieren (Rohacs et al., 1999; Huang et al.,
1998; Zhang et al., 1999; Du et al., 2004). Diese Kanale sind aber sehr sensitiv fur
Modulation. Es werden Substanzen wie GBy oder Na* benoétigt, die die Interaktion von PIP,
mit dem Kanal stabilisieren, um den Kanal dann zu aktivieren (Xiao et al., 2003). Allerdings
koénnen sie aber wiederum schon durch geringe Aktivierung der PLC mit nachfolgender PIP,-

Hydrolyse gehemmt werden.

Die unterschiedliche Wirkung von U73122 auf die Kanéle konnte daher darauf beruhen, dass
sowohl ROMK als auch IRK eine so hohe Affinitat fir PIP, haben, dass U73122 nicht in der
Lage ist, PIP, zu verdrdngen. Im Gegensatz dazu kénnte U73122 am GIRK durch die
niedrige PIP,-Affinitdt die PIP,-Bindungsstelle blockieren, wodurch der Strom abnehmen
wirde. Auf diese Weise wiirde U73122 einen Block des GIRK verursachen.

Horowitz et al. (2005) erklaren einige der Nebenwirkungen von U73122 ebenfalls durch
eine Wirkung Uber PIP,. Allerdings soll U73122 nicht die PIP,-Kanal-Interaktion antagonisieren,
sondern als hoch lipidlésliche kationische Substanz evtl. das anionische PIP, binden.

Um zu untersuchen, ob U73122 tatséchlich die PIP,-GIRK-Interaktion antagonisiert, wurden
in dieser Arbeit mutierte Kir2.1- und Kir3.1/3.2-Kanale mit inversen PIP,-Affinitaten
untersucht. Mehrere Veroffentlichungen der letzten Jahre berichten, dass eine Punktmutation
die Affinitat fir PIP, deutlich verandern kann (Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2001a). Zhang
et al. (1999) haben als erste im proximalen C-Terminus Aminosauren gefunden, die fir die
verschiedenen PIP,-Sensitivitaten innerhalb der Kir-Familie verantwortlich sein sollen.
Mutiert man beim IRK1 an Position 222 Leucin zu Isoleucin (griin dargestellt im Alignment in
Abbildung 4.1; Kir2.1(L222l)), so wird die normalerweise starke PIP,-Bindung gelockert
(Zhang et al., 1999; Du et al., 2004). Mutiert man dagegen an der analogen Stelle des
GIRK2 (Position 232) das vorhandene Isoleucin zu Leucin, soll die normalerweise lockerere
PIP,-Bindung verstarkt werden, so dass PIP, alleine ausreicht, um den Kanal zu aktivieren
(Kir3.2(1232L); Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2001a; Du et al., 2004). Der Kanal sollte also
eher konstitutiv aktiv sein und damit weniger angewiesen auf Modulatoren wie z.B. Gpy.
Trotzdem war an beiden Punktmutationen kein Unterschied in der Wirkung von U73122
festzustellen (siehe Abschnitte 3.4.1, 3.4.3).
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Zhang et al. (1999) haben beschrieben, dass der Austausch einer Aminosdure
(Punktmutation) die PIP,-Bindung am GIRK genauso verstarkt wie der Austausch der
gesamten PIP,-Bindungs-Sequenz. Dagegen haben Zhou et al. (2001a) anhand der Wirkung
von Bupivacain auf den GIRK festgestellt, dass der Austausch der gesamten PIP,-Doméne
wesentlich effektiver als die Punktmutation ist, also die PIP,-Affinitat deutlich steigt.

1111111111111111111113333333333333333333333333333333333333 33333333
Kir2.1 1fsietgttigygfrcvtdecpiavimvvigsivgciidafiigavmakmakpkkrne----tlvfshna
Kir3.1 1ffieteatigygyryitdkcpegiilflfgsilgsivdafligcmfikmsgpkkrae----tlmfseha

3333333333333333333333333555553333333333333333
Kir2.1l viamrdgkleclmwrvgnlrks eahvragllksritsegeyipl ...
Kir3.1 wvismrdgkltlmfrvgnlrnshmvsagirckllksrgtpegeflpl ...

Abbildung 4.1. Alignment von Kir2.1 und Kir3.1 im Bereich von Pore, M2 und proximalem C-
Terminus (erstellt mit der der MATCH-BOX-Software; Depiereux et al., 1997).

Darstellung der Aminoséauresequenzen von Kir2.1 und Kir3.1. Die Zahlen Uber den Sequenzen geben
den Grad der Sequenzhomologien an, je niedriger die Zahl desto hoher die Ubereinstimmung. ,GYG*
(blau) stellt das Poren-Motiv dar. Grin dargestellt ist die Punktmutation am IRK (Kir2.1(L222l)). Die
roten Sequenzen entsprechen den Regionen beim IRK und beim GIRK, die in die PIP,-Bindung
involviert sind (Zhang et al., 1999; Zhou et al., 2001a).

Die Abbildung 4.1 zeigt ein Alignment des interessierenden Bereichs von Kir2.1 und Kir3.1
im Bereich von Pore, M2 und proximalem C-Terminus. Erwartungsgemal’ gibt es die gro3ten
Ubereinstimmungen im Bereich der Pore und des zweiten TM-Segmentes M2. Griin
dargestellt ist die Punktmutation am IRK (Kir2.1(L222l)). Die rote Sequenz entspricht der
Region beim IRK und beim GIRK, die in die PIP,-Bindung involviert ist. Sie besteht aus 39
Aminosauren (Kir2.1: K207-L245; Kir3.1: G207-L246; Kir3.2: G216-L255; Zhang et al., 1999;
Zhou et al., 2001a).

Da die Punktmutation weder beim IRK noch beim GIRK in meinen Versuchen eine
Anderung der Hemmung durch U73122 bewirken konnte, habe ich als nachstes die Chiméare
untersucht, die Zhou et al. (2001a) fur ihre Bupivacain-Versuche verwendet haben. Eine
Chimére aus Kir3.1 bzw. Kir3.2 und Kir2.1 zu konstruieren bedeutet, dass im GIRK die
Sequenz, die in die PIP,-Bindung involviert ist, gegen die homologe Sequenz des IRK1
ausgetauscht wird, um GIRK-Kanale mit einer hohen PIP,-Affinitdt zu bilden. Tatsachlich
zeigte die Chiméare eine konstitutive Kanalaktivitat mit hoher Basalaktivitt (siehe Abschnitt
3.4.4). Trotzdem war die inhibitorische Wirkung von U73122 und U73343 nicht veréndert,
was darauf schliel3en lasst, dass U73122 und U73343 das Schaltverhalten nicht durch eine

Interaktion mit der PIP,-Bindungsstelle beeinflussen.
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4.4.4 Wirkung von Bupivacain Uber die PIP,-Bindungsstelle

Zhou et al. (2001a) berichten, dass der Block von GIRK durch Bupivacain PIP,-abhangig ist,
indem das Lokalanasthetikum die PIP,-GIRK-Interaktion antagonisiert. Daher sollen Kanéle
mit hoher PIP,-Affinitdt wie IRK und ROMK resistent gegenuber Bupivacain sein. Passend
dazu sollen mutierte GIRK, die die hohe PIP,-Affinitdt des IRK besitzen, deutlich weniger
durch Bupivacain gehemmt werden (siehe Abschnitt 3.4.4; Zhou et al., 2001a).

Um dies zu uberpriufen, wurden die im vorherigen Abschnitt vorgestellten Mutanten
mit veranderter PIP,-Affinitat auch auf die Wirkung von Bupivacain getestet (siehe Abschnitt
4.4.3). In diesen Messungen war allerdings keine verénderte Wirkung von Bupivacain auf die
mutierten Kanéle festzustellen, weder auf die Punktmutation (Kir3.1/3.2(1232L)) noch auf die
Chimare (Kir3.1/3.2xi2.1.pip; Siehe Abschnitt 3.4.3). Worauf die Diskrepanz zu den Befunden

von Zhou et al. (2001a) beruht, lasst sich im Rahmen dieser Arbeit nicht klaren.

4.4.5 Wirkung von U73122 auf C-terminal-trunkierte MaxiK

GIRK und noch mehr MaxiK zeigen multiple Regulationsdomanen zwischen ihren letzten
Transmembran-Domanen (M2 bzw. S6) und ihrem C-terminalen Ende, die grof3en Einfluss
auf das Schaltverhalten der Kanale besitzen (Meera et al., 1997; Lu et al., 2006; Salkoff et
al., 2006; Logothetis et al., 2007b). Das Alignment in Abbildung 3.18 zeigt erstaunliche
Homologien der beiden Kandle in diesen zytoplasmatischen C-Termini, besonders in
Bereichen, die fir die Modulation der jeweiligen Kanale entscheidend sind. Beim GIRK
liegen sie im Bereich der Bindungsstellen von PIP, bzw. Gy und beim MaxiK im Bereich der
RCK1-Domane bzw. dem Linker zwischen RCK1 und RCK2. Nach dem Alignment ist es
nahe liegend, die Bindungsstelle fir U73122 in diesen Bereichen zu suchen.

Um die Hypothese zu testen, dass U73122 an eine dieser Regionen bindet, um die Kanal-
Aktivitat zu hemmen, erzeugte ich C-terminale Deletions-Konstrukte des MaxiK. Diese
Experimente basieren auf einer heute kontroversen Studie von Piskorowski & Aldrich (2002),
die eine komplette Deletion des C-Terminus des MaxiK durchgefuhrt haben. Dabei
berichteten sie von fast unveranderten elektrophysiologischen Eigenschaften zum Wildtyp,
wie z. B. einer identischen Ca®*-Sensitivitat. Der einzige Unterschied bestand in einer
kirzeren Offenzeit in Einzelkanal-Messungen und einer etwas geringeren Expression
(Piskorowski & Aldrich, 2002). Deshalb untersuchte ich mehrere MaxiK-Konstrukte, die an
verschiedenen Positionen entlang des C-Terminus trunkiert waren, entsprechend den

grinen Balken in Abbildung 3.18.
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Im Gegensatz zu Piskorowski & Aldrich (2002) gelangten diese MaxiK-Konstrukte in meinen
Versuchen offensichtlich nicht in die Zellmembran, sondern verblieben in Kernmembran und
Zytoplasma (ER; siehe Abschnitt 3.3). Daher wurde an alle Konstrukte die ER-Export-
Sequenz (= ,DLIFCL") - die von Kwon & Guggino (2004) entdeckt wurde - angehéngt, um die
Oberflachen-Expression zu erh6hen. Trotzdem ergab keines der Konstrukte funktionelle
MaxiK-Kanéle, sondern unspezifische und variable Strome, die keine auswarts-

gleichrichtenden Eigenschaften besalien.

Tabelle 4.1 Vergleich meiner Daten (schwarz) mit denen von Schmalhofer et al. (2005; rot).

In den Daten aus meiner Arbeit wurden die Oberflachenexpression mit GFP-getagten MaxiK-
Konstrukten am konfokalen Mikroskop und die Strome mit elektrophysiologischen Messungen
untersucht. Schmalhofer et al. (2005) untersuchten die Oberflichenexpression mit einer Immun-
Fluoreszenzfarbung, die Strome mit der Patch-Clamp-Methode und die Tetramerisierung mit Western-
blots (nicht gezeigt).

MaxiK-Deletions- | Oberflachen- ,Normale* »Atypische“ | Tetramerisierung
Konstrukte expression MaxiK - Stréome
Strome
1322 - - -
1322 + ER- + - +
Sequenz
1323 - - - -
L360 + ER- + - +
Sequenz
K343 + - - +
A435 + ER- + - +
Sequenz
1441 + - - +
E576 + ER- + - +
Sequenz
G651 - - - +

Die Daten der Messungen an den trunkierten MaxiK (siehe Abschnitt 3.3) stimmen
weitgehend mit einer Studie von Schmalhofer et al. (2005) Uberein, von der ich allerdings
erst nach Durchfiihrung meiner Versuche Kenntnis bekam. Schmalhofer et al. (2005) haben
verschiedene trunkierte MaxiK-Konstrukte auf Oberflachen-Expression, Tetramerisierung
und Bildung normaler elektrophysiologischer MaxiK-Strome untersucht. Die einzelnen
Ergebnisse von Schmalhofer et al. (2005), verglichen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, sind
in Tabelle 4.1 dargestellt. lhre Daten zeigen, dass sich die Domanen, die fur Kanal-
Tetramerisierung, Interaktion mit der ;-Untereinheit und Oberflachen-Expression notwendig
sind, in einem Bereich befinden, der aus S0-S6 und dem Linker zwischen S6 und RCK1
(= die ersten 343 Reste des Proteins) besteht. Die beiden RCK-Doménen (Reste 344-1113)

sind nicht nétig fur diese Funktionen, spielen aber eine kritische Rolle in der Regulation des
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Trafficking und der Funktion der Konstrukte. So zeigen alle Konstrukte von Schmalhofer et
al. (2005), die &hnliche Deletionsstellen wie ich gewahlt haben (BKis23, BKkass, BKiag: und
BKges1), ebenfalls keine elektrophysiologischen Stréme, die Ahnlichkeit mit einem MaxiK
besitzen. Schmalhofer et al. (2005) vermuten, dass die Strome, die Piskorowski & Aldrich
(2002) in ihrer Studie gesehen haben, endogenen MaxiK-Kandlen aus den
Expressionszellen zugeordnet werden mussen und nicht einer Expression der trunkierten

MaXiK|323.

4.4.6 Wirkung von U73122 uber die GBy-Bindungsstelle des GIRK

Angesichts der Unmdglichkeit, funktionelle MaxiK-Mutanten zu generieren, habe ich mich
darauf verlegt, anhand von GIRK / IRK-Mutanten gemeinsame Angriffspunkte von U73122
und U73343 zu identifizieren. Wahrscheinlich interferieren die beiden Substanzen mit dem
C-Terminus, aber nicht mit der PIP,-Bindungsstelle (siehe Abschnitt 4.4.3). Wenn man sich
das Alignment in Abbildung 3.18 ansieht, dann gibt es aber neben der eher im proximalen
C-Terminus gelegenen PIP,-Bindungsstelle eine weitere, mehr C-terminal liegende Sequenz
beim GIRK, die Ahnlichkeiten mit dem MaxiK aufweist. Da der Kir3.1 einen langeren
C-Terminus als der Kir2.1 besitzt und diese Gemeinsamkeiten zwischen GIRK und MaxiK
C-terminal vom Ende des Kir2.1 auftreten, konnte die Bindungsstelle fir U73122 und
U73343 in diesem distalsten C-terminalen Sequenz-Stick liegen. Dieser Bereich beinhaltet
beim GIRK auch eine Bindungsstelle fir die By-Untereinheit des G-Proteins.

