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1. EINLEITUNG

1.1. Biologische Membranen

Die Zelle gilt als die kleinste r umliche und funkt ionelle Einheit des Lebens. Ein kritischer
Schritt in der zellul ren Evolution war die Entwick lung eines Lipidfilmes, welche die Zelle
r umlich abschloss (Hille, 2001). Heute bezeichnen wir diesen Lipidfilm als Zellmembran,
dessen Aufbau seit 1972 mittels des Fluid-Mosaik-Models beschrieben wird (Singer,
Nicolson, 1972). Mit der Entwicklung der Biomembran konnten vitale Zellorganellen,
welche selber von einer Membran umgeben sind, gesch tzt werden. Gleichzeitig musste
auch nach der Bildung der Biomembran die Versorgung mit lebensnotwendigen
Substanzen sichergestellt werden (Ashcroft, 2006; Hille, 2001). Da eine lipophile
Membran entstand, war diese fr hydrophile Substanzen, wie lonen, nicht mehr
durchl ssig. Somit mussten sich Transportsysteme entwickeln, die die Versorgung mit

N hrstoffen garantierten. Dabel entstanden der akti ve und passive Transport.

Der passive Transport verbraucht keine Energie, da er entlang des
Konzentrationsgradienten transportiert (Ashcroft, 2006; Hille, 2001). Dies ist bel der
einfachen Diffusion von kleinen lipophilen Molek le n, wie Kohlenstoffdioxid, durch die
Plasmamembran m glich. Weiterhin gibt es durch Prot eine gebildete, wassergef llte
Poren, die, analog eines Kanals oder Tunnels, geeignete Substanzen, wie Natriumionen, in

die Zdle hineinlassen.

Der aktive Transport dagegen ist Energie verbrauchend, da er Substanzen entgegen des
Konzentrationsgradienten transportieren kann (Ashcroft, 2006; Hille, 2001). Dies wird
einerseits durch Carrier-Proteine erm glicht, welche ihre zu transportieren den Substanzen
binden und dann nur unter Adenosintriphosphat (ATP)-Hydrolyse in das Zellinnere bzw.
Zell uere abgeben k nnen. Andererseits gibt es auc h lonenporen, welche ATP
verbrauchen, um lonen in oder aus der Zelle zu schleusen.

1.2. Ruhe und Aktionspotential

Der rumliche Abschluss von Zdlen f hrt zu verschi edenen lonenkonzentrationen im
Zellinneren sowie Zell u eren, wodurch ein Konzentr ationsgradient der verschiedenen
lonen im Inneren sowie “u eren der Zelle entsteht ( Tab. 1) (Hille, 2001). Da lonen aber

auch Ladungstr ger sind, ergibt sich so nicht nur ein Konzentrationsgradient, sondern auch
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ein elektrischer Gradient. Ladungstr ger sind bestr ebt, m glichst ein Gleichgewicht aus
dem Konzentrationsgradienten und dem elektrischen Gradienten herzustellen. Dieses
Gleichgewicht hat in der Regel ein Potential ungleich Null und wird mit dem
Gleichgewichtspotential eines lons angegeben (Tab. 1).

Tabelle 1: bersicht verschiedener lonen und ihrer Konzentrationen im intrazellul ren und
extrazellul ren Raum sowie Gleichgewichtspotentiale. Die extrazellul ren onenkonzentrationen sind in

humanem Blut vermessen worden, w hrend die intrazel lul ren lonenkonzentrationen aus typischen
S ugetierzellen gewonnen wurden. Adaptiert nach (Hi lle, 2001).

extrazellul re Konzentration intrazellul re Konzentration Gleichgewichtspotential
lon
[mM] [mM] [mV]
Natrium 145 12 + 67
Kalium 4 155 -98
Calcium 15 0,0001 +129

Kaliumionen akkumulieren innerhalb der Zelle, w hrend au erhalb der Zelle Natriumionen
zu finden sind (Hille, 2001). ffnet sich die Biome mbran, so verl sst Kalium die Zelle,
w hrend Natrium in die Zelle str mt. Das Potential des Zellinneren richtet sich nach dem
Gleichgewichtspotential aler in der Zelle vorhandenen Ionen und wird als Ruhepotential
bezeichnet. Dieses liegt bei den meisten Zellenbel 70 mV (Ashcroft, 2006).

Erregbare Zellen, wie Kardiomyozyten oder Neuronen, k nnen ihr Potential als Reaktion
auf Stimuli ver ndern (Abb. 1) (Grant, 2009; Nattel , Carlsson, 2006; Y ensen et al., 2002).

Frithe
+30mV| Repolarisation Plateau

-55mV

-90 mV

Abbildung 1: Aktionspotential eines Kardiomyozyten. Nach Stimulation ffnen sich zun chst langsame

Kaliumkan le, welche das Potential der Zelle in positivere Bereiche anheben. Anschlieend ffnen sich ab
circa-55 mV spannungsabh ngige Natriumkan le, welc he von spannungsabh ngigen Kaliumkan len gefolgt

werden. Die Kaliumkanle vermindern das Potential der Kardiomyozyte, wodurch die ffnung

spannungsabh ngiger Kalziumkan le eine Plateauphase vermittelt, in welcher die Zelle kontrahiert. Folgend
flieen ber transiente und sehr schnelle Kaliumkan le Kaliumionen aus der Zelle. Daraufhin folgen auch
langsame und rapide Kaliumstr me, welche die Repolarisation weiter vorantreiben, bis das Ruhepotential
wieder erreicht wird. Ikach: Kir3.1 + Kir3.4; Ik Kir2.1; Ina Navl.5; l: Kv4.3 + KChIP2.2; Ica: Cavl.2;
Ikur: KVL.5; Iks: Kv7.1 + KCNEZ; lk,.: Kv11.1 + KCNE2. Pfeil nach oben: Ausfluss von lonen aus der Zelle.
Pfeil nach unten: Einfluss von lonenin die Zelle. Adaptiert nach (Grant, 2009; Nattel, Carlsson, 2006).

Wird ein Kardiomyozyt erregt, so ffnen sich transi ente und ultra-schnelle Kaliumkan le
(Abb. 1), welche das Potentia leicht ansteigen lassen (Grant, 2009; Nattel, Carlsson, 2006;



1. Einleitung |3

Yensen et a., 2002). Ab einem Potential von circa 55 mV ffnen sich

spannungsabh ngige Natriumkanle, welche zu einem s chnellen Einstrom von
Natriumionen f hren. Dadurch schiet das Potential der Zelle in positivere Bereiche, was
als Depolarisation bezeichnet wird. Ab circa 0 30 mV schlieen sich diese
Natriumkan le wieder, wodurch die Depolarisation beendet wird (Aktories K., 2009).
Damit beginnt die Repolarisation, in der das Potential wieder in den Ausgangszustand
zur ckgef hrt wird. Die Repolarisationsphase einer Kardiomyozyte wird in fr he und
sp te Repolarisation unterteilt. In der fr hen Phas e kommt es mittels transientem und ultra-
schnellem Kaliumeinstromes zu einer leichten schnellen Verminderung des Potentials.
Dadurch kann die Plateauphase ausgel st werden, in der Kalziumionen aus dem
extrazellul ren  Milieu einstrmen und die Kontrakti on des Herzmuskels
erm glichen (Grant, 2009). Daraufhin folgt die spt e Repolarisation, in der wieder
vermehrt spannungsabh ngige Kaliumkan le ge ffnet w erden, die das Potential wieder auf
das Niveau des Ruhepotentials zur ckf hren. Alle 1o nenstr me, die das Aktionspotential

eines Kardiomyozyten beeinflussen, setzen sich aus verschiedenen Proteinen zusammen,
die in Abbildung 1 f r die verschiedenen lonenstr m e angegeben sind (Nattel, Carlsson,
2006).