Damit der GIRK genau mit dem IRK abschlief3t, wurde er an Position 431 trunkiert
(Kir3.1g4s1). Tatséchlich fiel die Stromreduktion durch U73122 bzw. U73343 deutlich geringer
aus als beim GIRKyiqyp. AuBerdem war die Kinetik des Blocks am trunkierten Kanal
verlangsamt (siehe Abschnitt 3.4.5).

Um die Hypothese, dass tatsdchlich Sequenzen im distalen C-Terminus in die Wirkung von
U73122 / U73343 involviert sind, weiter zu untersuchen, wurden als ndchstes Chiméaren aus
Kir3 und Kir2 auf die Wirkung der beiden Substanzen untersucht. Diese Chimaren basieren
auf Verdffentlichungen von Huang et al. (1995) und Slesinger et al. (1995).

Huang et al. (1995) haben durch biochemische Versuche herausgefunden, dass die
By-Untereinheit des G-Proteins am GIRK in zwei separaten Bereichen direkt bindet, und zwar
erstens im N-Terminus und zweitens in einem Bereich aus 190 AS im C-Terminus
(Aminosauren 273 - 462). Diese Doméane entspricht in etwa dem fur mich interessanten
Bereich distal der PIP,-Bindungsstelle. Daraufhin haben Slesinger et al. (1995) verschiedene

Chiméaren aus GIRK1 und dem G-Protein-insensitiven IRK1 geschaffen, um genauer
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herauszufinden, welche Domanen wichtig fir die G-Protein-Steuerung des GIRK sind. Dabei
fielen zwei verschiedene Chimaren auf, die beide bei Co-Expression mit GBy-Untereinheiten
erhdhte Strome aufwiesen, also durch Gy aktiviert wurden. Die eine Chimare enthielt den
N-Terminus und die hydrophobe Core-Region des GIRK1 und den C-Terminus des IRK1,
und die andere Chimére bestand aus dem IRK1 und enthielt den distalen C-Terminus des
GIRK1. Offensichtlich wird eine Chimére bei Co-Expression mit GBy-Untereinheiten also
dann aktiviert, wenn sie entweder den N-Terminus oder einen distalen Teil des C-Terminus
des GIRK1 enthalt. Die hydrophobe Core-Region des GIRK1 (M1-H5-M2) ist dagegen fur die
GPBy-Sensitivitat nicht wichtig (Slesinger et al., 1995).

Die blockierende Wirkung von U73122 war in meinen Messungen tatsachlich deutlich
abgeschwacht, wenn man den kompletten C-Terminus des GIRK durch den C-Terminus des
IRK ersetzte (40% Stromreduktion statt 90% beim GIRK). AuRerdem bendétigte U73122 bei
der Chimare mehr als zehnmal soviel Zeit, um den Strom zu reduzieren (siehe Abschnitt
3.4.5). Umgekehrt wurde eine IRK-Chimare, die den distalen Teil des C-Terminus des GIRK
erhielt, plétzlich sensitiv fir U73122 und U73343 (siehe Abschnitt 3.4.5).

Diese Experimente an den mutierten GIRK weisen eindeutig darauf hin, dass sowohl
Segmente im N-Terminus (Chimare Kir3-Kir2.1) als auch im C-Terminus (Chimare
Kir2.1-Kir3) in die Wirkung von U73122 / U73343 involviert sind. Interessanterweise finden
sich auch im Alignment nicht nur im C-Terminus, sondern auch im N-Terminus
Gemeinsamkeiten des GIRK mit dem MaxiK (nicht dargestellt in Abbildung 3.18).

Zusammen mit den Erkenntnissen von Slesinger et al. (1995), die Regionen im
N-Terminus und im C-Terminus (zwischen H325 und P462) fur die Gpy-Aktivierung
verantwortlich machen, deuten diese Ergebnisse stark auf eine Wirkung von U73122 und
U73343 Uber die GBy-Bindungsstelle hin.

Die MaxiK-Konstrukte ergaben keine funktionellen Kanale (siehe Abschnitt 4.4.5), wodurch
es nicht mdglich war, dort eine Bindungsstelle fir U73122 zu identifizieren. Aber aufgrund
des Alignments ist es am wahrscheinlichsten, dass auch am MaxiK die beiden Substanzen
Uber eine putative GBy-Bindungsstelle im C-Terminus wirken. Tatsachlich gibt es inzwischen
neuere Befunde, die auch die MaxiK zur Gruppe von lonenkanalen zahlen, die direkt Gber
GpBy moduliert werden (Zhou et al., 2008).
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4.5 Mechanistische Wirkung von U73122 auf MaxiK und GIRK

U73122 hat auf das Schaltverhalten von MaxiK eine komplexe Wirkung. In Whole-Cell-
Messungen reduzierte U73122 die Leitfahigkeit, wie man es fur Blocker erwartet. In
Einzelkanal-Messungen nahm die Amplitude der Einzelkanaléffnungen bei starkerer
Depolarisation jedoch zu. Dieses scheinbar paradoxe Verhalten lasst sich dadurch erklaren,
dass U73122 das sog. ,Fast-Gating® des MaxiK aufhebt (siehe Abschnitt 3.2.12). ,Fast-
Gating”“ fuhrt dazu, dass die I-V-Beziehung bei starker Depolarisation eine negative Kennlinie
zeigt, d.h. bei zunehmend positiveren Potentialen nimmt der sichtbare Einzelkanal-Strom
wieder ab, obgleich die treibenden Kraft fir den K*-Strom weiter steigt. Dieses Phanomen
wurde zuvor schon fur andere K*-Kanale beschrieben, u. a. fur Kir-Kanale (Proks et al.,
2001; Claydon et al., 2003; Xie et al., 2004) oder fur den MaxiK (Piskorowski & Aldrich, 2006;
Schroeder & Hansen, 2007).

Mechanistisch wird dieses Phanomen dem ,sehr schnellen Schalten® (,flickering“) des
Selektivitatsfilters zugeschrieben. So werden mit zunehmend positiverem Membranpotential
die K*-lonen schneller vom Selektivitatsfilter abgezogen als sie von innen nachstromen
kénnen. Dies filhrt zu einer lonen-Depletion im Filter mit der Konsequenz, dass die lonen
nicht langer die abstof3enden Krafte der Carbonylgruppen kompensieren kénnen, so dass
der Selektivitatsfilter instabil wird und mit einer hohen Frequenz flickert® (Schroeder &
Hansen, 2007; 2008). Schréder & Hansen (2009) haben fir die Konformationsanderungen
im Bereich des Selektivitatsfilters fiir das ,Fast-Gating“ Ubergangskonstanten im Bereich von
5 MHz gefunden. Diese hohe Zeitauflosung ist nur mit einer Kombination aus spezieller
Messtechnik und speziellen Auswerte-Algorithmen erreichbar (Schroeder & Hansen, 2007;
2008; Huth et al., 2006; 2008). Mittels der hier benutzten Messtechnik (10 kHz Filter) und
Auswertemethode lasst sich das ,Fast-gating” zeitlich nicht auflésen, stellt sich aber als

Reduktion der Stromamplitude dar.

Man kann sich die Wirkung von U73122 demnach so vorstellen, dass durch die Bindung an
eine C-terminale Region die Proteinkonformation stabilisiert wird, wodurch ein
Zusammenfallen der Pore verhindert wird. Dadurch wird das ,Fast-Gating“ aufgehoben und
die Kennlinie linearisiert. Bei den Messungen in dieser Arbeit konnten Veranderungen der
Ubergange im Bereich von 0,1 bis 10 ms bestimmt werden. U73122 bewirkte eine Zunahme
der Geschlossen-Zeitkonstanten und eine Abnahme der Offen-Zeitkonstanten (siehe
Abschnitt 3.2.12). Diese Ubergange, die von der Geschwindigkeit mehrere
GroRRenordnungen unter der des Selektivitatsfilters liegen, kénnen wahrscheinlich einem
anderen Prozess zugeordnet werden - dem Schalten des inneren Gates. Das innere Gate ist

ein zytoplasmatischer VerschluBmechanismus fir den lonendurchtritt (Doyle et al., 1998;
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Jiang et al., 2002; Kuo et al., 2003). Schréder & Hansen (2009) haben fir die langsamen
Ubergange Konstanten im Bereich von 1 bis 10 ms beschrieben, die zu den langsamen von
mir gemessenen Konstanten passen (siehe Abschnitt 3.2.12). Die schnellen von mir
gemessenen Konstanten im Bereich von 0,1 ms (siehe Abschnitt 3.2.12) kdnnten ebenfalls
zum inneren Gate gehoéren und werden evtl. durch den Tiefpass-Filter (10 kHz) nicht richtig
aufgeldst.

Dies bedeutet fur die Wirkung von U73122, dass die Blockade des Kanals im Wesentlichen
durch ein SchlieRen des inneren Gates zustande kommt (Abnahme von NP,). Gleichzeitig
wird das Protein stabilisiert, so dass bei massiver Depolarisation kein Flickerblock mehr
auftritt. Diese Stabilisierung konnte auch die Verschiebung der Aktivierungskurve nach links
(17 mV) erklaren (siehe Abschnitt 3.2.11).

Beim GIRK verdnderten sich die Offen-Zeitkonstanten nicht, bei den Geschlossen-
Zeitkonstanten ergab sich ein ahnliches Bild wie beim MaxiK, zusatzlich kam noch eine
Zeitkonstante von 100 ms hinzu. Wie beim MaxiK konnte die Wirkung von U71322 so
aussehen, dass Uber die Bindung im C-Terminus der Kanal im Bereich des inneren Gates
blockiert wird.

4.6 Klinische Bedeutung

Angesichts des ungewdhnlichen pharmakologischen Profils von U73343, das selektiv und
potent MaxiK- und GIRK-Kandle hemmt, ohne eine PLC-inhibitorische oder alkylierende
Wirkung zu besitzen, stellt sich die Frage, ob die Substanz nicht Ausgangspunkt fir die
Entwicklung neuer Medikamente sein kann. In der Tat haben Kanjhan et al. (2005)
vorgeschlagen, Tertiapin, das ebenfalls MaxiK und GIRK hemmt - wenn auch Uber einen
anderen Mechanismus (s. 0.) - fur die Behandlung von Entzindung und chronischem
Schmerz einzusetzen. Daneben sind weitere therapeutische Anwendungen denkbar. Ein
Beispiel ist das sog. GEPD-Syndrom (,Generalisierte Epilepsie und Paroxysmale
Dyskinesie®). Darunter versteht man die Coexistenz von generalisierter Epilepsie und
paroxysmaler Dyskinesie in einem Individuum (Guerrini, 2001; Guerrini et al.,, 2002).
Interiktale EEG-Aufzeichnungen zeigen generalisierte Spike-Wave-Komplexe. Du et al.
(2005) konnten als Ursache eine autosomal-dominante Mutation auf Chromosom 10g22
feststellen und zeigen, dass eine Mutation im Gen, das fiur die a-Untereinheit des MaxiK
kodiert (KCNMAL), flr das Syndrom verantwortlich ist. Durch eine Substitution eines negativ

geladenen Asparaginsaure-Restes gegen einen neutralen Glycin-Rest (D434G) in der
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RCK1-Doméane kommt es bei der GEPD zu einer deutlich erhdhten Offenwahrscheinlichkeit
des MaxiK infolge einer 3- bis 5-fach erhéhten Ca®*-Sensitivitat. Diese abnorme
Funktionssteigerung (Gain-of-function) erlaubt eine schnellere Repolarisation des
Aktionspotentials, wodurch pathologische Entladungsmuster entstehen kénnen, die - je nach
betroffener Hirnregion - Epilepsien und Bewegungsstorungen hervorrufen kénnen. Deshalb
haben Du et al. (2005) Blocker des MaxiK als mdgliche Therapie der GEPD vorgeschlagen.
Eine gleichzeitige pharmakologische Hemmung von GIRK-Kanélen sollte gerade bei
der GEPD aus folgender Uberlegung heraus vorteilhaft sein: GEPD-Patienten zeigen einen
Absence-ahnlichen epileptischen Phanotyp. Von Absence-Anfallen weild man, dass sie durch
GABAg-Rezeptor-Agonisten wie Baclofen verschlimmert werden (Marescaux et al., 1992).
Der Grund liegt darin, dass Baclofen Uber die Aktivierung von GIRK (siehe Abschnitt 3.1.1;
Sodickson & Bean, 1996; Sickmann & Alzheimer, 2002) langsame und tiefe inhibitorische
postsynaptische Potentiale verstarkt, was einen wesentlichen pathogenetischen
Mechanismus flr Absencen darstellt. Mit der simultanen Hemmung von MaxiK und GIRK
wlrden also die beiden wesentlichen pathophysiologischen Prozesse des GEPD-Syndroms

unterdrtickt.
Angesichts der Vielzahl von Krankheiten, die mit Stérungen von MaxiK und GIRK assoziiert

sind, konnten Substanzen, die sich das von mir hier beschriebene Wirkprinzip zunutze
machen, ein vielversprechendes neues Therapiekonzept darstellen.
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K*-Kanéle bilden die groRte und heterogenste Gruppe der lonenkandle. Sie kommen bei
Eukaryoten und Prokaryoten in allen Geweben vor und spielen bei den unterschiedlichsten
physiologischen Vorgadngen eine wichtige Rolle. Die Sequenzhomologien zwischen
verschiedenen a-Untereinheiten der K'-Kanale sind z. T. sehr gering, und auch ihre
Regulation unterscheidet sich deutlich.

Trotz dieser Unterschiede konnte ich in dieser Arbeit zeigen, dass zwei K'-Kanéle
verschiedener Gruppen - der GIRK und der MaxiK - Uber den gleichen Mechanismus durch
die Substanzen U73122 und U73343 blockiert werden. Der GIRK gehdrt zur Familie der
einwarts-gleichrichtenden K*-Kanéale (Kir-Familie), besteht aus zwei Transmembran (TM)-
Domanen und wird im wesentlichen Uber einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor aktiviert,
wahrend der MaxiK ein spannungsgesteuerter Kanal ist, der hauptsachlich durch Spannung
und Ca?" aktiviert wird und strukturell zur Gruppe mit 6 Transmembran-Domanen gehort.

U73122 ist eine der am haufigsten verwendeten Substanzen, um Phospholipase C
(PLC)- vermittelte Signalwege zu hemmen. Als Kontrolle wird meist das strukturell

verwandte, aber nicht PLC-hemmende Analogon U73343 verwendet.

Bei den Messungen fiel eine einzigartige Selektivitat von U73122 und U73343 auf, denn
weder Kanale der Kir-Familie (ROMK, IRK) noch ein weiterer Ca**-aktivierter K*-Kanal (IK1)
wurden durch U73122 gehemmt. Auch auf andere K'-Kanile wie die KCNQ- (heterolog
exprimierte KCNQL1/E1 bzw. KCNQ2 / KCNQ3) und weitere spannungsabhangige K,-Kanéle
zeigte U73122 keine Wirkung. Dies ist bemerkenswert, da nur wenige K'-Kanal-Blocker

spezifisch fur bestimmte K*-Kanéle sind.

Voruntersuchungen in dieser Arbeit an GIRK-Kanélen dissoziierter Neuronen ergaben
Hinweise, dass U73122 GIRK-Kandle direkt, d.h. auf PLC-unabhangige Weise hemmt.

Die wahrscheinlichste Erklarung fir die hohe Selektivitat von U73122 und U73343 ist
eine homologe Sequenz am GIRK und MaxiK, Uber die die Substanzen wirken kénnen. Ein
Alignment der Aminosauresequenzen von GIRK und MaxiK zeigte homologe Regionen
innerhalb der langen C-terminalen Enden der beiden Kanale, wodurch die hoch-selektive
Wirkung von U73122 und U73343 vermittelt sein konnte. Diese Sequenz-Ahnlichkeiten
liegen in Bereichen, die fur die Modulation der jeweiligen Kanéale entscheidend sind, beim
GIRK im Bereich der Bindungsstelle fur die By-Untereinheit des G-Proteins, beim MaxiK im

+i

Bereich der ,Regulator of Conductance for K™ (RCK)- Doméanen. Tatsachlich verandern
Mutationen in der C-terminalen Region von IRK- und GIRK-Kanalen signifikant ihre

Sensitivitat fur U73122 / U73343.
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Meine Ergebnisse deuten stark auf eine Wirkung der beiden Substanzen Uber die Gpy-
Bindungsstelle des GIRK hin. Inzwischen gibt es neuere Befunde, die auch den MaxiK zu
den Gpy-regulierten Kanalen zéhlen, so dass es - auch aufgrund des Alignments - am
wabhrscheinlichsten ist, dass U73122 auch am MaxiK Uber eine putative GBy-Bindungsstelle
im C-Terminus wirkt. Hingegen konnte ich in meinen Messungen zeigen, dass U73122
weder als Porenblocker, noch Uber eine Alkylierung von Cystein-Resten wirkt. Mehrere
Studien vermuteten eine Wirkung von U73122 (ber die Bindungsstelle von
Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphat (PIP,). Auch dies konnte ich mit Messungen an
mutierten IRK- und GIRK-Kanélen widerlegen.

Eine weitere aufRergewohnliche Wirkung von U73122 und U73343 fiel in
Einzelkanalmessungen am MaxiK auf. So verlangsamten beide Substanzen das ,sehr
schnelle Schalten” (,Flickering“) der Kanale bei starker Depolarisation. Dadurch wurde die
I-V-Beziehung, die beim MaxiK normalerweise eine negative Kennlinie zeigt (Abnahme des
sichtbaren Einzelkanal-Stroms trotz steigender treibender Kraft bei zunehmender
Depolarisation), linearisiert. U73122 schien dabei in der Lage 2zu sein, die

Proteinkonformation des Kanals zu stabilisieren.

In dieser Arbeit konnte zum einen gezeigt werden, dass U73122 und U73343 aufgrund ihrer
selektiven Wirkung auf GIRK und MaxiK Uber die Bindung an ein gemeinsames strukturelles
Motiv interessante pharmakologische Werkzeuge sind. Neben den entdeckten erstaunlichen
Sequenzhomologien zwischen diesen beiden Kanalen konnte eine besondere stabilisierende
Wirkung von U73122 auf den MaxiK auf Einzelkanal-Niveau nachgewiesen werden, die das
»schnelle Schalten“ des Kanals aufhebt. Aufgrund der direkten Wirkung auf GIRK und MaxiK
sollte der Einsatz von U73122 als PLC-Inhibitor, wenn {berhaupt, nur unter Vorbehalt
erfolgen, insbesondere, wenn elektrophysiologisch relevante Parameter im Vordergrund

stehen.

Angesichts dieses ungewdhnlichen Profils von U73122 und U73343 stellt sich die Frage
nach der klinischen Relevanz. Tats&chlich gibt es eine Vielzahl von Krankheiten, die mit
Stérungen von MaxiK und GIRK assoziiert sind, so dass neue Medikamente auf Basis dieser
Erkenntnisse eine viel versprechende neue Therapiemdglichkeit darstellen wirden. Neben
der Behandlung von Entziindung und chronischem Schmerz bietet sich v. a. eine Therapie
des sog. GEPD-Syndrom (,Generalisierte Epilepsie und Paroxysmale Dyskinesie®) an. Mit
der simultanen Hemmung von MaxiK und GIRK kdnnten wesentliche pathophysiologische

Prozesse des GEPD-Syndroms unterdriickt werden.
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7.1 Materialien

Chemikalien

Substanz E?talog- Bezugsquelle

CO, Hullmann (Kiel, Deutschland)

0O, Hullmann (Kiel, Deutschland)
NacCl #6404 Merck (Darmstadt, Deutschland)
KCI #4936 Merck (Darmstadt, Deutschland)
NaOH #6498 Merck (Darmstadt, Deutschland)
KOH #5033 Merck (Darmstadt, Deutschland)
CacCl, #2382 Merck (Darmstadt, Deutschland)
MgCl, #5833 Merck (Darmstadt, Deutschland)
NaHCO, #6329 Merck (Darmstadt, Deutschland)
K*-D-Glukonat #60245 Fluka (Buchs, Schweiz)

Na,HPO, #6586 Merck (Darmstadt, Deutschland)
KH,PO, #4877 Merck (Darmstadt, Deutschland)
CdCl, #202908 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
HEPES #H3375 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Na'-HEPES #H7006 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
EGTA #EA378 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
BAPTA #A4926 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
D-Glucose #8342 Merck (Darmstadt, Deutschland)
D-Saccharose #7687 Merck (Darmstadt, Deutschland)
Mannitol #M9546 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
ATP #A9062 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Na,ATP #A7699 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
GDP #G7127 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
NaGTP #G8877 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
GTPyS #G8634 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Kynurenic acid #K3375 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Papain #P4762 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Ethanol #510 Walter (Kiel, Deutschland)
Natriumacetat #6268 Merck (Darmstadt, Deutschland)
Glycerol #G5150 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Ketamin-Hydrochlorid #K2753 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Xylazin-Hydrochlorid #X1251 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Ampicillin #K029 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Kanamycin #7832 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Penicillin / Streptomycin #A2213 Biochrom (Berlin, Deutschland)
Tetracyclin #0237 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Geneticin (G-418 Sulfat) #11811 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Hygromycin B #10687 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Zeocin #R250 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Bacto™ Agar #2140 Difco (Heidelberg, Deutschland)
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Luria Broth Base, Miller Medium #X968 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Agarose #11380 Serva (Heidelberg, Deutschland)
MEM-Medium #41090 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
D-MEM Medium #42430 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
FCS (Fetales Kalberserum) #S0115 Biochrom (Berlin, Deutschland)
TBE- (Tris-Borat-EDTA) Puffer #3061 Roth (Karlsruhe, Deutschland)
PBS #H15-002 PAA (Pasching, Austria)
Trypan-Blau #15250 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Trypsin-EDTA #L11-004 PAA (Pasching, Austria)
Superfect #301305 Qiagen (Hilden, Deutschland)
SYBR Safe™ DNA Gel Stain #533102 Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Ethidium-Bromid #E8751 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Dimethylsulfoxid (DMSO) #D2650 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
TEA-Chlorid # T2265 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Baclofen #B5399 Biomol (Hamburg, Deutschland)
Serotonin #H9523 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Ba®*-Chlorid #B6394 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Tetrodotoxin (TTX) #1069 Tocris (Bristol, UK)
u73122 #U6756 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
#ST391 Biomol (Hamburg, Deutschland)
U73343 #U6881 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
#ST392 Biomol (Hamburg, Deutschland)
m-3M3FBS #T5699 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
NCDC #N7001 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
N-Ethylmaleimid (NEM) #04259 Fluka (Buchs, Schweiz)
Bupivacain #B5274 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Tertiapin - Q #T1567 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
#1316 Tocris (Bristol, UK)
Linopiridin-Dihydroxchlorid #1999 Tocris (Bristol, UK)
Clotrimazol #C6019 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
B293 #C2615 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Sigmacote® #SL2 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Poly D-Lysine Hydrobromid #P7280 Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
Calcium Calibration Buffer Kit#1 #C3008 MoBiTec (Gottingen, Deutschland)
Enzyme, Kits und DNA
Substanz E?talog- Bezugsquelle
Apa #R6361 Promega (Mannheim, Deutschland)
Clal #R6551 Promega (Mannheim, Deutschland)
EcoR | #R6011 Promega (Mannheim, Deutschland)
Hae Il #R6661 Promega (Mannheim, Deutschland)
Hind 1l #R6041 Promega (Mannheim, Deutschland)
Nco | #R6513 Promega (Mannheim, Deutschland)
Sac | #R6061 Promega (Mannheim, Deutschland)
Sma | #R6121 Promega (Mannheim, Deutschland)
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QlAprep Spin Miniprep Kit #27104 Qiagen (Hilden, Deutschland)
Qiafilter Plasmid Maxi Kit #12262 Qiagen (Hilden, Deutschland)
™ : -
EE”EIUIG HP Plasmid Maxiprep #NAO300 | Sigma (Taufkirchen, Deutschland)
I(\Q/IwkChang_e@ .” XL Site-Directed #200521 Stratagene (La Jolla, CA, USA)
utagenesis Kit
LongRange PCR Kit #206402 Qiagen (Hilden, Deutschland)
QIAquick PCR Purification Kit #28104 Qiagen (Hilden, Deutschland)
pPENTR™/D-TOPO® Cloning Kit #K240020 | Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
PCR Master Mix #M7502 Promega (Mannheim, Deutschland)
Taqg DNA Polymerase #M1661 Promega (Mannheim, Deutschland)
1 kb DNA Ladder #G5711 Promega (Mannheim, Deutschland)
loading dye #G1881 Promega (Mannheim, Deutschland)
pEGFP-C1 Clontech (Mountain View, CA, USA)
One Shot Topl10/P3 — E.coli #C505003 | Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Primer MWG-Biotech (Ebersberg,
Deutschland)
Verbrauchsmaterialien
Gegenstand Katalog-Nr. | Bezugsquelle
Petrischalen fur Zellkultur 35 mm #430165 Corning (Acton, USA)

50 ml Kulturflaschen 25 cm?

#83.1810.002

Sarstedt (Nimbrecht,
Deutschland)

250 ml Kulturflaschen 75 cm?

#83.1813.002

Sarstedt (Nimbrecht,
Deutschland)

Glasbodenschalen

#FD35-100

World Precision Instruments
(Sarasota, FL, USA)

Petrischalen fur Bakterien 100 mm

#82.1473.001

Sarstedt (Nimbrecht,
Deutschland)

Sarstedt (Nimbrecht,

Sterile Tubes 50 ml #62.547.004
Deutschland)
Sterile Tubes 15 ml #62.554.002 | Sarstedt (Numbrecht,
Deutschland)
Kryotubes #72.694.005 | Sarstedt (Numbrecht,

Deutschland)

Serologische Pipetten 10 ml

#86.1254.001

Sarstedt (Nimbrecht,
Deutschland)

Serologische Pipetten 25 ml

#86.1685.001

Sarstedt (Nimbrecht,
Deutschland)

World Precision Instruments

Spritzenfilamente — Microfil 34A WG | #MF34G-50 (Sarasota, FL, USA)
Borosilikatglas-Rohlinge AD 1,5; #30-0066 Harvard Apparatus (Edenbridge,
ID1,17; Filament Kent, England)
Borosilikatglas-Rohlinge AD 1,5; #30-0057 Harvard Apparatus (Edenbridge,
ID0,86; Filament Kent, England)
Borosilikatglas-Rohlinge AD 1,5; #30-0053 Harvard Apparatus (Edenbridge,
ID0,86; ohne Filament Kent, England)

Pasteurpipetten #9411031 Eydam (Kiel, Deutschland)
Miracloth-Filter #475855 Calbiochem (Darmstadt,

Deutschland)

149




7. Anhang

Calcium lonophore II-Membrane A,
Selectophore ®, Nr. 21189

#21189

Fluka (Buchs, Schweiz)

weitere Verbrauchsmaterialien:
Pipettenspitzen, PCR-Tubes,...