1.3. lonenkan le

lonenkan le sind Proteine, die mehrfach die Membran durchspannen und dabel eine
Wasser-gef |lte Pore bilden (Abbott, Goldstein, 200 1; Ashcroft, 2006; Hille et al., 1999;
Hille, 2001; Zhou, McCammon, 2010). Durch diese Pore k nnen passiv hydrophile lonen

die lipophile Zellmembran passieren. Die Familie der lonenkan le ist sehr heterogen, da
mehr als 340 Gene f r verschiedene Familienmitglied er kodieren (Ashcroft, 2006; Hille et
al., 1999; Hille, 2001). lonenkan le unterteilt man nach den lonen, f r die sie die h chste

Spezifitt aufweisen, wie Natrium-, Kalium- oder Calciumkan le (Grant, 2009; Hille,
2001). Es gibt aber auch lonenkan le, die transient receptor potential (TRP)-Kan le, die
unspezifisch f r bestimmte lonen sind (Nilius et a ., 2007). Diese sind f r mono- sowie
bivalente lonen durchl ssig und scheinen eine wichtige Rolle in der Kaziumhom ostase

Zu spielen.

Eine weitere Einteilungsm glichkeit der lonenkan le richtet sich nach der Art und Weise,
wie sie aktiviert werden (Grant, 2009; Hille, 2001; Nattel, Carlsson, 2006; Zhou,
McCammon, 2010). Die Aktivierung von lonenkan len, die im Grundzustand der Zelle
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geschlossen sind, kann durch Bindung eines Liganden erfolgen (Ligand-gesteuerte
Kanle). Alternativ f hren auch Ver nderungen in de r Spannung (spannungsabh ngige
Kan le) oder Stimulationen mit u eren Reizen, wie mechanische Reize, Ver nderung der
pH-Werte, der Lichteinstrahlung oder der Temperatur (Grant, 2009; Hille, 2001; Nattel,
Carlsson, 2006; Zhou, McCammon, 2010), zu einem ff nen von lonenkan len. Dennoch
gibt es auch Kaium- und Natriumkan le, die im Grun dzustand der Zelle einen lonenfluss
erm glichen ( leak channels) (Enyedi, Czirjak, 2010; Goldstein et al., 2001; Mantegazza et
al., 2010; Ren, 2011; Schroeder et al., 2000). Diese leak channels sind zur Erhatung des
Ruhepotentials von kritischer Bedeutung (s. 1.2.).

Die spannungsabh ngigen lonenkan le reagieren auf V er nderungen im Ruhepotential und
werden demnach in erregbaren Zellen aktiviert (Hille, 2001; Hodgkin, Huxley, 1952;
Yensen et al., 2002). Dabei ffnen sie sich nur wenige Millisekunden und lassen
w hrenddessen 10°® 10 7 lonen pro Sekunde die Pore passieren. Demnach flie en w hrend
der ffnung eines spannungsabh ngigen lonenkanales ber 100.000 Ionen durch die
Kanapore. Spannungsabh ngige lonenkan le werden we iterhin nach der Selektivitt fr
das entsprechende lon in Natrium-, Kalium-, Kalzium- oder Chloridkan le unterteilt. Die
dabel am besten untersuchte Gruppe sind die spannungsabh ngigen Kaiumkan le (Yu et
al., 2005).

1.4. Spannungsabh ngige Kaliumkan le

Spannungsabh ngige Kaliumkanle sind die gr te Gru ppe der spannungsabh ngigen
lonenkan le (Yu et a., 2005). Diese Gruppe besteht aus 11 verschiedenen Familien, die
alle sechs Transmembrandom nen besitzen. Weiterhin bestehen spannungsabh ngige
Kaliumkan le aus einer voltage-sensing domain, die auf Potential nderungen reagiert, und
einer pore domain, durch welche die lonen flieen knnen. Zustzlich dazu gibt es
zytoplasmatische N- und C-Termini (Moreau et al., 2014; Yu et a., 2005).

Die voltage-sensing domain besteht aus den vier Transmembrandom nen S1  S4. Dabei
enthalten die ersten drei Membran-spannenden Helices (S1  S3) negativ geladene
Aminos uren und sind demnach negativ geladen. Die | etzte Transmembrandom ne ($4)
der voltage-sensing domain dagegen ist durch vermehrt vorkommende Arginine und
Lysine gekennzeichnet und hat demnach eine positive Ladung (Hille et al., 1999). Die pore

domain besteht aus zwei Transmembrandom nen (S5 und S6), welche ber eine kleine
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extrazellul re Schleife miteinander verbunden sind (Moreau et al., 2014; Yu et a., 2005).
Je vier Untereinheiten (N- und C-Terminus, voltage sensing domain und pore domain)
finden in der Membran zusammen ( -Untereinheit) und bilden eine mit Wasser gef llte
Fass- hnliche Struktur, den eigentlichen Kanal (Ash croft, 2006; MacKinnon, 1991).

15. DieFamilieder Kv7-Kan le

Diese Familie besteht aus f nf Mitgliedern (Tab. 2), welche stets in der Lage sind,
Tetramere bilden zu k nnen (Abb. 2, rechts) (Jentsc h, 2000). Gleichzeitig sind aber auch
verschiedene Familienmitglieder in der Lage, miteinander Heteromere zu formen.

Tabelle 2: bersicht der f nf Kv7-Familienmitgliede r. Zustzlich zum kodierenden Gen, Protein und
m glichen Interaktionspartnern sind Krankheiten gen annt, die durch Mutationen im jeweiligen Gen auftreten
k nnen. LQT-S: long QT-Syndrome; BFNC: benigne familiar neonatal convulsions; DFNA2: autosomal
dominant nonsyndromic deafness type 2. Adaptiert nach (Gutman et a., 2005; Jentsch, 2000).

Gen Protein  Expression Interaktionspartner Krankheit Literatur

KCNQ1 Kv7.1  Herz, Niere, Ohr, KCNE1 5 LQT-S (Abbott et al., 2014;
Rektum, Plazenta, Angelo et al., 2002;
Darm, Lunge, Barhanin et a., 1996;
Magen, Gehirn Grunnet et al., 2002;

Preston et a., 2010;
Roepke et al., 2006;
Roepke et al., 2010;
Roepke et al., 20113;
Sanguinetti et al., 1996;
Schroeder et al., 2000;
Tinel et al., 2000a),

KCNQ2 Kv7.2  Gehirn, Lunge, Kv7.2 BFNC (Biervert et al., 1998;
KCNQ3 Kv7.3 Hoden, Herz, Kv7.3 Hesdler et d., 2015;
Plazenta, Darm, Kv7.5 Robhbins, 2001; Tinel et
Auge KCNE1 al., 2000b)
KCNE2
BACE1l
KCNQ4 Kv7.4  InneresOhr, Kv7.3 DFNA2 (Chadhaet al., 2014;
Nukleus des Kv7.5 Strutz-Seebohm et al.,
Hirnstammes, KCNEl1 5 2006)
Plazenta
KCNQ5 Kv7.5  Gehirn, Kv7.1 Nicht (Oliveraset a., 2014;
Skelettmuskulatur Kv7.3 bekannt Roura-Ferrer et a., 2012)
KCNE1
KCNE3

Wie Tabelle 2 zu entnehmen, sind Kv7.2 und Kv7.3 eng in ihrer Funktion miteinander
verbunden. Kv7.2 und Kv7.3 werden zusammen im Gehirn exprimiert, wo sie f r den M-
Strom verantwortlich sind (Wang et a., 1998a). Der M-Strom kann durch muskarinerge
Rezeptoren gehemmt werden, weswegen dieser Strom as M-Strom bezeichnet
wird (Brown, Adams, 1980). Er ist schon bei neuronalem Ruhepotential aktiv und | sst
Kaium aus der Zelle hinaus(Marrion, 1997). Damit frdert der M-Strom die
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Repolarisation. Dadurch wird ber die Inaktivierung von Kv7.2 und Kv7.3 ein Ausl sen
eines Aktionspotentiales gef rdert. Mutationen in K v7.2 und Kv7.3 sind bekannt daf r,
neonatale Epilepsien auszul sen (Tab. 2) (Biervert et al., 1998). Es wird unter anderem
angenommen, dass Mutationen in Kv7.2 oder Kv7.3 zu einer fehlenden Assemblierung der
Homo- oder Heteromere von Kv7.2 und Kv7.3 f hren. D iese Mutationen in Kv7.2 und
Kv7.3 bedingen zum Beispiel einen fehlgeleiteten Transport von Kv7.2 und Kv7.3 zur
Zellmembran, was die Pathophysiologie der von Kv7.2 und Kv7.3 abh ngigen Epilepsien

erkl ren k nnte.