Sarstedt (Nimbrecht,
Deutschland)

Gerate

Centrifuge 5424

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Spectrafuge mini

neolab (Heidelberg, Deutschland)

IKA® MS2 Minishaker

Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Biofuge fresco

Heraeus (Langenselbold, Deutschland)

Multifuge 3S-R

Heraeus (Langenselbold, Deutschland)

Labofuge 400R

Heraeus (Langenselbold, Deutschland)

HeraSafe Cleanbench

Heraeus (Langenselbold, Deutschland)

HeraCell 150 Brutschrank fiir Zellkultur

Heraeus (Langenselbold, Deutschland)

Inkubator innova™ 4230

New Brunswick (Nurtingen, Deutschland)

Autoklave

Webecke (Bad Schwartau, Deutschland)

Mastercycler® gradient

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Spectrophotometer NanoDrop® ND-1000

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen,
Deutschland)

Elektrophoreseeinheit Mini-Sub Cell GT

BIO-RAD (Miinchen, Deutschland)

Transilluminator

LTF Labortechnik (Wasserburg,
Deutschland)

Videodokumentationssystem

LTF Labortechnik (Wasserburg,
Deutschland)

Pipettierhilfe — Pipetus standard

Eydam (Kiel, Deutschland)

Neubauer Zahlkammer (improved)

Assistent (Sondheim, Deutschland)

DMZ-Universal-Pipettenpuller

Zeitz-Instruments (Minchen, Deutschland)

Vibratom VT 1000S

Leica (Wetzlar, Deutschland)

Konfokales Mikroskop LSM510

Zeiss (Jena, Deutschland)

Inverses Mikroskop Axiovert 200 M mit
Physiologie-Modul

Zeiss (Jena, Deutschland)

Inverses Mikroskop Axiovert 35
mit Hoffman-Phasenkontrastoptik fur
Zellkultur

Zeiss (Jena, Deutschland)

Patch-Clamp-Verstarker Axopatch 200B

Molecular Devices / MDS Analytical
Technologies (Sunnyvale, CA, USA)

Digitizer Box Digidata 1322A

Molecular Devices / MDS Analytical
Technologies (Sunnyvale, CA, USA)

Oszilloskop PM3215

Philips (Hamburg, Deutschland)

Schwingungsgedampfter Tisch
Vibraplane 9101

Kinetic Systems (Boston, MA, USA)

Hydraulischer Mikromanipulator

Narishige (Tokyo, Japan)

HQ-Filterset fur EGFP
Fluoreszenzfilterset HQ-EGFP

AHF Analysentechnik (Tubingen,
Deutschland)

High-Power-LED-Modul

Rapp OptoElectronic GmbH (Hamburg,
Deutschland)

pClamp9.2-Software

Molecular Devices / MDS Analytical
Technologies (Sunnyvale, CA, USA)

OriginPro 7G-Software

Origin Lab Corp (Northampton, MA, USA)
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7.2 Gensequenzen der Wildtyp-Kanale

Im Folgenden wurden nur die kodierenden Gensequenzen aufgelistet. Alle Basensequenzen
wurden von 5’ nach 3’ dargestellt.

Basensequenz des Kir2.1r (IRK1)

ATGGGCAGTGTGAGAACCAACCGCTACAGCATCGTCTCTTCGGAGGAAGACGGCATGAAGCTGG
CCACCATGGCCGTCGCCAATGGCTTTGGGAATGGCAAGAGTAAAGTCCATACCCGACAACAGTG
CAGGAGCCGCTTTGTGAAGAAAGACGGGCATTGCAACGTTCAGTTTATCAACGTGGGAGAGAAA
GGACAGAGGTACCTGGCGGACATCTTTACTACCTGTGTGGACATCCGCTGGCGGTGGATGCTGG
TAATCTTCTGCCTCGCATTCGTGCTCTCCTGGCTGTTCTTTGGCTGTGTGTTTTGGTTGATAGCTC
TGCTCCACGGGGATCTGGATGCTTCTAAAGAGAGCAAAGCGTGTGTGTCTGAGGTCAACAGCTT
CACGGCTGCCTTCCTCTTCTCCATTGAGACCCAGACAACCATCGGCTATGGTTTCAGGTGTGTTA
CAGACGAGTGCCCGATTGCTGTTTTCATGGTGGTATTCCAGTCAATCGTGGGCTGCATCATCGAC
GCCTTCATCATTGGTGCAGTCATGGCGAAGATGGCGAAGCCAAAGAAGAGGAATGAGACTCTGG
TCTTCAGCCACAACGCTGTGATTGCCATGAGGGACGGCAAACTCTGCTTGATGTGGAGAGTGGG
CAACCTTCGCAAGAGCCACCTTGTGGAAGCTCATGTCCGGGCACAGCTTCTCAAATCTAGGATCA
CTTCAGAAGGGGAGTACATCCCCTTGGACCAGATAGACATCAACGTTGGTTTCGATAGCGGAATC
GACCGTATATTTCTAGTGTCCCCAATCACTATTGTCCATGAAATAGACGAAGACAGCCCTTTGTAT
GACTTGAGTAAGCAGGACATTGACAATGCAGACTTTGAAATCGTTGTCATCCTGGAAGGCATGGT
GGAGGCCACTGCCATGACAACGCAATGCCGGAGTTCATATCTGGCCAATGAGATTCTCTGGGGT
CACCGCTACGAGCCGGTGCTCTTTGAAGAGAAGCATTGCTATAAAGTAGACTATTCAAGATTCCA
TAAGACTTACGAAGTACCTAACACTCCCCTTTGTAGTGCCAGAGACTTAGCAGAGAAGAAATACAT
CCTCTCAAATGCAAATTCATTTTGCTATGAAAATGAAGTTGCCCTAACAAGCAAAGAGGAAGAGGA
CAGTGAGAACGGAGTTCCAGAGAGCACAAGTACGGACTCACCTCCTGGCATAGATCTCCACAAC
CAGGCGAGCGTGCCTCTAGAGCCCAGGCCTTTAAGGCGAGAATCGGAGATATGA

Basensequenz des Kir3.1r (GIRK1)

ATGTCTGCACTCCGAAGGAAATTTGGGGACGATTACCAGGTAGTGACCACTTCGTCCAGCGGTTC
GGGCTTGCAGCCCCAGGGGCCAGGACAGGGCCCACAGCAGCAGCTTGTACCCAAGAAGAAACG
GCAGCGGTTCGTGGACAAGAACGGTCGGTGCAATGTGCAGCACGGCAACCTGGGCAGCGAGAC
CAGTCGCTACCTTTCCGACCTCTTCACTACCCTGGTGGATCTCAAGTGGCGTTGGAACCTCTTTA
TCTTCATCCTCACCTACACCGTGGCCTGGCTCTTCATGGCGTCCATGTGGTGGGTGATCGCTTAT
ACCCGGGGCGACCTGAACAAAGCCCATGTCGGCAACTACACTCCCTGTGTGGCCAATGTCTATA
ACTTCCCCTCTGCCTTCCTTTTCTTCATCGAGACCGAGGCCACCATCGGCTATGGCTACCGCTAC
ATCACCGACAAGTGCCCCGAGGGCATCATCCTTTTCCTTTTCCAGTCCATCCTTGGCTCCATCGT
GGACGCTTTCCTCATCGGCTGCATGTTCATCAAGATGTCCCAGCCCAAAAAGCGCGCCGAGACC
CTCATGTTTAGCGAGCATGCGGTTATTTCCATGAGGGACGGAAAACTCACTCTCATGTTCCGGGT
GGGCAACCTGCGCAACAGCCACATGGTCTCCGCGCAGATCCGCTGCAAGCTGCTCAAATCTCGG
CAGACACCTGAGGGTGAGTTTCTACCCCTTGACCAACTTGAACTGGATGTAGGTTTTAGTACAGG
GGCAGATCAACTTTTTCTTGTGTCCCCTCTCACCATTTGCCACGTGATCGATGCCAAAAGCCCCTT
TTATGACCTATCCCAGCGAAGCATGCAAACTGAACAGTTCGAGGTGGTCGTCATCCTGGAAGGCA
TCGTGGAAACCACAGGGATGACTTGTCAAGCTCGAACATCATACACCGAAGATGAAGTTCTTTGG
GGTCATCGTTTTTTCCCTGTAATTTCTTTAGAAGAAGGATTCTTTAAAGTCGATTACTCCCAGTTCC
ATGCAACCTTTGAAGTCCCCACCCCTCCGTACAGTGTGAAAGAGCAGGAAGAAATGCTTCTCATG
TCTTCCCCTTTAATAGCACCAGCCATAACCAACAGCAAAGAAAGACACAATTCTGTGGAGTGCTTA
GATGGACTAGATGACATTAGCACAAAACTTCCATCGAAGCTGCAGAAAATTACGGGGAGAGAAGA
CTTTCCCAAAAAACTCCTGAGGATGAGTTCTACAACTTCAGAAAAAGCCTATAGTTTGGGTGATTT
GCCCATGAAACTCCAACGAATAAGTTCGGTTCCTGGCAACTCTGAAGAAAAACTGGTATCTAAAA
CCACCAAGATGTTATCAGATCCCATGAGCCAGTCTGTGGCCGATTTGCCACCGAAGCTTCAAAAG
ATGGCTGGAGGACCTACCAGGATGGAAGGGAATCTTCCAGCCAAACTAAGAAAAATGAACTCTGA
CCGCTTCACATAG
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Basensequenz des Kir3.2h (GIRK?2)

ATGGCCAAGCTGACAGAATCCATGACTAACGTCCTGGAGGGCGACTCCATGGATCAGGACGTCG
AAAGCCCAGTGGCCATTCACCAGCCAAAGTTGCCTAAGCAGGCCAGGGATGACCTGCCAAGACA
CATCAGCCGAGATCGGACCAAAAGGAAAATCCAGAGGTACGTGAGGAAAGACGGAAAGTGCAAT
GTTCATCACGGCAACGTGAGGGAGACCTATCGCTACCTGACCGATATCTTCACCACATTAGTGGA
CCTGAAGTGGAGATTCAACCTATTGATTTTTGTCATGGTTTACACAGTGACCTGGCTCTTTTTTGG
AATGATCTGGTGGTTGATCGCATACATACGGGGAGACATGGACCACATAGAGGACCCCTCCTGG
ACTCCTTGTGTTACCAACCTCAACGGGTTCGTCTCTGCTTTTTTATTCTCAATAGAGACAGAAACC
ACCATTGGTTATGGCTACCGGGTCATCACAGATAAATGCCCGGAGGGAATTATTCTTCTCTTAATC
CAATCTGTGTTGGGGTCCATTGTCAATGCATTCATGGTGGGATGCATGTTTGTAAAAATCTCTCAA
CCCAAGAAGAGGGCAGAGACCCTGGTCTTTTCCACCCATGCAGTGATCTCCATGCGGGATGGGA
AACTGTGCCTGATGTTCCGGGTAGGGGACCTTAGGAATTCCCACATTGTGGAGGCTTCCATCAGA
GCCAAGTTGATCAAATCCAAACAGACCTCGGAGGGGGAGTTCATCCCGTTGAACCAGACGGATA
TCAACGTAGGGTATTACACGGGGGATGACCGTCTGTTTCTGGTGTCACCGCTGATCATTAGCCAT
GAAATTAACCAACAGAGTCCTTTCTGGGAGATCTCCAAAGCCCAGCTGCCCAAAGAGGAACTGGA
AATTGTGGTCATCCTAGAAGGAATGGTGGAAGCCACAGGGATGACATGCCAAGCTCGAAGCTCC
TACATCACCAGTGAGATCCTGTGGGGTTACCGGTTCACACCTGTCCTGACCCTGGAGGACGGGT
TCTACGAAGTTGACTACAACAGCTTCCATGAGACCTATGAGACCAGCACCCCATCCCTTAGTGCC
AAAGAGCTGGCCGAGTTAGCCAGCAGGGCAGAGCTGCCCCTGAGTTGGTCTGTATCCAGCAAAC
TCAACCAACATGCAGAACTGGAGACTGAAGAGGAAGAAAAGAACCTCGAAGAGCAAACAGAAAG
AAATGGTGATGTGGCAAACCTGGAGAATGAATCCAAAGTTTAG

Basensequenz des hSlol (MaxiK)