Gleichzeitig ist aber auch Kv7.5 in der Lage, den M-Strom zu beeinflussen, da er in den
gleichen Hirnregionen wie Kv7.2 und Kv7.3 exprimiert wird und auch in der Lage ist, mit
Kv7.3 zu assemblieren (Jentsch, 2000). Eine Splicevariante (verk rzter C-Terminus) von
Kv7.5 konnte in der Skelettmuskulatur gefunden werden, wobei die Funktion dieser
Splicevariante noch zu kl ren ist. Zustzlich sind mittlerweile auch Mutationen von Kv7.5
beschrieben wurden (Arcangeli et a., 2009; Sjoblom et a., 2006). Dennoch scheinen diese
Mutationen nicht mit Krankheitsbildern zu assoziieren. Neueste Daten deuten Kv7.5 als
Tumorsuppressorgen an, da Mutationen in Kv7.5 in verschiedensten Krebsarten gefunden
wurden (Cerami et a., 2012; Gao et al., 2013).

Kv7.4 ist im Ohr und in manchen Bereichen des Hirnstammes zu finden, wo er fr die
Welterleitung und Vermittlung des H rens mitverantw ortlich ist (Jentsch, 2000). Weiterhin
ist er auch in der glatten Gef muskulatur exprimie rt (Chadhaet al., 2012).

Die Kv7.-Familie besteht wie ale spannungsabhngigen Kaliumkanle aus sechs
Transmembrandom nen (Abb. 2). Zustzlich liegen N- und C-Terminus intrazellul r vor,
wobei im C-Terminus vier homologe Helices (Helix A D) zu finden sind (Abb.
2) (Hernandez et a., 2008; Jentsch, 2000; Schwake et al., 2006). Helix A und Helix B
erm glichen die Calmodulin- und Phosphatidylinosito I-4,5-bisphosphat (PIP2)-Bindung
und sind demnach fr den Transport zur Zellmembran, die korrekten Faltung und die
Aktivierung der Kv7-Kanle von Bedeutung (Haitin, A ttali, 2008; Roden, 2006; Suh,
Hille, 2007; Zaydman, Cui, 2014). Die zytoplasmatischen Helix A und Helix B nehmen
dabel eine antiparallele Coiled-coil Struktur ein, bei der eine Helix A und eine Helix B des
jeweiligen Proteins miteinander interagieren (Sachyani et a., 2014). Die C-terminale Helix
C und Helix D zeichnen sich durch ihre hohe Wahrscheinlichkeit aus, ebenfalls Coiled-coil
Domnen zu bilden (Kanki et al., 2004; Schwake et al., 2006; Wiener et a., 2008).
Schwake und Kollegen konnten zeigen, dass die Helix C und Helix D f r die Homo- und
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Heteromerbildung der Kv7-Kan le relevant (Schwake et al., 2003; Schwake et a., 2006).
Da in dieser Arbeit vor allem mit Kv7.1 gearbeitet wurde, soll auf diesen Kaliumkanal

genauer eingegangen werden.

16. Kv7l

1.6.1. Struktur von Kv7.1

VSD PD
A N

man
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Abbildung 2: Aufbau von Kv7.1. Die sechs Transmembrandom nen mit ihren Ladungen si nd gezeigt.
Zwischen der 5. und 6. Transmembrandom ne liegt die Kaliumpore, wobei vier Untereinheiten assemblieren
mssen, damit ein funktioneller Kanal entsteht. Der lange C-Terminus ist mit seinen vier Helices
hervorgehoben, wobei die intrazellul re Helix A und Helix B sowie zytoplasmatische Helix C und Helix D
jeweils miteinander interagieren. Die KCNE-Proteine k nnen als -Untereinheiten in den von Kv7.1
gebildeten Komplex integriert werden und sind repr sentativ mit einem Beispiel in gr n gezeigt.

Die voltage-sensing domain und pore domain sind analog der spannungsabh ngigen
Kaliumkan le angeordnet, wobel Kv7.1 an der Zellmem bran tetramerisiert vorliegt (Abb.
2) (Hernandez et a., 2008). Der C-Terminus von Kv7.1 beinhaltet vier Helices (Helix A
D), welche f r die Bindung an Interaktionspartnern, Assemblierung und Kanalfunktion von
Kv7.1 von zentraler Bedeutung sind (Abb. 2). Kv7.1 ist das einzige Familienmitglied, das
nicht mit den anderen Kv7-Kan len tetramerisiert (T ab. 2). Stattdessen bildet Kv7.1 stets
Heteromere mit der Familie der KCNE-Proteine (Abb. 2) (Abbott, Goldstein, 2001,
Abbott, 2012, 2014). Diese -Untereinheiten assemblieren mit ihren respektiven -
Untereinheiten (Kv7.1) (s. 1.5.), sodass Kv7.1 vermutlich stets an Interaktionspartner
gebundenist.
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1.6.2. KCNE-Proteine alsInteraktionspartner von Kv7.1

Die Familie der KCNE-Proteine besteht aus f nf Fami lienmitgliedern (KCNE1 5),
welche alle in der Lage sind, mit Kv7.1 zu assemblieren (Angelo et al., 2002; Barhanin et
al., 1996; Grunnet et al., 2002; Sanguinetti et al., 1996; Schroeder et al., 2000; Tinel et al.,
2000a). Sie sind Typ 1 Transmembranproteine und haben einen extrazellul ren N-
Terminus, eine Transmembrandom ne und einen intrazellul r lokalisierten C-Terminus.
Alle scheinen an der voltage-sensing domain und der pore domain von Kv7.1 binden zu
k nnen (Liu et al., 2007; Lundby et a., 2010; Nakajo, Kubo, 2014; Zheng et a., 2010).
Weliterhin ist auch gezeigt worden, dass die KCNE-Proteine mit der zytoplasmatischen
Helix A und Helix C interagieren (Dvir et a., 2014; Haitin et a., 2009; Zheng et a., 2010).
Vier -Untereinheiten von Kv7.1 assemblieren mit je zwei KCNE-Proteinen (Kobertz,
2014; Plant et a., 2014). Die Assemblierung von KCNE-Proteinen an Kv7.1 ver ndert die
elektrophysiologischen Eigenschaften sowie die Reaktion auf pharmakologisch wirksame
Substanzen von Kv7.1 (Abbott, Goldstein, 2001; Abbott, 2012, 2014). Gleichzeitig f hrt
die Assemblierung von Kv7.1 und KCNE-Proteinen zu eéinem vermehrten Transport beider
Proteine zur Zellmembran und einer stabileren Expression des jeweils anderen (Abbott,
Goldstein, 2001; Abbott, 2012, 2014).

Als Gr ndungsmitglied dieser Familie ist KCNEL beka nnt, welches zun chst als minimal
inward potassium rectifier (Mink) beschrieben wurde (Takumi et al., 1988). 1996 wurde in
zwei zeitgleich erschienenen Publikationen die Assemblierung von KCNE1 mit Kv7.1
beschrieben (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et a., 1996). Dabei wurde in beiden
Arbeiten festgestellt, dass Kv7.1 und KCNE1 im Herzen den slow rectifier Strom (1ks)
darstellen, womit beide fr die spte Repolarisieru ngsphase des kardialen
Aktionspotentials relevant sind (Abb. 1). Mutationen in Kv7.1 und KCNE1 k nnen zu
mitunter t dlichen Arrhythmien f hren, bei denen di e QT-Phase im Elektrokardiogramm
(EKG) verl ngert ist (Long QT-Syndrom, LQT-S, Tab. 2, Abb. 3) (Abbott, Goldstein,
2001; Abbott, 2012, 2014).
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QT-Intervall
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Spannung [mV]

Zeit [sec]
Abbildung 3: Beispiel eines Elektrokardiogramms (EKG). Ein typisches EKG beginnt mit der P-Welle,
geht in den QRS-Komplex ber und endet mit der T-Welle. Ver ndert sich das EKG, so spricht man von
einer Arrhythmie. Die Zeitspanne von Beginn des QRS-Komplexes bis zum Ende der T-Welle wird als QT-
Intervall bezeichnet. Ist das QT-Intervall verl ngert, so spricht man von einem Long QT-Syndrom. Adaptiert
nach (Aktories K., 2009).

Treten Mutationen in Kv7.1 dominant auf, so spricht man vom Romano-Wardo-Syndrom
(RWS) (Jentsch, 2000). Patienten, die vom Jervell und Lange-Nielsen Syndrom betroffen
sind, tragen Genver nderungen in Kv7.1, die rezessi v bertragen werden. Dadurch leiden
die betroffenen Patienten nicht nur unter Arrhythmien sondern auch unter Taubheit.
Demnach konnte auf eine Funktion von Kv7.1 im Ohr geschlossen werden. In
weiterf hrenden Analysen an Kv7.1 und KCNEZ1- knock-out Tieren konnte festgestellt
werden, dass Kv7.1 und KCNE1 wichtig f r die Bildun g der Endolymphe im inneren Ohr
sind (Rivas, Francis, 2005). Eine fasche Zusammensetzung dieses Elektrolyts verursacht
eine fehlerhafte Entwicklung des Ohres, was zu einem H rverlust f hrt. KCNEL ver ndert
die Kanafunktion von Kv7.1, in dem es die Aktivierung von Kv7.1 stark verlangsamt.
Dennoch kommt es ber Assemblierung von Kv7.1 und K CNE1 zu einem vermehrten
Kaliumausstrom (Barhanin et a., 1996; Sanguinetti et al., 1996).

Assembliert KCNE2 mit Kv7.1 entsteht ein stetig offener Kanal (Tinel et al., 2000a).
Heteromere von Kv7.1 und KCNEZ2 findet man einerseits im Herzen, wo KCNE2 einen
weiteren Regulator des Iks-Stromes (Kv7.1 und KCNEL) darstellt (Jiang et a., 2009).
Vermehrte Tetramere von Kv7.1 und KCNE2 sind aber auch im Magen, Schilddr se und
Gehirn zu finden (Roepke et al., 2006; Roepke et al., 2009; Roepke et al., 2010; Roepke et
al., 2011a). Im Magen sind Kv7.1 und KCNE2 fr den Kaliumausgleich in den
Becherzellen verantwortlich, sodass eine Defizienz in beiden Proteinen zu einer gest rten
Sekretion der Magensure f hrt (Roepke et al., 2006 ; Roepke et a., 2010). KCNE2-
defiziente M use zeigten zustzlich eine Funktion v on Kv7.1 in der Schilddr se, bel der
Kv7.1 und KCNE2 wichtig f r die Erhaltung der Kaliu mhom ostase in den Thyreozyten
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sind (Roepke et a., 2009). Ohne einen korrekten Kaliumhaushalt in den
Schilddr senzellen kommt es zu keiner Akkumulation von lodidionen in dieser Dr se,
wodurch die Hormonbildung von Triiodthyronin und Thyroxin gest rt wird. Weiterhin
wurde die Funktion von Kv7.1 im Gehirn ber Untersu chungen an KCNE2-defizienten
M usen beschrieben. So konnte gezeigt werden, dass Kv7.1 und KCNE2 im Plexus
choroideus im Gehirn vorkommen, wo sie f r die Bildung der Sp inalfl ssigkeit notwendig
sind (Abbott et a., 2014; Roepke et al., 2011a).

KCNES3 hat auf die Kanalfunktion von Kv7.1 den gleichen Effekt wie KCNE2 und f hrt zu
einem stetig offenen Kaliumkanal (Schroeder et al., 2000). KCNE3 ist mit Kv7.1 im
Magen, Darm und Lunge ko-exprimiert, wo sie zusammen den Kaliumhaushalt
regulieren (Preston et a., 2010; Roepke et a., 2011b).

KCNE4 inhibiert die Kanalfunktion von Kv7.1, w hrend KCNE5 die Aktivierung von
Kv7.1 verlangsamt und gleichzeitig die Inaktivierung von Kv7.1 beschleunigt (Angelo et
a., 2002; Grunnet et a., 2002; Manderfield et al., 2009). Die genaue Funktion der
Heteromere aus Kv7.1 und KCNE4 beziehungsweise KCNE5 ist noch nicht gekl rt.
Patientenmutationen in KCNE4 oder KCNE5S zeigen, dass KCNE4 oder KCNES fr
alergische Rhinitis, arterielle Fibrillation und f r das Brugada-Syndrom (eine weitere
Form der kardialen Arrhythmie) bedeutend sind (Freidin et al., 2013; Mao et a., 2013;
Ohno et al., 2011; Palmer et a., 2012; Ravn et a., 2005; Ravn et a., 2008).

1.6.3. Weitere Regulatoren/Interaktionspartner von Kv7.1

KCNE-Proteine sind aber nicht die einzigen Interaktionspartner von Kv7.1. Andere
Interaktionspartner binden Kv7.1 vermehrt am C-Terminus und k nnen dessen Funktion
beeinflussen (Abb. 4).
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Calmodulin

Yotiao

Abbildung 4: Vereinfachte bersicht der verschieden en Interaktionspartner von Kv7.1l. Kv7.1 mit
seinen sechs Transmembrandom nen und seinem langem C-Terminus mit den vier intrazellul ren Helicesist
in blau gezeigt. Calmodulin, das schematische Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;), Yotiao und
neuronal precursor cell expressed developmentally downregualted gene 4-like (Nedd4.2) sind in den
verschiedenen Farben markiert. PIP, hat verschiedene Bindungsstellen, die mit den gestrichelten Linien nur
exemplarisch hervorgehoben wurden. Adaptiert nach (Haitin, Attali, 2008).