ATGGATGCGCTCATCATCCCGGTGACCATGGAGGTGCCGTGCGACAGCCGGGGCCAACGCATG
TGGTGGGCTTTCCTGGCCTCCTCCATGGTGACTTTCTTCGGGGGCCTCTTCATCATCTTGCTCTG
GCGGACGCTCAAGTACCTGTGGACCGTGTGCTGCCACTGCGGGGGCAAGACGAAGGAGGCCCA
GAAGATTAACAATGGCTCAAGCCAGGCGGATGGCACTCTCAAACCAGTGGATGAAAAAGAGGAG
GCAGTGGCCGCCGAGGTCGGCTGGATGACCTCCGTGAAGGACTGGGCGGGGGTGATGATATCC
GCCCAGACACTGACTGGCAGAGTCCTGGTTGTCTTAGTCTTTGCTCTCAGCATCGGTGCACTTGT
AATATACTTCATAGATTCATCAAACCCAATAGAATCCTGCCAGAATTTCTACAAAGATTTCACATTA
CAGATCGACATGGCTTTCAACGTGTTCTTCCTTCTCTACTTTGGCTTGCGGTTTATTGCAGCCAAC
GATAAATTGTGGTTCTGGCTGGAAGTGAACTCTGTAGTGGATTTCTTCACGGTGCCCCCCGTGTT
TGTGTCTGTGTACTTAAACAGAAGTTGGCTTGGTTTGAGATTTTTAAGAGCTCTGAGACTGATACA
GTTTTCAGAAATTTTGCAGTTTCTGAATATTCTTAAAACAAGTAATTCCATCAAGCTGGTGAATCTG
CTCTCCATATTTATCAGCACGTGGCTGACTGCAGCCGGGTTCATCCATTTGGTGGAGAATTCAGG
GGACCCATGGGAAAATTTCCAAAACAACCAGGCTCTCACCTACTGGGAATGTGTCTATTTACTCAT
GGTCACAATGTCCACCGTTGGTTATGGGGATGTTTATGCAAAAACCACACTTGGGCGCCTCTTCA
TGGTCTTCTTCATCCTCGGGGGACTGGCCATGTTTGCCAGCTACGTCCCTGAAATCATAGAGTTA
ATAGGAAACCGCAAGAAATACGGGGGCTCCTATAGTGCGGTTAGTGGAAGAAAGCACATTGTGG
TCTGCGGACACATCACTCTGGAGAGTGTTTCCAACTTCCTGAAGGACTTTCTGCACAAGGACCGG
GATGACGTCAATGTGGAGATCGTTTTTCTTCACAACATCTCCCCCAACCTGGAGCTTGAAGCTCT
GTTCAAACGACATTTTACTCAGGTGGAATTTTATCAGGGTTCCGTCCTCAATCCACATGATCTTGC
AAGAGTCAAGATAGAGTCAGCAGATGCATGCCTGATCCTTGCCAACAAGTACTGCGCTGACCCG
GATGCGGAGGATGCCTCGAATATCATGAGAGTAATCTCCATAAAGAACTACCATCCGAAGATAAG
AATCATCACTCAAATGCTGCAGTATCACAACAAGGCCCATCTGCTAAACATCCCGAGCTGGAATT
GGAAAGAAGGTGATGACGCAATCTGCCTCGCAGAGTTGAAGTTGGGCTTCATAGCCCAGAGCTG
CCTGGCTCAAGGCCTCTCCACCATGCTTGCCAACCTCTTCTCCATGAGGTCATTCATAAAGATTG
AGGAAGACACATGGCAGAAATACTACTTGGAAGGAGTCTCAAATGAAATGTACACAGAATATCTC
TCCAGTGCCTTCGTGGGTCTGTCCTTCCCTACTGTTTGTGAGCTGTGTTTTGTGAAGCTCAAGCT
CCTAATGATAGCCATTGAGTACAAGTCTGCCAACCGAGAGAGCCGTATATTAATTAATCCTGGAAA
CCATCTTAAGATCCAAGAAGGTACTTTAGGATTTTTCATCGCAAGTGATGCCAAAGAAGTTAAAAG
GGCATTTTTTTACTGCAAGGCCTGTCATGATGACATCACAGATCCCAAAAGAATAAAAAAATGTGG
CTGCAAACGGCTTGAAGATGAGCAGCCGTCAACACTATCACCAAAAAAAAAGCAACGGAATGGA
GGCATGCGGAACTCACCCAACACCTCGCCTAAGCTGATGAGGCATGACCCCTTGTTAATTCCTG
GCAATGATCAGATTGACAACATGGACTCCAATGTGAAGAAGTACGACTCTACTGGGATGTTTCAC
TGGTGTGCACCCAAGGAGATAGAGAAAGTCATCCTGACTCGAAGTGAAGCTGCCATGACCGTCC
TGAGTGGCCATGTCGTGGTCTGCATCTTTGGCGACGTCAGCTCAGCCCTGATCGGCCTCCGGAA
CCTGGTGATGCCGCTCCGTGCCAGCAACTTTCATTACCATGAGCTCAAGCACATTGTGTTTGTGG
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GCTCTATTGAGTACCTCAAGCGGGAATGGGAGACGCTTCATAACTTCCCCAAAGTGTCCATATTG
CCTGGTACGCCATTAAGTCGGGCTGATTTAAGGGCTGTCAACATCAACCTCTGTGACATGTGCGT
TATCCTGTCAGCCAATCAGAATAATATTGATGATACTTCGCTGCAGGACAAGGAATGCATCTTGGC
GTCACTCAACATCAAATCTATGCAGTTTGATGACAGCATCGGAGTCTTGCAGGCTAATTCCCAAG
GGTTCACACCTCCAGGAATGGATAGATCCTCTCCAGATAACAGCCCAGTGCACGGGATGTTACGT
CAACCATCCATCACAACTGGGGTCAACATCCCCATCATCACTGAACTAGTGAACGATACTAATGTT
CAGTTTTTGGACCAAGACGATGATGATGACCCTGATACAGAACTGTACCTCACGCAGCCCTTTGC
CTGTGGGACAGCATTTGCCGTCAGTGTCCTGGACTCACTCATGAGCGCGACGTACTTCAATGACA
ATATCCTCACCCTGATACGGACCCTGGTGACCGGAGGAGCCACGCCGGAGCTGGAGGCTCTGA
TTGCTGAGGAAAACGCCCTTAGAGGTGGCTACAGCACCCCGCAGACACTGGCCAATAGGGACCG
CTGCCGCGTGGCCCAGTTAGCTCTGCTCGATGGGCCATTTGCGGACTTAGGGGATGGTGGTTGT
TATGGTGATCTGTTCTGCAAAGCTCTGAAAACATATAATATGCTTTGTTTTGGAATTTACCGGCTG
AGAGATGCTCACCTCAGCACCCCCAGTCAGTGCACAAAGAGGTATGTCATCACCAACCCGCCCT
ATGAGTTTGAGCTCGTGCCGACGGACCTGATCTTCTGCTTAATGCAGTTTGACCACAATGCCGGC
CAGTCCCGGGCCAGCCTGTCCCATTCCTCCCACTCGTCGCAGTCCTCCAGCAAGAAGAGCTCCT
CTGTTCACTCCATCCCATCCACAGCAAACCGACAGAACCGGCCCAAGTCCAGGGAGTCCCGGGA
CAAACAGAAGTACGTGCAGGAAGAGCGGCTTTGAT

7.3 Gensequenzen der in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte

Basensequenz des Kir2.1 (L222I)

Gelb dargestellt ist die Punktmutation L222I.

ATGGGCAGTGTGAGAACCAACCGCTACAGCATCGTCTCTTCGGAGGAAGACGGCATGAAGCTGG
CCACCATGGCCGTCGCCAATGGCTTTGGGAATGGCAAGAGTAAAGTCCATACCCGACAACAGTG
CAGGAGCCGCTTTGTGAAGAAAGACGGGCATTGCAACGTTCAGTTTATCAACGTGGGAGAGAAA
GGACAGAGGTACCTGGCGGACATCTTTACTACCTGTGTGGACATCCGCTGGCGGTGGATGCTGG
TAATCTTCTGCCTCGCATTCGTGCTCTCCTGGCTGTTCTTTGGCTGTGTGTTTTGGTTGATAGCTC
TGCTCCACGGGGATCTGGATGCTTCTAAAGAGAGCAAAGCGTGTGTGTCTGAGGTCAACAGCTT
CACGGCTGCCTTCCTCTTCTCCATTGAGACCCAGACAACCATCGGCTATGGTTTCAGGTGTGTTA
CAGACGAGTGCCCGATTGCTGTTTTCATGGTGGTATTCCAGTCAATCGTGGGCTGCATCATCGAC
GCCTTCATCATTGGTGCAGTCATGGCGAAGATGGCGAAGCCAAAGAAGAGGAATGAGACTCTGG
TCTTCAGCCACAACGCTGTGATTGCCATGAGGGACGGCAAACTCTGCTTGATGTGGAGAGTGGG
CAACCTTCGCAAGAGCCACATTGTGGAAGCTCATGTCCGGGCACAGCTTCTCAAATCTAGGATCA
CTTCAGAAGGGGAGTACATCCCCTTGGACCAGATAGACATCAACGTTGGTTTCGATAGCGGAATC
GACCGTATATTTCTAGTGTCCCCAATCACTATTGTCCATGAAATAGACGAAGACAGCCCTTTGTAT
GACTTGAGTAAGCAGGACATTGACAATGCAGACTTTGAAATCGTTGTCATCCTGGAAGGCATGGT
GGAGGCCACTGCCATGACAACGCAATGCCGGAGTTCATATCTGGCCAATGAGATTCTCTGGGGT
CACCGCTACGAGCCGGTGCTCTTTGAAGAGAAGCATTGCTATAAAGTAGACTATTCAAGATTCCA
TAAGACTTACGAAGTACCTAACACTCCCCTTTGTAGTGCCAGAGACTTAGCAGAGAAGAAATACAT
CCTCTCAAATGCAAATTCATTTTGCTATGAAAATGAAGTTGCCCTAACAAGCAAAGAGGAAGAGGA
CAGTGAGAACGGAGTTCCAGAGAGCACAAGTACGGACTCACCTCCTGGCATAGATCTCCACAAC
CAGGCGAGCGTGCCTCTAGAGCCCAGGCCTTTAAGGCGAGAATCGGAGATATGA

Basensequenz des Kir3.2 (1232L)

Gelb dargestellt ist die Punktmutation 1232L.

ATGGCCAAGCTGACAGAATCCATGACTAACGTCCTGGAGGGCGACTCCATGGATCAGGACGTCG
AAAGCCCAGTGGCCATTCACCAGCCAAAGTTGCCTAAGCAGGCCAGGGATGACCTGCCAAGACA
CATCAGCCGAGATCGGACCAAAAGGAAAATCCAGAGGTACGTGAGGAAAGACGGAAAGTGCAAT
GTTCATCACGGCAACGTGAGGGAGACCTATCGCTACCTGACCGATATCTTCACCACATTAGTGGA
CCTGAAGTGGAGATTCAACCTATTGATTTTTGTCATGGTTTACACAGTGACCTGGCTCTTTTTTGG
AATGATCTGGTGGTTGATCGCATACATACGGGGAGACATGGACCACATAGAGGACCCCTCCTGG
ACTCCTTGTGTTACCAACCTCAACGGGTTCGTCTCTGCTTTTTTATTCTCAATAGAGACAGAAACC
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ACCATTGGTTATGGCTACCGGGTCATCACAGATAAATGCCCGGAGGGAATTATTCTTCTCTTAATC
CAATCTGTGTTGGGGTCCATTGTCAATGCATTCATGGTGGGATGCATGTTTGTAAAAATCTCTCAA
CCCAAGAAGAGGGCAGAGACCCTGGTCTTTTCCACCCATGCAGTGATCTCCATGCGGGATGGGA
AACTGTGCCTGATGTTCCGGGTAGGGGACCTTAGGAATTCCCACCTGGTGGAGGCTTCCATCAG
AGCCAAGTTGATCAAATCCAAACAGACCTCGGAGGGGGAGTTCATCCCGTTGAACCAGACGGAT
ATCAACGTAGGGTATTACACGGGGGATGACCGTCTGTTTCTGGTGTCACCGCTGATCATTAGCCA
TGAAATTAACCAACAGAGTCCTTTCTGGGAGATCTCCAAAGCCCAGCTGCCCAAAGAGGAACTGG
AAATTGTGGTCATCCTAGAAGGAATGGTGGAAGCCACAGGGATGACATGCCAAGCTCGAAGCTC
CTACATCACCAGTGAGATCCTGTGGGGTTACCGGTTCACACCTGTCCTGACCCTGGAGGACGGG
TTCTACGAAGTTGACTACAACAGCTTCCATGAGACCTATGAGACCAGCACCCCATCCCTTAGTGC
CAAAGAGCTGGCCGAGTTAGCCAGCAGGGCAGAGCTGCCCCTGAGTTGGTCTGTATCCAGCAAA
CTCAACCAACATGCAGAACTGGAGACTGAAGAGGAAGAAAAGAACCTCGAAGAGCAAACAGAAA
GAAATGGTGATGTGGCAAACCTGGAGAATGAATCCAAAGTTTAG

Basensequenz des Kir3.1kir2.1.pip

Gelb dargestellt ist die PIP,-Sequenz des Kir2.1, die die PIP,-Sequenz des Kir3.1 ersetzt, rot
markiert ist eine ,silent Mutation®.

ATGTCTGCACTCCGAAGGAAATTTGGGGACGATTACCAGGTAGTGACCACTTCGTCCAGCGGTTC
GGGCTTGCAGCCCCAGGGGCCAGGACAGGGCCCACAGCAGCAGCTTGTACCCAAGAAGAAACG
GCAGCGGTTCGTGGACAAGAACGGTCGGTGCAATGTGCAGCACGGCAACCTGGGCAGCGAGAC
CAGTCGCTACCTTTCCGACCTCTTCACTACCCTGGTGGATCTCAAGTGGCGTTGGAACCTCTTTA
TCTTCATCCTCACCTACACCGTGGCCTGGCTCTTCATGGCGTCCATGTGGTGGGTGATCGCTTAT
ACCCGGGGCGACCTGAACAAAGCCCATGTCGGCAACTACACTCCCTGTGTGGCCAATGTCTATA
ACTTCCCCTCTGCCTTCCTTTTCTTCATCGAGACCGAGGCCACCATCGGCTATGGCTACCGCTAC
ATCACCGACAAGTGCCCCGAGGGCATCATCCTTTTCCTTTTCCAGTCCATCCTTGGCTCCATCGT
GGACGCTTTCCTCATCGGCTGCATGTTCATCAAGATGTCCCAGCCCAAAAAGCGCGCCGAGACC
CTCATGTTTAGCGAGCATGCGGTTATTTCCATGAGGGACGGAAAACTCTGCTTGATGTGGAGAGT
GGGCAACCTTCGCAAGAGCCACCTTGTGGAAGCTCATGTCCGGGCACAGCTTCTCAAATCTAGG
ATCACTTCAGAAGGGGAGTACATCCCCTTGGACCAACTTGAACTGGATGTAGGTTTTAGTACAGG
GGCAGATCAACTTTTTCTTGTGTCCCCTCTCACCATTTGCCACGTGATCGATGCCAAAAGCCCCTT
TTATGACCTATCCCAGCGAAGCATGCAAACTGAACAGTTCGAGGTGGTCGTCATCCTGGAAGGCA
TCGTGGAAACCACAGGGATGACTTGTCAAGCTCGAACATCATACACCGAAGATGAAGTTCTTTGG
GGTCATCGTTTTTTCCCTGTAATTTCTTTAGAAGAAGGATTCTTTAAAGTCGATTACTCCCAGTTCC
ATGCAACCTTTGAAGTCCCCACCCCTCCGTACAGTGTGAAAGAGCAGGAAGAAATGCTTCTCATG
TCTTCCCCTTTAATAGCACCAGCCATAACCAACAGCAAAGAAAGACACAATTCTGTGGAGTGCTTA
GATGGACTAGATGACATTAGCACAAAACTTCCATCGAAGCTGCAGAAAATTACGGGGAGAGAAGA
CTTTCCCAAAAAACTCCTGAGGATGAGTTCTACAACTTCAGAAAAAGCCTATAGTTTGGGTGATTT
GCCCATGAAACTCCAACGAATAAGTTCGGTTCCTGGCAACTCTGAAGAAAAACIIGGTATCTAAAA
CCACCAAGATGTTATCAGATCCCATGAGCCAGTCTGTGGCCGATTTGCCACCGAAGCTTCAAAAG
ATGGCTGGAGGACCTACCAGGATGGAAGGGAATCTTCCAGCCAAACTAAGAAAAATGAACTCTGA
CCGCTTCACATAG

Basensequenz des Kir3.2¢i2.1.pip

Gelb dargestellt ist die PIP,-Sequenz des Kir2.1, die die PIP,-Sequenz des Kir3.2 ersetzt.