Camodulin ist ein wichtiger Regulator von Kv7.1 (Etxeberria et al., 2008; Gamper,
Shapiro, 2003; Roden, 2006; Sachyani et al., 2014; Shamgar et al., 2006; Wen, Levitan,
2002; Wiener et d., 2008; Yus-Ngera et a., 2002). Esist ein Calcium-bindendes Protein,
welches in der Lageist, Ziel-Proteine zu binden und deren Funktion zu modulieren (Ghosh
et al., 2006; Wen, Levitan, 2002). Dabei ist es f r manche Proteine von Bedeutung, ob
Camodulin dabei Kalziumionen gebunden hat oder nicht. Kv7.1 bindet konstitutiv beide
Formen von Camodulin (Haitin, Attali, 2008; Wen, Levitan, 2002). Assemblieren
Kazium gebundenes Calmodulin und Kv7.1, so wird die Kanaaktivitt von Kv7.1
verst rkt (Bal et a., 2005; Gamper, Shapiro, 2003; Haitin, Attali, 2008). Die Bindung von
Camodulin an Kv7.1 beeinflusst die Faltung, Aktivit t und den Transport von Kv7.1. Eine
Camodulin-Bindestelle (IQ-Motiv) wurde in der intrazellul ren Helix A von Kv7.1
beschrieben (Abb. 4), wobel aber die Bindung von Calmodulin an Kv7.1 an der
zytoplasmatischen Helix A und Helix B stattfindet (Gamper, Shapiro, 2003; Ghosh et a.,
2006; Shamgar et al., 2006; Wen, Levitan, 2002; Yus-Ngeraet a., 2002). Dabel bindet je
ein Calmodulin an ein Kv7.1-Protein (Sachyani et al., 2014).
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Ein weiterer Regulator der Kanafunktion von Kv7.1 ist Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP.), welches ale Familienmitglieder der Kv7-Familie bindet (Suh, Hille,
2007; Woodcock et al., 2009; Zaydman, Cui, 2014; Zhang et a., 2003). Die Bindung von
PIP, ist fr die Kanalaktivit t aler Kv7-Kan len unerl sslich, da PIP2 zur Stabilisierung
der offenen Form der Kv7-Kan le beitr gt (Haitin, A ttali, 2008; Loussouarn et al., 2003;
Zhang et al., 2003). An Kv7.1 kann PIP, analog zu Camodulin an die intrazellul re Helix
A und Helix B binden (Abb. 4) (Hernandez et a., 2008; Thomas et a., 2011). Da die
Interaktionsstellen von Calmodulin und PIP; an Kv7.1 sehr hnlich sind (Abb. 4), kommt
es zu einer konkurrierenden Bindung von Calmodulin und PIP, an Kv7.1. Kommt es zur
Phospholipase C-Aktivierung und PIP.-Depletion, so bindet Calmodulin anstelle von PIP;
an Kv7.1. Dadurch wird die Kanalaktivit t von Kv7.1 nicht ver ndert (Loussouarn et al.,
2003). Bindestellen f r PIP 2 an Kv7.1 sind zustzlich an der voltage-sensing domain, der
pore domain und intrazellul ren Helix C in Kv7.1 beschrieben w orden (Abb. 4) (Dvir et
a., 2014; Kasimovaet al., 2015; Park et al., 2005).

Weliterhin ist gezeigt worden, dass Phosphorylierungen des Kv7.1 wichtige Regulatoren
der Kanalaktivit t von Kv7.1 sind (Kurokawa et al., 2004). Dabei bindet im C-Terminus an
der Helix C und Helix D von Kv7.1 das A-Kinase Anchoring Protein 9 (AKAP9 oder
Yotiao) (Abb. 4) (Haitin, Attali, 2008; Kinoshita et al., 2014; Kurokawa et al., 2004;
Kurokawa et a., 2009; Marx et al., 2002). Die Bindung von Y otiao an Kv7.1 f hrt zu einer
Phosphorylierung des Kv7.1 ber die Proteinkinase A und/oder Proteinkinase C, w hrend
die Proteinphosphatase 1 diese Phosphatgruppen spalten kann (Kathofer et al., 2000;
Kathofer et al., 2003; Kurokawa et a., 2009; Marx et a., 2002). ber die

Phosphorylierung des Kv7.1 wird dessen Aktivitt gesteigert. Phosphorylierungen von
Kv7.1 finden in Kardiomyozyten statt, wo ber -adrenerge Rezeptoren die Proteinkinase
A aktiviert werden kann. Dies ist bei der Adrenalinaussch ttung der Fall, wobei dann der

Iks-Strom (Kv7.1 und KCNEL1), as Konsequenz auf den erh hten Herzschlag, durch
Phosphorylierungen angepasst werden kann.

Als weiterer Regulator von Kv7.1 ist auch neuronal precursor cell expressed
developmentally gene 4-like (Nedd4.2) bekannt. Als E3 Ligase ist Nedd4.2 in der Lage,
Kv7.1 zu ubiquitinylieren und somit dessen Abbau zu beschleunigen (Abb. 4) (Haitin,
Attali, 2008; Jespersen et d., 2007).
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1.6.4. Funktionen von Kv7.1

Die Funktionen von Kv7.1 sind auch durch die Untersuchungen der KCNE-Untereinheiten
erschlossen worden. Somit wei man heute, dass Kv7. 1 f r die Funktion des Herzens, bel
der Sekretion der Magens ure und bei der Aufrechter haltung der Kaliumkonzentrationen in
der Schilddr se, Ohr, Darm und Lunge wichtig ist (A bbott et al., 2014; Barhanin et al.,
1996; Drici et al., 1998; Preston et a., 2010; Roepke et al., 2006; Roepke et al., 2008;
Roepke et a., 2009; Roepke et al., 2010; Roepke et a., 2011a; Sanguinetti et al., 1996).
Weiterhin wurde Kv7.1 durch genetische Studien in den letzten Jahren as relevant f r die
Tumorbildung und Insulinsekretion beschrieben (March et a., 2011; Starr et a., 20009;
Than et a., 2014; Unoki et a., 2008). Zustzlich gibt es auch Studien, die Kv7.1 in
Proliferationsprozessen und Apoptose beschreiben (Duranton et al., 2010; Morokuma et
al., 2008a; Morokuma et a., 2008b; Zhang et al., 2013).

17. Apoptose

1.7.1. Funktion von Apoptose

Apoptose ist der programmierte Zelltod, der in der Entwicklung von multizellul ren
Organismen von zentraler Bedeutung ist (Galluzzi et a., 2012; Grutter, 2000; Vucic et al.,
2011). Apoptose ist zur Erhaltung der Homostase von Geweben und Organen
entscheidend und wird ausgel st, wenn eine Zelle ni cht mehr in der Lage ist, ihrer
vorgegebenen Funktion nachzugehen oder nicht mehr gebraucht wird. Um w hrend der
Apoptose sicherzustellen, dass keine Nachbarzellen gesch digt oder beeinflusst werden,
muss die Integritt der Zellmembran im Verlauf der Apoptose erhalten bleiben. Daf r

schrumpft die Zelle zun chst (apoptotische Volumenr eduktion), was f r die Ausl sung des

Zelltodes von entscheidender Bedeutung ist (Wang, 2004). Um die apoptotischen
Volumenreduktion zu vermitteln, flieen Kalium- und Chloridionen aus der Zelle. Dieser
Ausfluss an lonen bewirkt weiterf hrend einen Wasse rverlust, durch welchen die Zelle
schlussendlich ihr Volumen verkleinert. Nachdem die Zelle Apoptose durchlaufen hat,
werden kleine Vesikel abgeschnrt, die dann schnell von mononukle ren Phagozyten
aufgenommen werden k nnen (Erwig, Henson, 2008; Gal luzzi et al., 2012; Grutter, 2000;
Vucic et a., 2011). Als Signal zur Phagozytose gilt dabel unter anderem die Exposition
von Phosphatidylserin in den extrazellul ren Bereich der Zelle (Burlacu, 2003).

Dysregulationen von Apoptose knnen zu Krebs, Asthma, Neurodegenerationen,
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Autoimmunerkrankungen oder kardialen Erkrankungen f hren. Apoptose wird durch die
Cystein abh ngigen Aspartat vermittelten Proteasen (Caspasen) und Mitgliedern der B-Zéll
Lymphoma-2 (BCL-2)-Familie beeinflusst.

1.7.2. Caspasen

Caspasen sind Cysteinproteasen, die typischerweise ihre Peptidsubstrate hinter einem
Aspartatrest hydrolysieren (Galluzzi et a., 2012; Grutter, 2000; Nicholson, 1999).
Caspasen werden unter anderem w hrend des programmi erten Zelltodes aktiviert und sind
f r die Ausf hrung von Apoptose mit verantwortlich. Deswegen spricht man bei Apoptose
unter anderem auch vom Caspase-abh ngigen Zelltod. Insgesamt wurden mittlerweile 14
Caspasen identifiziert, die sich in ihrer Struktur hneln. Alle Caspasen bestehen aus einer
Prodomne, sowie einer -Kette (groer Untereinheit) und ener -Kette (kleine
Untereinheit) (Abb. 6). Kommt es zur Aktivierung von Apoptose, so wird die Prodom ne
der Caspase abgespalten. Gleichzeitig kommt es zur proteol ytischen Spaltung zwischen der
groen und kleinen Untereinheit der Caspasen, wobel zwei kleine und zwei groe
Untereinheiten der gleichen Caspasen den aktiven Komplex ausbilden (Abb. 5).

| ]

proteolytische Spaltung proteolytische Spaltung

. aktives Zentrum

Abbildung 5: Aufbau der Caspasen. Jede Caspase besteht aus einer Prodom ne sowie einer gro en und
einer kleinen Untereinheit. Zur Aktivierung der Caspasen wird die Prodom ne abgespalten und gleichzeitig
die zwel Untereinheiten proteolytisch voneinander getrennt. Zwei so proteolysierte Caspasen dimerisieren
dann zu einem aktiven Heteromer. Das aktive Zentrum ist blau hervorgehoben. N: N-Terminus. C: C-
Terminus. Adaptiert nach (Grutter, 2000).

Eingetellt werden Caspasen dabei nach verschiedenen Klassifikationen (Tab. 3) (Galluzzi
et a., 2012; Grutter, 2000; Vucic et a., 2011). Einerseits werden Caspasen nach der
Funktion, die sie bernehmen, unterteilt. Entweder spalten diese Caspasen Substrate in der
Zelle, was den Tod der Zellen verursacht. Diese Caspasen nennt man Effektorcaspasen,
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wie Caspase-3 oder -7, da sie den eigentlichen Zelltod ber Proteolyse von Zielproteinen
vermitteln. Caspase-8, -9 und -10 dagegen aktivieren genau diese Effektorcaspasen,
weswegen man Caspase-8, -9 und -10 als Initiatorcaspasen bezeichnet. Weiterhin gibt es
auch Caspasen, die in Entz ndungsprozessen eine ent scheidende Rolle spielen, weshalb
man bei Caspase-1, -4 und -13 von Entz ndungscaspas en spricht (Galluzzi et a., 2012,
Grutter, 2000; Vucic et a., 2011; Wang et al., 1998b). In den letzten Jahren ist eine weitere
Klasse von Caspasen identifiziert worden, die bei  berm igem Stress im

Endoplasmatischen Retikulum aktiviert werden. Dies ist fr die Caspase-12 gezeigt

worden (Nakagawa et a., 2000).

Eine andere Einteilungsm glichkeit der Caspasen ric htet sich nach der Substratspezifit t
der jewelligen Caspasen (Galluzzi et al., 2012; Grutter, 2000; Vucic et a., 2011). Dabei
stellte man drei verschiedene Gruppen bez glich der Substratspezifitt fest. Die erste
Gruppe der Caspasen schneidet bevorzugt an einer WEHD-Schnittstelle, wobel stets nach
dem Aspartat geschnitten wird. Die zweite Gruppe bevorzugt DEXD-Motive, w hrend die
letzte Gruppe der Caspasen vermehrt nach (I/V/L)EXD-Motive schneidet. Die Struktur der
Caspase bedingt ihre Pr ferenz fr die jeweilige Sc hnittstelle und letztendlich auch die
Funktion der jeweiligen Caspase. Somit haben alle Entz ndungscaspasen eine Pr ferenz

fr WEHD-Motive in ihren Substraten, w hrend Effekt orcaspasen eher nach einem
DEXD-Motiv schneiden. Initiatorcaspasen dagegen bevorzugen ene (I/V/L)EXD-
Schnittstelle. Die meisten Substrate der Caspasen enthalten auch nur eine Schnittstelle. Es
ist aber auch mglich, dass zwei Caspaseschnittstel len in einem Protein direkt
hintereinander liegen (geklusterte Schnittstellen) oder aber ein Substrat mehrere
Proteolysestellen f r Caspasen enth It (Grutter, 20 00). Die genannten Klassifikationen sind
in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Einteilung ausgew hiter Caspasen nach Fu nktion und Substratspezifit t. Die Struktur der
Caspase bedingt die Substratspezifitt und Funktion der jeweiligen Protease. Caspase-2 kann als Effektor-
und Initiatorcaspase agieren. Auf Grund der Substratspezifitt ist Caspase-2 in dieser Einteilung nur als
Effektorcaspase gekennzeichnet. Adaptiert nach (Grutter, 2000).

Funktion Caspase Substratspezifit t

Caspase-1
Caspase-4
Caspase-5
Caspase-13
(Caspase-2)
Caspase-3 DEXD
Effektor Caspase-7

Caspase-6

Caspase-8 (WVIL)EXD
Initiator Caspase-9
Caspase-10

Entz ndung WEHD

1.7.3. Die Familieder B-Zell Lymphoma-2 (BCL -2)-Proteine

Wie zuvor erw hnt, bernimmt die Familie der B-Zell Lymphoma2 (BCL-2)-Proteine
eine kritische Rolle in der Apoptose (Burlacu, 2003; Chipuk et al., 2010; Czabotar et al.,
2014; Dania, 2007, Dewson, 2010; Gross et a., 1999; Tsujimoto, 2002). Als
Gr ndungsmitglied dieser Familie wurde 1987 B-Zell Lymphoma2 (BCL-2)
beschrieben (Tsujimoto, 1987), auch wenn erst Jahre sp ter die Rolle von BCL-2 in der
Apoptose entdeckt wurde. ber Sequenzvergleiche von BCL-2 mit anderen Proteinen
charakterisierte man 17 Familienmitglieder (Burlacu, 2003; Chipuk et al., 2010; Czabotar
et a., 2014; Dania, 2007; Dewson, 2010; Gross et a., 1999; Tsujimoto, 2002) und
beschrieb vier homologe Domnen dieser Familienmitglieder, die BCL-2-
Homologiedomnen (BH-Domnen). Es wurden vier versc hiedene BCL-2-
Homologiedom nen (BH1, BH2, BH3 und BH4) benannt, w obel die BH1-Dom ne, BH2-
Dom ne und BH4-Dom ne eine anti-apoptotische Funkti on einnehmen. Die BH3-Dom ne
vermittelt dagegen pro-apoptotische Interaktionen. Alle BCL-2-Familienmitglieder
enthaten eine C-terminadle Transmembrandomne, welche fr den Transport zum
Mitochondrium sowie fr die Integrierung in die u ere Mitochondrienmembran
unabdinglich ist. Durch Strukturvergleiche der Mitglieder teilt man die BCL-2-Familie
mittlerwelle in drei verschiedene Gruppen ein (Abb. 6). Insgesamt zeichnet sich diese
Proteinfamilie durch ihre F higkeit aus, Homo- sowi e Heterodimere zu bilden und damit

Apoptose beeinflussen zu k nnen.
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Anti-apoptotisch mit mehreren BH-Doménen
(BCL-2, MCL-1, BCL-XL, BCL-B, BCL-w, BFL-1/A1)

pro-apoptotisch mit mehreren BH-Doménen
(BAX, BAK, BOK)
N

BH3-only
(BCL-Rambo, BCL-G, BMF, SPIKE, BIM, PUMA, NOXA, BIK, HRK, BID)
N C

Abbildung 6: bersicht der BCL-2-Proteinfamilie. Alle drei Familien, anti-apoptotisch multiple BH-
Dom nen, pro-apoptotisch multiple BH-Dom nen und BH 3-only Proteine sind in ihrer Struktur gezeigt. BH:
BCL-2-Homologiedomne. C: C-Terminus. N: N-Terminus. TM: Transmembrandom ne. Adaptiert
nach (Danial, 2007; Dewson, 2010; Gross et a., 1999).