ATGGCCAAGCTGACAGAATCCATGACTAACGTCCTGGAGGGCGACTCCATGGATCAGGACGTCG
AAAGCCCAGTGGCCATTCACCAGCCAAAGTTGCCTAAGCAGGCCAGGGATGACCTGCCAAGACA
CATCAGCCGAGATCGGACCAAAAGGAAAATCCAGAGGTACGTGAGGAAAGACGGAAAGTGCAAT
GTTCATCACGGCAACGTGAGGGAGACCTATCGCTACCTGACCGATATCTTCACCACATTAGTGGA
CCTGAAGTGGAGATTCAACCTATTGATTTTTGTCATGGTTTACACAGTGACCTGGCTCTTTTTTGG
AATGATCTGGTGGTTGATCGCATACATACGGGGAGACATGGACCACATAGAGGACCCCTCCTGG
ACTCCTTGTGTTACCAACCTCAACGGGTTCGTCTCTGCTTTTTTATTCTCAATAGAGACAGAAACC
ACCATTGGTTATGGCTACCGGGTCATCACAGATAAATGCCCGGAGGGAATTATTCTTCTCTTAATC
CAATCTGTGTTGGGGTCCATTGTCAATGCATTCATGGTGGGATGCATGTTTGTAAAAATCTCTCAA
CCCAAGAAGAGGGCAGAGACCCTGGTCTTTTCCACCCATGCAGTGATCTCCATGCGGGATGGGA
AACTCTGCTTGATGTGGAGAGTGGGCAACCTTCGCAAGAGCCACCTTGTGGAAGCTCATGTCCG
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GGCACAGCTTCTCAAATCTAGGATCACTTCAGAAGGGGAGTACATCCCCTTGAACCAGACGGATA
TCAACGTAGGGTATTACACGGGGGATGACCGTCTGTTTCTGGTGTCACCGCTGATCATTAGCCAT
GAAATTAACCAACAGAGTCCTTTCTGGGAGATCTCCAAAGCCCAGCTGCCCAAAGAGGAACTGGA
AATTGTGGTCATCCTAGAAGGAATGGTGGAAGCCACAGGGATGACATGCCAAGCTCGAAGCTCC
TACATCACCAGTGAGATCCTGTGGGGTTACCGGTTCACACCTGTCCTGACCCTGGAGGACGGGT
TCTACGAAGTTGACTACAACAGCTTCCATGAGACCTATGAGACCAGCACCCCATCCCTTAGTGCC
AAAGAGCTGGCCGAGTTAGCCAGCAGGGCAGAGCTGCCCCTGAGTTGGTCTGTATCCAGCAAAC
TCAACCAACATGCAGAACTGGAGACTGAAGAGGAAGAAAAGAACCTCGAAGAGCAAACAGAAAG
AAATGGTGATGTGGCAAACCTGGAGAATGAATCCAAAGTTTAG

Ki r3.1ca31

ATGTCTGCACTCCGAAGGAAATTTGGGGACGATTACCAGGTAGTGACCACTTCGTCCAGCGGTTC
GGGCTTGCAGCCCCAGGGGCCAGGACAGGGCCCACAGCAGCAGCTTGTACCCAAGAAGAAACG
GCAGCGGTTCGTGGACAAGAACGGTCGGTGCAATGTGCAGCACGGCAACCTGGGCAGCGAGAC
CAGTCGCTACCTTTCCGACCTCTTCACTACCCTGGTGGATCTCAAGTGGCGTTGGAACCTCTTTA
TCTTCATCCTCACCTACACCGTGGCCTGGCTCTTCATGGCGTCCATGTGGTGGGTGATCGCTTAT
ACCCGGGGCGACCTGAACAAAGCCCATGTCGGCAACTACACTCCCTGTGTGGCCAATGTCTATA
ACTTCCCCTCTGCCTTCCTTTTCTTCATCGAGACCGAGGCCACCATCGGCTATGGCTACCGCTAC
ATCACCGACAAGTGCCCCGAGGGCATCATCCTTTTCCTTTTCCAGTCCATCCTTGGCTCCATCGT
GGACGCTTTCCTCATCGGCTGCATGTTCATCAAGATGTCCCAGCCCAAAAAGCGCGCCGAGACC
CTCATGTTTAGCGAGCATGCGGTTATTTCCATGAGGGACGGAAAACTCACTCTCATGTTCCGGGT
GGGCAACCTGCGCAACAGCCACATGGTCTCCGCGCAGATCCGCTGCAAGCTGCTCAAATCTCGG
CAGACACCTGAGGGTGAGTTTCTACCCCTTGACCAACTTGAACTGGATGTAGGTTTTAGTACAGG
GGCAGATCAACTTTTTCTTGTGTCCCCTCTCACCATTTGCCACGTGATCGATGCCAAAAGCCCCTT
TTATGACCTATCCCAGCGAAGCATGCAAACTGAACAGTTCGAGGTGGTCGTCATCCTGGAAGGCA
TCGTGGAAACCACAGGGATGACTTGTCAAGCTCGAACATCATACACCGAAGATGAAGTTCTTTGG
GGTCATCGTTTTTTCCCTGTAATTTCTTTAGAAGAAGGATTCTTTAAAGTCGATTACTCCCAGTTCC
ATGCAACCTTTGAAGTCCCCACCCCTCCGTACAGTGTGAAAGAGCAGGAAGAAATGCTTCTCATG
TCTTCCCCTTTAATAGCACCAGCCATAACCAACAGCAAAGAAAGACACAATTCTGTGGAGTGCTTA
GATGGACTAGATGACATTAGCACAAAACTTCCATCGAAGCTGCAGAAAATTACGGGGAGAGAAGA
CTTTCCCAAAAAACTCCTGAGGATGAGTTCTACAACTTCAGAAAAAGCCTATAGTTTGGGT

Kir3.1C17gV17gKir2.1

ATGTCTGCACTCCGAAGGAAATTTGGGGACGATTACCAGGTAGTGACCACTTCGTCCAGCGGTTC
GGGCTTGCAGCCCCAGGGGCCAGGACAGGGCCCACAGCAGCAGCTTGTACCCAAGAAGAAACG
GCAGCGGTTCGTGGACAAGAACGGTCGGTGCAATGTGCAGCACGGCAACCTGGGCAGCGAGAC
CAGTCGCTACCTTTCCGACCTCTTCACTACCCTGGTGGATCTCAAGTGGCGTTGGAACCTCTTTA
TCTTCATCCTCACCTACACCGTGGCCTGGCTCTTCATGGCGTCCATGTGGTGGGTGATCGCTTAT
ACCCGGGGCGACCTGAACAAAGCCCATGTCGGCAACTACACTCCCTGTGTGGCCAATGTCTATA
ACTTCCCCTCTGCCTTCCTTTTCTTCATCGAGACCGAGGCCACCATCGGCTATGGCTACCGCTAC
ATCACCGACAAGTGCCCCGAGGGCATCATCCTTTTCCTTTTCCAGTCCATCCTTGGCTCCATCGT
GGACGCTTTCCTCATCGGCTGC
GTCATGGCGAAGATGGCGAAGCCAAAGAAGAGGAATGAGACTCTGGTCTTCAGCCACAACGCTG
TGATTGCCATGAGGGACGGCAAACTCTGCTTGATGTGGAGAGTGGGCAACCTTCGCAAGAGCCA
CCTTGTGGAAGCTCATGTCCGGGCACAGCTTCTCAAATCTAGGATCACTTCAGAAGGGGAGTACA
TCCCCTTGGACCAGATAGACATCAACGTTGGTTTCGATAGCGGAATCGACCGTATATTTCTAGTG
TCCCCAATCACTATTGTCCATGAAATAGACGAAGACAGCCCTTTGTATGACTTGAGTAAGCAGGA
CATTGACAATGCAGACTTTGAAATCGTTGTCATCCTGGAAGGCATGGTGGAGGCCACTGCCATGA
CAACGCAATGCCGGAGTTCATATCTGGCCAATGAGATTCTCTGGGGTCACCGCTACGAGCCGGT
GCTCTTTGAAGAGAAGCATTGCTATAAAGTAGACTATTCAAGATTCCATAAGACTTACGAAGTACC
TAACACTCCCCTTTGTAGTGCCAGAGACTTAGCAGAGAAGAAATACATCCTCTCAAATGCAAATTC
ATTTTGCTATGAAAATGAAGTTGCCCTAACAAGCAAAGAGGAAGAGGACAGTGAGAACGGAGTTC
CAGAGAGCACAAGTACGGACTCACCTCCTGGCATAGATCTCCACAACCAGGCGAGCGTGCCTCT
AGAGCCCAGGCCTTTAAGGCGAGAATCGGAGATATAG
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Kir3.20188V17gKir2.1

Rot markiert ist eine ,silent Mutation®.

ATGGCCAAGCTGACAGAATCCATGACTAACGTCCTGGAGGGCGACTCCATGGATCAGGACGTCG
AAAGCCCAGTGGCCATTCACCAGCCAAAGTTGCCTAAGCAGGCCAGGGATGACCTGCCAAGACA
CATCAGCCGAGATCGGACCAAAAGGAAAATCCAGAGGTACGTGAGGAAAGACGGAAAGTGCAAT
GTTCATCACGGCAACGTGAGGGAGACCTATCGCTACCTGACCGATATCTTCACCACATTAGTGGA
CCTGAAGTGGAGATTCAACCTATTGATTTTTGTCATGGTTTACACAGTGACCTGGCTCTTTTTTGG
AATGATCTGGTGGTTGATCGCATACATACGGGGAGACATGGACCACATAGAGGACCCCTCCTGG
ACTCCTTGTGTTACCAACCTCAACGGGTTCGTCTCTGCTTTTTTATTCTCAATAGAGACAGAAACC
ACCATTGGTTATGGCTACCGGGTCATCACAGATAAATGCCCGGAGGGAATTATTCTTCTCTTAATC
CAATCTGTGTTGGGGTCCATTGTCAATGCATTCATGGTGGGATGC
GTCATGGCGAAGATGGCGAAGCCAAAGAAGAGGAATGAGACTCTGGTCTTCAGCCACAACGCTG
TGATTGCCATGAGGGACGGCAAACTCTGCTTGATGTGGAGAGTGGGCAACCTTCGCAAGAGCCA
CCTTGTGGAAGCTCATGTCCGGGCACAGCTTCTCAAATCTAGGATCACTTCAGAAGGGGAGTACA
TCCCCTTGGACCAGATAGACATCAACGTTGGTTTCGATAGCGGAATCGACCGTATATTTCTAGTG
TCCCCAATCACTATTGTCCATGAAATAGACGAAGACAGCCCTTTGTATGACTTGAGTAAGCAGGA
CATTGACAATGCAGACTTTGAAATCGTTGTCATCCTGGAAGGCATGGTGGAGGCCACTGCCATGA
CAACGCAATGCCGGAGTTCATATCTGGCCAATGAGATTCTCTGGGGTCACCGCTACGAGCCGGT
GCTCTTTGAAGAGAAGCATTGCTATAAAGTAGACTATTCAAGATTCCATAAGACTTACGAAGTACC
TAACACTCCCCTTTGTAGTGCCAGAGACTTAGCAGAGAAGAAATACATCCTCTCAAATGCAAATTC
ATTTTGCTATGAAAATGAAGTTGCCCTAACAAGCAAAGAGGAAGAGGACAGTGAGAACGGAGTTC
CAGAGAGCACAAGTACGGACTCACCTCCTGGCATAGATCTCCACAACCAGGCGAGCGTGCCECT
AGAGCCCAGGCCTTTAAGGCGAGAATCGGAGATATAG

Ki r2.1yg26 |:328Ki r3.1

ATGGGCAGTGTGAGAACCAACCGCTACAGCATCGTCTCTTCGGAGGAAGACGGCATGAAGCTGG
CCACCATGGCCGTCGCCAATGGCTTTGGGAATGGCAAGAGTAAAGTCCATACCCGACAACAGTG
CAGGAGCCGCTTTGTGAAGAAAGACGGGCATTGCAACGTTCAGTTTATCAACGTGGGAGAGAAA
GGACAGAGGTACCTGGCGGACATCTTTACTACCTGTGTGGACATCCGCTGGCGGTGGATGCTGG
TAATCTTCTGCCTCGCATTCGTGCTCTCCTGGCTGTTCTTTGGCTGTGTGTTTTGGTTGATAGCTC
TGCTCCACGGGGATCTGGATGCTTCTAAAGAGAGCAAAGCGTGTGTGTCTGAGGTCAACAGCTT
CACGGCTGCCTTCCTCTTCTCCATTGAGACCCAGACAACCATCGGCTATGGTTTCAGGTGTGTTA
CAGACGAGTGCCCGATTGCTGTTTTCATGGTGGTATTCCAGTCAATCGTGGGCTGCATCATCGAC
GCCTTCATCATTGGTGCAGTCATGGCGAAGATGGCGAAGCCAAAGAAGAGGAATGAGACTCTGG
TCTTCAGCCACAACGCTGTGATTGCCATGAGGGACGGCAAACTCTGCTTGATGTGGAGAGTGGG
CAACCTTCGCAAGAGCCACCTTGTGGAAGCTCATGTCCGGGCACAGCTTCTCAAATCTAGGATCA
CTTCAGAAGGGGAGTACATCCCCTTGGACCAGATAGACATCAACGTTGGTTTCGATAGCGGAATC
GACCGTATATTTCTAGTGTCCCCAATCACTATTGTCCATGAAATAGACGAAGACAGCCCTTTGTAT
GACTTGAGTAAGCAGGACATTGACAATGCAGACTTTGAAATCGTTGTCATCCTGGAAGGCATGGT
GGAGGCCACTGCCATGACAACGCAATGCCGGAGTTCATATCTGGCCAATGAGATTCTCTGGGGT
CACCGCTAC
TTCCCTGTAATTTCTTTAGAAGAAGGATTCTTTAAAGTCGATTACTCCCAGTTCCATGCAACCTTTG
AAGTCCCCACCCCTCCGTACAGTGTGAAAGAGCAGGAAGAAATGCTTCTCATGTCTTCCCCTTTA
ATAGCACCAGCCATAACCAACAGCAAAGAAAGACACAATTCTGTGGAGTGCTTAGATGGACTAGA
TGACATTAGCACAAAACTTCCATCGAAGCTGCAGAAAATTACGGGGAGAGAAGACTTTCCCAAAA
AACTCCTGAGGATGAGTTCTACAACTTCAGAAAAAGCCTATAGTTTGGGTGATTTGCCCATGAAAC
TCCAACGAATAAGTTCGGTTCCTGGCAACTCTGAAGAAAAACTGGTATCTAAAACCACCAAGATGT
TATCAGATCCCATGAGCCAGTCTGTGGCCGATTTGCCACCGAAGCTTCAAAAGATGGCTGGAGG
ACCTACCAGGATGGAAGGGAATCTTCCAGCCAAACTAAGAAAAATGAACTCTGACCGCTTCACAT
AG