Die erste Gruppe der BCL-2-Familie beinhaltet anti-apoptotische Proteine, die ale vier
BH-Dom nen tragen (Burlacu, 2003; Chipuk et al., 2010; Czabotar et a., 2014; Danial,
2007; Dewson, 2010; Gross et a., 1999; Tsujimoto, 2002). Als bekanntestes Mitglied z hit
dabel BCL-2, welches im Mitochondrium an Cytochrom C gebunden ist. Gleichzeitig kann
BCL-2 aber auch das BCL-2 associated X protein (BAX) und BCL-2 homologous
antagonist killer (BAK) binden und die pro-apoptotische Funktion von BAX und BAK
unterbinden. Alle anti-apoptotischen Mitglieder sind im Mitochondrium, in der Membran

des Endoplasmatischen Retikulums und/oder in der nukle ren Membran zu finden.

In der zweiten Gruppe der BCL-2-Familie befinden sich nur pro-apoptotische Mitglieder,
welche vier BH-Domnen enthaten, analog zur ersten Gruppe der BCL-2-
Familie (Burlacu, 2003; Chipuk et a., 2010; Czabotar et al., 2014; Danial, 2007; Dewson,
2010; Gross et a., 1999; Tsujimoto, 2002). BAX und BAK sind die am besten

beschriebenen Vertreter dieser Gruppe und deren Funktion wird unter 1.7.4. diskutiert.

Die dritte Gruppe der BCL-2-Familie setzt sich aus pro-apoptotische Proteinen zusammen,
die dle jeweils nur die BH3-Dom ne enthalten. Demn ach werden diese Proteine auch
BH3-only genannt (Burlacu, 2003; Chipuk et al., 2010; Czabotar et al., 2014; Danial,
2007; Dewson, 2010; Gross et a., 1999; Tsujimoto, 2002). Diese Proteine sind as
Modulatoren der anderen Familienmitglieder bekannt, indem sie die Aktivitt und
Lokalisation der jeweiligen Bindungspartner beeinflussen. Die BH3-only Proteine binden

an anti-apoptotische Familienmitglieder, wodurch deren Einfluss auf BAX und BAK
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aufgehoben werden kann. Andererseits sind BH3-only Proteine in der Lage, an BAX und
BAK zu binden und stehen damit in Bindungskonkurrenz zu den anti-apoptotischen
Familienmitgliedern. Die Bindung von BH3-only Proteinen an BAX und BAK hat stets
eine Konformations nderung von BAX und BAK zur Folg e, welche die Dimerisierung von

beiden Proteinen beg nstigt.

Insgesamt | sst sich erkennen, dass die BCL-2-Proteinfamilie eine zentrale Rolle in der
Modulation der Apoptose einnimmt (Burlacu, 2003; Chipuk et al., 2010; Czabotar et al.,
2014; Dania, 2007; Dewson, 2010; Gross et a., 1999; Tsujimoto, 2002). Um das
Zusammenspiel verschiedener BCL-2-Familienmitglieder zu gew hrleisten, haben die
jeweiligen Familienmitglieder die F higkeit sich gegenseitig zu binden und dar ber ihre
Aktivit t zu ver ndern beziehungsweise ihren Transp ort oder Lokalisation zu beeinflussen.
Wenn nun aber die Expression von anti-apoptotischen Familienmitgliedern, wie BCL-2,
ver ndert wird, so kann damit das Zellschicksal beeinflusst werden. Gerade das Verh Itnis
von pro-apoptotischen und anti-apoptotischen Proteinen (BAX und BAK versus BCL-2) ist
dabel kritisch und in vielen Erkrankungen ver ndert, was deren Pathophysiologie stark
beeinflusst. Zum Teil wird das VerhlItnis aus BAX und BCL-2 oder BAK und BCL-2
sogar as klinischer Marker fr akute myolide Leuk mie verwendet (Del Poeta et d.,
2003).

1.7.4. Signalwege, die zu Apoptose f hren

Um den programmierten Zelltod in einer Zelle auszul sen, bedarf es eines geeigneten
Stimulus (Galluzzi et a., 2012; Grutter, 2000; Vucic et a., 2011). Apoptose kann dabei
durch die Bindung von extrazellul ren Signalmolek | en, wie den tumor necrosis factor

(TNF- ) oder den FAS-Liganden (CD95L), an ihre Rezeptoren ausgel st werden.
Alternativ kann es ber intrazellul re Signale zur Ausl sung von Apoptose kommen.
Dabel ist vor alem die Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies im Zellinneren oder
eine erh hte intrazellul re Kalziumkonzentration a sintrazellul rer Ausl ser von Apoptose
bekannt. Demnach unterscheidet man zwischen dem intrinsischen und extrinsischen

Signalweg, wobei beide Signalwege zu Apoptose f hre n.

Kommt es zu einem extrazellul ren Apoptose-ausl sen den Stimulus, so spricht man vom
extrinsischen Signalweg der Apoptose (Galluzzi et a., 2012; Grutter, 2000; Vucic et al.,
2011). Bei diesem Signalweg werden ber die Bindung von extrazellul ren
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Signalmolek len, wie dem tumor necrosis factor- (TNF- ) oder dem FAS-Liganden
(CD95L), Todesrezeptoren aktiviert (Ashkenazi, Dixit, 1998; Medema et a., 1997; Yang
et al., 1998). Durch die Aktivierung dieser Rezeptoren werden Caspasen proteolytisch
aktiviert (Nicholson, 1999), welche dann den eigentlichen Zelltod vermitteln k nnen.

Da in dieser Arbeit BAX, BAK und BCL-2 im Fokus standen, wird genauer auf den
intrinsischen Signalweg der Apoptose eingegangen (Abb. 7). Kommt es zur Akkumulation
eines intrazellul ren Stresssignales, so durchl uft die Zellen den intrinsischen Signalweg
der Apoptose (Galluzzi et a., 2012; Grutter, 2000; Vucic et a., 2011). Dabei kommt es
zunchst zu einer Trandokation des pro-apoptotischen BAX vom Zytosol zum
Mitochondrium. Im Mitochondrium bildet BAX einen Multiproteinkomplex mit BAK,
welches auf der u eren mitochondrialen Membran lok alisiert ist. Durch den aus BAX und
BAK gebildeten Multikomplex entsteht eine Pore in der u eren Mitochondrienmembran,

die einerseits die Integrit t der u eren mitochond rialen Membran aufhebt und andererseits
auch das mitochondriale Potential vermindert. Dies wiederum hebt die ATP-Synthese in
diesem Zellorganell auf. Somit fehlt der Zelle der wichtigste Energielieferant. Gleichzeitig
wird die Bindung von BCL-2 an Cytochrom C aufgehoben, wodurch Cytochrom C durch
die BAX/BAK-gebildete Pore zusammen mit dem apoptosis inducing factor (AIF), der
Endonuklease G, dem apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1), Diablo und der
HtrA Serinprotease-2 in das Zytosol gelangen. Apaf-1 und Cytochrom C bilden dann im
Zytosol zusammen mit der Proform der Caspase-9 das Apoptosom, in welchem die
Caspase-9 aktiviert wird (Abb. 7) (Nicholson, 1999). Daraufhin kann Caspase-9 wiederum
Caspase-3 und -7 aktivieren (Li et a., 1997; Nicholson, 1999; Srinivasula et al., 1998).
Caspase-3 und -7 zerst ren durch Degradation der zu m Zytoskelett zugeh rigen Proteine
das Zellger st, wobel die HirA Serinprotease-2 unte rst tzend wirkt (Galluzzi et al., 2012;