Kirz.lngG |:337Kir3.2

ATGGGCAGTGTGAGAACCAACCGCTACAGCATCGTCTCTTCGGAGGAAGACGGCATGAAGCTGG
CCACCATGGCCGTCGCCAATGGCTTTGGGAATGGCAAGAGTAAAGTCCATACCCGACAACAGTG
CAGGAGCCGCTTTGTGAAGAAAGACGGGCATTGCAACGTTCAGTTTATCAACGTGGGAGAGAAA
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GGACAGAGGTACCTGGCGGACATCTTTACTACCTGTGTGGACATCCGCTGGCGGTGGATGCTGG
TAATCTTCTGCCTCGCATTCGTGCTCTCCTGGCTGTTCTTTGGCTGTGTGTTTTGGTTGATAGCTC
TGCTCCACGGGGATCTGGATGCTTCTAAAGAGAGCAAAGCGTGTGTGTCTGAGGTCAACAGCTT
CACGGCTGCCTTCCTCTTCTCCATTGAGACCCAGACAACCATCGGCTATGGTTTCAGGTGTGTTA
CAGACGAGTGCCCGATTGCTGTTTTCATGGTGGTATTCCAGTCAATCGTGGGCTGCATCATCGAC
GCCTTCATCATTGGTGCAGTCATGGCGAAGATGGCGAAGCCAAAGAAGAGGAATGAGACTCTGG
TCTTCAGCCACAACGCTGTGATTGCCATGAGGGACGGCAAACTCTGCTTGATGTGGAGAGTGGG
CAACCTTCGCAAGAGCCACCTTGTGGAAGCTCATGTCCGGGCACAGCTTCTCAAATCTAGGATCA
CTTCAGAAGGGGAGTACATCCCCTTGGACCAGATAGACATCAACGTTGGTTTCGATAGCGGAATC
GACCGTATATTTCTAGTGTCCCCAATCACTATTGTCCATGAAATAGACGAAGACAGCCCTTTGTAT
GACTTGAGTAAGCAGGACATTGACAATGCAGACTTTGAAATCGTTGTCATCCTGGAAGGCATGGT
GGAGGCCACTGCCATGACAACGCAATGCCGGAGTTCATATCTGGCCAATGAGATTCTCTGGGGT
CACCGCTAC
ACACCTGTCCTGACCCTGGAGGACGGGTTCTACGAAGTTGACTACAACAGCTTCCATGAGACCTA
TGAGACCAGCACCCCATCCCTTAGTGCCAAAGAGCTGGCCGAGTTAGCCAGCAGGGCAGAGCT
GCCCCTGAGTTGGTCTGTATCCAGCAAACTCAACCAACATGCAGAACTGGAGACTGAAGAGGAA
GAAAAGAACCTCGAAGAGCAAACAGAAAGAAATGGTGATGTGGCAAACCTGGAGAATGAATCCAA
AGTTTAG

MaXiK|322

ATGGATGCGCTCATCATCCCGGTGACCATGGAGGTGCCGTGCGACAGCCGGGGCCAACGCATG
TGGTGGGCTTTCCTGGCCTCCTCCATGGTGACTTTCTTCGGGGGCCTCTTCATCATCTTGCTCTG
GCGGACGCTCAAGTACCTGTGGACCGTGTGCTGCCACTGCGGGGGCAAGACGAAGGAGGCCCA
GAAGATTAACAATGGCTCAAGCCAGGCGGATGGCACTCTCAAACCAGTGGATGAAAAAGAGGAG
GCAGTGGCCGCCGAGGTCGGCTGGATGACCTCCGTGAAGGACTGGGCGGGGGTGATGATATCC
GCCCAGACACTGACTGGCAGAGTCCTGGTTGTCTTAGTCTTTGCTCTCAGCATCGGTGCACTTGT
AATATACTTCATAGATTCATCAAACCCAATAGAATCCTGCCAGAATTTCTACAAAGATTTCACATTA
CAGATCGACATGGCTTTCAACGTGTTCTTCCTTCTCTACTTTGGCTTGCGGTTTATTGCAGCCAAC
GATAAATTGTGGTTCTGGCTGGAAGTGAACTCTGTAGTGGATTTCTTCACGGTGCCCCCCGTGTT
TGTGTCTGTGTACTTAAACAGAAGTTGGCTTGGTTTGAGATTTTTAAGAGCTCTGAGACTGATACA
GTTTTCAGAAATTTTGCAGTTTCTGAATATTCTTAAAACAAGTAATTCCATCAAGCTGGTGAATCTG
CTCTCCATATTTATCAGCACGTGGCTGACTGCAGCCGGGTTCATCCATTTGGTGGAGAATTCAGG
GGACCCATGGGAAAATTTCCAAAACAACCAGGCTCTCACCTACTGGGAATGTGTCTATTTACTCAT
GGTCACAATGTCCACCGTTGGTTATGGGGATGTTTATGCAAAAACCACACTTGGGCGCCTCTTCA
TGGTCTTCTTCATCCTCGGGGGACTGGCCATGTTTGCCAGCTACGTCCCTGAAATC

MaxiK 3, +ER-Export-Sequenz

Gelb dargestellt ist die ER-Export-Sequenz die an den MaxiK s, angehangt wurde.

ATGGATGCGCTCATCATCCCGGTGACCATGGAGGTGCCGTGCGACAGCCGGGGCCAACGCATG
TGGTGGGCTTTCCTGGCCTCCTCCATGGTGACTTTCTTCGGGGGCCTCTTCATCATCTTGCTCTG
GCGGACGCTCAAGTACCTGTGGACCGTGTGCTGCCACTGCGGGGGCAAGACGAAGGAGGCCCA
GAAGATTAACAATGGCTCAAGCCAGGCGGATGGCACTCTCAAACCAGTGGATGAAAAAGAGGAG
GCAGTGGCCGCCGAGGTCGGCTGGATGACCTCCGTGAAGGACTGGGCGGGGGTGATGATATCC
GCCCAGACACTGACTGGCAGAGTCCTGGTTGTCTTAGTCTTTGCTCTCAGCATCGGTGCACTTGT
AATATACTTCATAGATTCATCAAACCCAATAGAATCCTGCCAGAATTTCTACAAAGATTTCACATTA
CAGATCGACATGGCTTTCAACGTGTTCTTCCTTCTCTACTTTGGCTTGCGGTTTATTGCAGCCAAC
GATAAATTGTGGTTCTGGCTGGAAGTGAACTCTGTAGTGGATTTCTTCACGGTGCCCCCCGTGTT
TGTGTCTGTGTACTTAAACAGAAGTTGGCTTGGTTTGAGATTTTTAAGAGCTCTGAGACTGATACA
GTTTTCAGAAATTTTGCAGTTTCTGAATATTCTTAAAACAAGTAATTCCATCAAGCTGGTGAATCTG
CTCTCCATATTTATCAGCACGTGGCTGACTGCAGCCGGGTTCATCCATTTGGTGGAGAATTCAGG
GGACCCATGGGAAAATTTCCAAAACAACCAGGCTCTCACCTACTGGGAATGTGTCTATTTACTCAT
GGTCACAATGTCCACCGTTGGTTATGGGGATGTTTATGCAAAAACCACACTTGGGCGCCTCTTCA
TGGTCTTCTTCATCCTCGGGGGACTGGCCATGTTTGCCAGCTACGTCCCTGAAATCGACCTGATC
TTCTGCCTG
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MaxiK 350 +tER-Export-Sequenz

Gelb dargestellt ist die ,ER-Export-Sequenz” die an den MaxiK sso angehangt wurde.

ATGGATGCGCTCATCATCCCGGTGACCATGGAGGTGCCGTGCGACAGCCGGGGCCAACGCATG
TGGTGGGCTTTCCTGGCCTCCTCCATGGTGACTTTCTTCGGGGGCCTCTTCATCATCTTGCTCTG
GCGGACGCTCAAGTACCTGTGGACCGTGTGCTGCCACTGCGGGGGCAAGACGAAGGAGGCCCA
GAAGATTAACAATGGCTCAAGCCAGGCGGATGGCACTCTCAAACCAGTGGATGAAAAAGAGGAG
GCAGTGGCCGCCGAGGTCGGCTGGATGACCTCCGTGAAGGACTGGGCGGGGGTGATGATATCC
GCCCAGACACTGACTGGCAGAGTCCTGGTTGTCTTAGTCTTTGCTCTCAGCATCGGTGCACTTGT
AATATACTTCATAGATTCATCAAACCCAATAGAATCCTGCCAGAATTTCTACAAAGATTTCACATTA
CAGATCGACATGGCTTTCAACGTGTTCTTCCTTCTCTACTTTGGCTTGCGGTTTATTGCAGCCAAC
GATAAATTGTGGTTCTGGCTGGAAGTGAACTCTGTAGTGGATTTCTTCACGGTGCCCCCCGTGTT
TGTGTCTGTGTACTTAAACAGAAGTTGGCTTGGTTTGAGATTTTTAAGAGCTCTGAGACTGATACA
GTTTTCAGAAATTTTGCAGTTTCTGAATATTCTTAAAACAAGTAATTCCATCAAGCTGGTGAATCTG
CTCTCCATATTTATCAGCACGTGGCTGACTGCAGCCGGGTTCATCCATTTGGTGGAGAATTCAGG
GGACCCATGGGAAAATTTCCAAAACAACCAGGCTCTCACCTACTGGGAATGTGTCTATTTACTCAT
GGTCACAATGTCCACCGTTGGTTATGGGGATGTTTATGCAAAAACCACACTTGGGCGCCTCTTCA
TGGTCTTCTTCATCCTCGGGGGACTGGCCATGTTTGCCAGCTACGTCCCTGAAATCATAGAGTTA
ATAGGAAACCGCAAGAAATACGGGGGCTCCTATAGTGCGGTTAGTGGAAGAAAGCACATTGTGG
TCTGCGGACACATCACTCTGGAGAGTGTTTCCAACTTCCTGGACCTGATCTTCTGCCTG

MaxiK a435 TER-EXport-Sequenz

Gelb dargestellt ist die ,ER-Export-Sequenz” die an den MaxiKas35 angehangt wurde.

ATGGATGCGCTCATCATCCCGGTGACCATGGAGGTGCCGTGCGACAGCCGGGGCCAACGCATG
TGGTGGGCTTTCCTGGCCTCCTCCATGGTGACTTTCTTCGGGGGCCTCTTCATCATCTTGCTCTG
GCGGACGCTCAAGTACCTGTGGACCGTGTGCTGCCACTGCGGGGGCAAGACGAAGGAGGCCCA
GAAGATTAACAATGGCTCAAGCCAGGCGGATGGCACTCTCAAACCAGTGGATGAAAAAGAGGAG
GCAGTGGCCGCCGAGGTCGGCTGGATGACCTCCGTGAAGGACTGGGCGGGGGTGATGATATCC
GCCCAGACACTGACTGGCAGAGTCCTGGTTGTCTTAGTCTTTGCTCTCAGCATCGGTGCACTTGT
AATATACTTCATAGATTCATCAAACCCAATAGAATCCTGCCAGAATTTCTACAAAGATTTCACATTA
CAGATCGACATGGCTTTCAACGTGTTCTTCCTTCTCTACTTTGGCTTGCGGTTTATTGCAGCCAAC
GATAAATTGTGGTTCTGGCTGGAAGTGAACTCTGTAGTGGATTTCTTCACGGTGCCCCCCGTGTT
TGTGTCTGTGTACTTAAACAGAAGTTGGCTTGGTTTGAGATTTTTAAGAGCTCTGAGACTGATACA
GTTTTCAGAAATTTTGCAGTTTCTGAATATTCTTAAAACAAGTAATTCCATCAAGCTGGTGAATCTG
CTCTCCATATTTATCAGCACGTGGCTGACTGCAGCCGGGTTCATCCATTTGGTGGAGAATTCAGG
GGACCCATGGGAAAATTTCCAAAACAACCAGGCTCTCACCTACTGGGAATGTGTCTATTTACTCAT
GGTCACAATGTCCACCGTTGGTTATGGGGATGTTTATGCAAAAACCACACTTGGGCGCCTCTTCA
TGGTCTTCTTCATCCTCGGGGGACTGGCCATGTTTGCCAGCTACGTCCCTGAAATCATAGAGTTA
ATAGGAAACCGCAAGAAATACGGGGGCTCCTATAGTGCGGTTAGTGGAAGAAAGCACATTGTGG
TCTGCGGACACATCACTCTGGAGAGTGTTTCCAACTTCCTGAAGGACTTTCTGCACAAGGACCGG
GATGACGTCAATGTGGAGATCGTTTTTCTTCACAACATCTCCCCCAACCTGGAGCTTGAAGCTCT
GTTCAAACGACATTTTACTCAGGTGGAATTTTATCAGGGTTCCGTCCTCAATCCACATGATCTTGC
AAGAGTCAAGATAGAGTCAGCAGATGCATGCCTGATCCTTGCCAACAAGTACTGCGCTGACCCG
GATGCGGACCTGATCTTCTGCCTG

MaxiKgs76 tER-Export-Sequenz

Gelb dargestellt ist die ,ER-Export-Sequenz® die an den MaxiKgs;6 angehangt wurde.

ATGGATGCGCTCATCATCCCGGTGACCATGGAGGTGCCGTGCGACAGCCGGGGCCAACGCATG
TGGTGGGCTTTCCTGGCCTCCTCCATGGTGACTTTCTTCGGGGGCCTCTTCATCATCTTGCTCTG
GCGGACGCTCAAGTACCTGTGGACCGTGTGCTGCCACTGCGGGGGCAAGACGAAGGAGGCCCA
GAAGATTAACAATGGCTCAAGCCAGGCGGATGGCACTCTCAAACCAGTGGATGAAAAAGAGGAG
GCAGTGGCCGCCGAGGTCGGCTGGATGACCTCCGTGAAGGACTGGGCGGGGGTGATGATATCC
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GCCCAGACACTGACTGGCAGAGTCCTGGTTGTCTTAGTCTTTGCTCTCAGCATCGGTGCACTTGT
AATATACTTCATAGATTCATCAAACCCAATAGAATCCTGCCAGAATTTCTACAAAGATTTCACATTA
CAGATCGACATGGCTTTCAACGTGTTCTTCCTTCTCTACTTTGGCTTGCGGTTTATTGCAGCCAAC
GATAAATTGTGGTTCTGGCTGGAAGTGAACTCTGTAGTGGATTTCTTCACGGTGCCCCCCGTGTT
TGTGTCTGTGTACTTAAACAGAAGTTGGCTTGGTTTGAGATTTTTAAGAGCTCTGAGACTGATACA
GTTTTCAGAAATTTTGCAGTTTCTGAATATTCTTAAAACAAGTAATTCCATCAAGCTGGTGAATCTG
CTCTCCATATTTATCAGCACGTGGCTGACTGCAGCCGGGTTCATCCATTTGGTGGAGAATTCAGG
GGACCCATGGGAAAATTTCCAAAACAACCAGGCTCTCACCTACTGGGAATGTGTCTATTTACTCAT
GGTCACAATGTCCACCGTTGGTTATGGGGATGTTTATGCAAAAACCACACTTGGGCGCCTCTTCA
TGGTCTTCTTCATCCTCGGGGGACTGGCCATGTTTGCCAGCTACGTCCCTGAAATCATAGAGTTA
ATAGGAAACCGCAAGAAATACGGGGGCTCCTATAGTGCGGTTAGTGGAAGAAAGCACATTGTGG
TCTGCGGACACATCACTCTGGAGAGTGTTTCCAACTTCCTGAAGGACTTTCTGCACAAGGACCGG
GATGACGTCAATGTGGAGATCGTTTTTCTTCACAACATCTCCCCCAACCTGGAGCTTGAAGCTCT
GTTCAAACGACATTTTACTCAGGTGGAATTTTATCAGGGTTCCGTCCTCAATCCACATGATCTTGC
AAGAGTCAAGATAGAGTCAGCAGATGCATGCCTGATCCTTGCCAACAAGTACTGCGCTGACCCG
GATGCGGAGGATGCCTCGAATATCATGAGAGTAATCTCCATAAAGAACTACCATCCGAAGATAAG
AATCATCACTCAAATGCTGCAGTATCACAACAAGGCCCATCTGCTAAACATCCCGAGCTGGAATT
GGAAAGAAGGTGATGACGCAATCTGCCTCGCAGAGTTGAAGTTGGGCTTCATAGCCCAGAGCTG
CCTGGCTCAAGGCCTCTCCACCATGCTTGCCAACCTCTTCTCCATGAGGTCATTCATAAAGATTG
AGGAAGACACATGGCAGAAATACTACTTGGAAGGAGTCTCAAATGAAATGTACACAGAATATCTC
TCCAGTGCCTTCGTGGGTCTGTCCTTCCCTACTGTTTGTGAGCTGTGTTTTGTGAAGCTCAAGCT
CCTAATGATAGCCATTGAGTACAAGTCTGCCAACCGAGAGGACCTGATCTTCTGCCTG

MaxiKgs7g

ATGGATGCGCTCATCATCCCGGTGACCATGGAGGTGCCGTGCGACAGCCGGGGCCAACGCATG
TGGTGGGCTTTCCTGGCCTCCTCCATGGTGACTTTCTTCGGGGGCCTCTTCATCATCTTGCTCTG
GCGGACGCTCAAGTACCTGTGGACCGTGTGCTGCCACTGCGGGGGCAAGACGAAGGAGGCCCA
GAAGATTAACAATGGCTCAAGCCAGGCGGATGGCACTCTCAAACCAGTGGATGAAAAAGAGGAG
GCAGTGGCCGCCGAGGTCGGCTGGATGACCTCCGTGAAGGACTGGGCGGGGGTGATGATATCC
GCCCAGACACTGACTGGCAGAGTCCTGGTTGTCTTAGTCTTTGCTCTCAGCATCGGTGCACTTGT
AATATACTTCATAGATTCATCAAACCCAATAGAATCCTGCCAGAATTTCTACAAAGATTTCACATTA
CAGATCGACATGGCTTTCAACGTGTTCTTCCTTCTCTACTTTGGCTTGCGGTTTATTGCAGCCAAC
GATAAATTGTGGTTCTGGCTGGAAGTGAACTCTGTAGTGGATTTCTTCACGGTGCCCCCCGTGTT
TGTGTCTGTGTACTTAAACAGAAGTTGGCTTGGTTTGAGATTTTTAAGAGCTCTGAGACTGATACA
GTTTTCAGAAATTTTGCAGTTTCTGAATATTCTTAAAACAAGTAATTCCATCAAGCTGGTGAATCTG
CTCTCCATATTTATCAGCACGTGGCTGACTGCAGCCGGGTTCATCCATTTGGTGGAGAATTCAGG
GGACCCATGGGAAAATTTCCAAAACAACCAGGCTCTCACCTACTGGGAATGTGTCTATTTACTCAT
GGTCACAATGTCCACCGTTGGTTATGGGGATGTTTATGCAAAAACCACACTTGGGCGCCTCTTCA
TGGTCTTCTTCATCCTCGGGGGACTGGCCATGTTTGCCAGCTACGTCCCTGAAATCATAGAGTTA
ATAGGAAACCGCAAGAAATACGGGGGCTCCTATAGTGCGGTTAGTGGAAGAAAGCACATTGTGG
TCTGCGGACACATCACTCTGGAGAGTGTTTCCAACTTCCTGAAGGACTTTCTGCACAAGGACCGG
GATGACGTCAATGTGGAGATCGTTTTTCTTCACAACATCTCCCCCAACCTGGAGCTTGAAGCTCT
GTTCAAACGACATTTTACTCAGGTGGAATTTTATCAGGGTTCCGTCCTCAATCCACATGATCTTGC
AAGAGTCAAGATAGAGTCAGCAGATGCATGCCTGATCCTTGCCAACAAGTACTGCGCTGACCCG
GATGCGGAGGATGCCTCGAATATCATGAGAGTAATCTCCATAAAGAACTACCATCCGAAGATAAG
AATCATCACTCAAATGCTGCAGTATCACAACAAGGCCCATCTGCTAAACATCCCGAGCTGGAATT
GGAAAGAAGGTGATGACGCAATCTGCCTCGCAGAGTTGAAGTTGGGCTTCATAGCCCAGAGCTG
CCTGGCTCAAGGCCTCTCCACCATGCTTGCCAACCTCTTCTCCATGAGGTCATTCATAAAGATTG
AGGAAGACACATGGCAGAAATACTACTTGGAAGGAGTCTCAAATGAAATGTACACAGAATATCTC
TCCAGTGCCTTCGTGGGTCTGTCCTTCCCTACTGTTTGTGAGCTGTGTTTTGTGAAGCTCAAGCT
CCTAATGATAGCCATTGAGTACAAGTCTGCCAACCGAGAG

MaxiKss77-11113

AGCCGTATATTAATTAATCCTGGAAACCATCTTAAGATCCAAGAAGGTACTTTAGGATTTTTCATCG
CAAGTGATGCCAAAGAAGTTAAAAGGGCATTTTTTTACTGCAAGGCCTGTCATGATGACATCACA
GATCCCAAAAGAATAAAAAAATGTGGCTGCAAACGGCTTGAAGATGAGCAGCCGTCAACACTATC
ACCAAAAAAAAAGCAACGGAATGGAGGCATGCGGAACTCACCCAACACCTCGCCTAAGCTGATG
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AGGCATGACCCCTTGTTAATTCCTGGCAATGATCAGATTGACAACATGGACTCCAATGTGAAGAA
GTACGACTCTACTGGGATGTTTCACTGGTGTGCACCCAAGGAGATAGAGAAAGTCATCCTGACTC
GAAGTGAAGCTGCCATGACCGTCCTGAGTGGCCATGTCGTGGTCTGCATCTTTGGCGACGTCAG
CTCAGCCCTGATCGGCCTCCGGAACCTGGTGATGCCGCTCCGTGCCAGCAACTTTCATTACCAT
GAGCTCAAGCACATTGTGTTTGTGGGCTCTATTGAGTACCTCAAGCGGGAATGGGAGACGCTTCA
TAACTTCCCCAAAGTGTCCATATTGCCTGGTACGCCATTAAGTCGGGCTGATTTAAGGGCTGTCA
ACATCAACCTCTGTGACATGTGCGTTATCCTGTCAGCCAATCAGAATAATATTGATGATACTTCGC
TGCAGGACAAGGAATGCATCTTGGCGTCACTCAACATCAAATCTATGCAGTTTGATGACAGCATC
GGAGTCTTGCAGGCTAATTCCCAAGGGTTCACACCTCCAGGAATGGATAGATCCTCTCCAGATAA
CAGCCCAGTGCACGGGATGTTACGTCAACCATCCATCACAACTGGGGTCAACATCCCCATCATCA
CTGAACTAGTGAACGATACTAATGTTCAGTTTTTGGACCAAGACGATGATGATGACCCTGATACAG
AACTGTACCTCACGCAGCCCTTTGCCTGTGGGACAGCATTTGCCGTCAGTGTCCTGGACTCACTC
ATGAGCGCGACGTACTTCAATGACAATATCCTCACCCTGATACGGACCCTGGTGACCGGAGGAG
CCACGCCGGAGCTGGAGGCTCTGATTGCTGAGGAAAACGCCCTTAGAGGTGGCTACAGCACCC
CGCAGACACTGGCCAATAGGGACCGCTGCCGCGTGGCCCAGTTAGCTCTGCTCGATGGGCCAT
TTGCGGACTTAGGGGATGGTGGTTGTTATGGTGATCTGTTCTGCAAAGCTCTGAAAACATATAATA
TGCTTTGTTTTGGAATTTACCGGCTGAGAGATGCTCACCTCAGCACCCCCAGTCAGTGCACAAAG
AGGTATGTCATCACCAACCCGCCCTATGAGTTTGAGCTCGTGCCGACGGACCTGATCTTCTGCTT
AATGCAGTTTGACCACAATGCCGGCCAGTCCCGGGCCAGCCTGTCCCATTCCTCCCACTCGTCG
CAGTCCTCCAGCAAGAAGAGCTCCTCTGTTCACTCCATCCCATCCACAGCAAACCGACAGAACCG
GCCCAAGTCCAGGGAGTCCCGGGACAAACAGAAGTACGTGCAGGAAGAGCGGCTT
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Abktlrzungen

5-HT4-Rezeptor

ACh
ACSF
ATCC
ATP
BAPTA
BK
cAMP
cDNA
cGMP
ChTX
DAG
D-MEM
DMSO
DNA
EDTA

EGFP
EGTA
Ena

Ex

ER
FCS
G418
GBV

Gq
GABAg
GDP
GEPD
GFP
GIRK

GPCR
GTP
GTPyS
HEK
HEK293
HEPES
HERG
IbTX
1Cs0

IK

IP3

IRK

Kzp
Kach-Kanal
Katp

Kir

Kirl.1

Serotonin-Rezeptor

Acetylcholin

Artificial Cerebro-Spinal Fluid

American Type Culture Collection
Adenosintriphosphat
1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid
big conductance K* channel

Cyclisches Adenosinmonophosphat
complementary DNA

Cyclisches Guanosinmonophosphat
Charybdotoxin

Diacylglycerol

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxide

Desoxyribonucleic Acid
Ethylene-diamine-tetraacetic acid,
Ethylendiamintetraessigséure

Enhanced Green Fluorescent Protein

ethylene glycol tetraacetic acid
Gleichgewichtspotential fiir Na*-lonen
Gleichgewichtspotential fiir K*-lonen
endoplasmatisches Retikulum

Fetal Calf Serum

Geneticin

G-Proteing,

G-Protein,

Gamma-aminobutyric acid; y-Aminobuttersaure
Guanosindiphosphat

Generalisierte Epilepsie und Paroxysmale Dyskinesie
Green Fluorescent Protein

G protein-coupled inwardly rectifying K* channel;
G-Protein-gekoppelter einwarts-gleichrichtender K*-Kanal
G-Protein-gekoppelter Rezeptor
Guanosintriphosphat

Guanosin 5'-(3-O-thio)triphosphat

Human Embryonic Kidney Cells

Nieren-Zelllinie des Menschen
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
Human Ether-a-go-go Related Gene channels
Iberiotoxin

halb-maximale inhibitorische Konzentration
intermediate conductance potassium channel
Inositol(1,4,5)-trisphosphat

inwardly rectifying potassium channel; einwéarts-gleichrichtender
K*-Kanal

two-pore-domain K*-channels

atrial acetylcholine-activated K* channel
ATP-sensitive potassium channels

inwardly rectifying potassium channel; einwarts-gleichrichtende
K*-Kanale

= ROMK1
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Abkirzungen

Kir2.1
Kir2.1(L2221)
Kir3.1
Kir3.1/3.2(1232L)
Ki|’3.1/3.2Kir2_1.P|P

Kir3.1gaa1
Kir3.1Cl7g_V179Kir2.1
Kir3.2
Kir3.20188_V179Kir2.1
Kir3.4

Kir6

Kv

LB

M1-, M3- Rezeptor
m-3M3FBS

MaXiKE576
Ma.XiK|322
Ma.XiKL350
MaxiKss77-11113
MEM
MTSES
NCDC
NEM

NP,

NO

PBS
PCR

PIP

PIP,

PLC

PKA
PKC
PKG
PNS
RCK
ROMK
SK

SNR
TBE

TEA

™

TTX

Vmid

ZNS
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= IRK1

Mutante des IRK1

= GIRK1

Heteromer aus GIRK1 und einer Mutante des GIRK2
Mutante des GIRK1 und des GIRK2, bei der die PIP,-Bindungs-
Sequenz gegen die des IRK1 ausgetauscht wurde
Mutante des GIRK1

Chimére aus GIRK1 und IRK1

= GIRK2

Chimére aus GIRK2 und IRK1

= GIRK4

= Karp

spannungsabhangige K*-Kanale

Luria Broth Base

muscarinerge Acetylcholin-Rezeptoren
2,4,6-Trimethyl-N-(m-3-trifluoromethylphenyl)
benzenesulfonamide

Mutante des MaxiK

Mutante des MaxiK

Mutante des MaxiK

Mutante des MaxiK

Modified Eagle Medium

2-sulfonatoethyl methanethiosulfonate sodium salt
2-nitro-4-carboxyphenyl N,N-diphenylcarbamate
N-ethylmaleimide

Offenwahrscheinlichkeit

Nitric Oxide; Stickstoffmonoxid

Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction
Phosphatidylinositol-phosphat
Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphat (Ptdins(4,5)P,)
Phospholipase C

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Proteinkinase G

Peripheres Nervensystem

Regulator of conductance for potassium

renal outer medullary potassium channel

small conductance potassium channel
Signal-Rausch-Verhaltnis (signal to noise ratio)
Tris-Borate-EDTA-Puffer
Tetraethylammoniumchlorid
Transmembrandoménen

Tetrodotoxin

halbmaximale Aktivierungsspannung

Zentrales Nervensystem
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