Grutter, 2000; Vucic et a., 2011). Gleichzeitig aktivieren Caspase-3 und -7 aber die
Caspase-aktivierte DNAse (CAD), die zum DNA-Abbau w hrend der Apoptose ben tigt

wird (Meiss, 2010). Zus tzlich translozieren aber auch AIF und die Endonuklease G in den
Zellkern, um dort DNA zu degradieren. Die Aktivierung der Caspase-3, -7 und -9 wird
durch Diablo und der HtrA Serinprotease-2 verstrkt, da Diablo und die HtrA
Serinprotease-2 den X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) inhibieren. Dieser ist dann
nicht mehr in der Lage ist, Caspasen zu inhibieren (Deveraux et al., 1998). Diablo ist ein
mitochondrial lokalisiertes Protein, von welchem w hrend der Apoptose die Prodom ne
abgeschnitten wird. Dadurch verl sst das mature Pro tein das Mitochondrium, um XIAP im
Zytosol zu hemmen (de Almagro, Vucic, 2012; Shiozaki, Shi, 2004; Vaux, Silke, 2003).
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Schlussendlich kommt es ber die Aktivierung versch iedener Caspasen, wie zum Beispiel
Caspase-3 oder -7, zum Zelltod.

Apaf—l HtrA2
Diablo
Cytochrome C ):i} ] Z} Z} 2}
% i N -
HirA2 1 ® o ®:ndG
Proform der ®
Caspase-9

Apoptosom Proform der
Caspase-3/7
Abbau des Zytoskeletts

> DNA-Degradation Zelltod

aktlve
Caspase-9

aktlve

Caspase-3/7

Abbildung 7: Vereinfacht dargestellter Signalweg der intrinsischen Apoptose. Nach einem
intrazellul ren Stressstimulus transloziert das BCL-2-associated X Protein (BAX) zum Mitochondrium und
bildet Komplexe mit dem mitochondrial lokalisiertem BCL-2 homologous antagonist killer (BAK). Dadurch
wird die Integritt der ueren Mitochondrienmembra n so gest rt, dass es ber den aus BAK und BAX
gebildeten Multiproteinkomplex zur Freisetzung von Cytochrom C, apoptotic protease activating factor 1
(Apaf-1), Diablo, HtrA Serinprotease-2 (HtrA2), apoptosis inducing factor (AIF) und Endonuklease G
(EndoG) kommt. Cytochrom C, Apaf-1 und die Proform der Caspase-9 bilden einen weiteren Komplex, das
Apoptosom. Im Apoptosom wird Caspase-9 proteolytisch aktiviert, wodurch Caspase-9 dann wiederum
Caspase-3 und -7 aktivieren kann. Gleichzeitig wird die Inhibition von Caspasen ber den X-linked inhibitor
of apoptosis (XIAP) durch Diablo und HtrA2 aufgehoben, was die Aktivitt der Caspasen verst rkt. Somit
kommt es ber Caspase-3 und -7 zum Abbau des Zytosk eletts. Bei Abbau des Zellger stes werden Caspase-3
und -7 durch HtrA2 unterst tzt. Die DNA-Degradierung wird zustzlich durch AIF und EndoG weiter
vorangetrieben. Adaptiert nach (de Almagro, Vucic, 2012; Galluzzi et al., 2012; Vucic et al., 2011).
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1.7.5. Amino-Terminal Enhancer of Split (AES)

Amino-Terminal Enhancer of Split (AES) wurde als neuer Interaktionspartner von Kv7.1in
dieser Arbeit untersucht. AES geh rt zur im Mensche n aus vier Mitgliedern bestehenden
Familie der Transducin like Enhancer of Split (TLE)-Proteine (Beagle, Johnson, 2010;
Gasperowicz, Otto, 2005; Jennings, Ish-Horowicz, 2008). Diese Familie wurde zuerst in
Drosophila melanogaster beschrieben und die Mitglieder der Familie sind als Ko-
Repressoren der Trandation bekannt. Transducin like Enhancer of Split-Proteine binden
selber keine DNA, gehen aber Protein-Protein Interaktionen ein. Dabel binden diese
Proteine vor allem solche Proteine, die im Komplex der Translationsmaschinerie wichtig
sind, wie Histondeacetylasen oder Transkriptionsfaktoren, deren Funktionen von diesen
Familienmitgliedern moduliert werden k nnen.

A
typsiches Transducin like Enhancer of Split-Familienmitglied

- WD40-Doméne

Amino-Terminal Enhancer of Split (AES)

N- Q-Domine —C

1 132 197
Abbildung 8: Schematische Struktur der Transducin like Enhancer of Split (TLE)-Familie. (A) Ein
typisches Transducin like Enhancer of Split-Familienmitglied. (B) Amino-Terminal Enhancer of Split (AES)
Die Zahlen geben die jeweiligen Aminos uren von AES an. Q: Glutamin. G: Glycin. P: Prolin. S: Serin. Ccen:
nukle re Lokalisationsequenz. Adaptiert nach (Beagl e, Johnson, 2010; Gasperowicz, Otto, 2005).

AES nimmt in dieser Familie eine Sonderstellung ein, da AES nur aus einer Glutamin
reichen (Q)-Dom ne und einer Glycin und Prolin reichen (GP)-Dom ne besteht (Abb.
8) (Beagle, Johnson, 2010; Gasperowicz, Otto, 2005; Jennings, Ish-Horowicz, 2008).
Weliterhin ist AES nicht in der Lage, mit Histondeacetylasen zu interagieren, bindet aber
vermehrt andere Familienmitglieder, damit AES deren Funktion unterst tzen kann. Im
Gegensatz zu anderen Transducin like Enhancer of Split-Proteinen kann AES auch
Signalwege, wie Apoptose, stimulieren, weswegen es eher al's Ko-Modulator gesehen wird.
AES hat seine h chste Expression im S uger im Herze n, Muskeln und Gehirn.

Funktionen von AES sind im Zusammenhang mit Interaktionsstudien entdeckt worden
(Tab. 4).
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Tabelle 4: Ausgew hlte Interaktionspartner von AES und die Funktion dieser Interaktion. Adaptiert
nach (Beagle, Johnson, 2010; Gasperowicz, Otto, 2005).

Transkriptionsfaktor Gewebe/Prozess, wo die I nteraktion bedeutend ist
Runt-related transcription factor 2 (Runx2) Entwickelnder Knochen

T-Zell Faktor-4 (TCF-4) Entwicklung der Hypophyse

Androgenrezeptor Aktivit tsverminderung des Androgenrezeptors
Transkriptionsfaktor Il E (TFIIE) Transkriptionsmaschinerie

p65 Untereinheit von nuclear factor kappa-light-

o
chain-enhancer of activated B cells (NF B) ApE e

Homeobox protein 3 (Six3) .
Homeobox protein 6 (Six6) Entwicklung des Auges
BCL-2 inhibitor of transcription 1 (Bit1) Apoptose

Dabel ist die Bindung von AES an Runt-related transcription factor 2 (Runx2) besonders
gut beschrieben. Es wurde gezeigt, dass AES-defiziente M use ein retardiertes
K rperwachstum zeigen (Wang et a., 2004; Wang et al., 2002b), was ber die Interaktion
von AES mit Runt-related transcription factor 2 erkl rt werden konnte. Durch die fehlende
Bindung von AES kann Runt-related transcription factor 2 das K rperwachstum nicht
angemessen stimulieren. Gleichzeitig hat AES einen Einfluss auf den Notch-Signalweg,
welchen AES auf ungekl rte Weise inhibieren kann (C hristofori, 2011; Sonoshita et al.,
2011). Die Inhibition des Notch-Signalweges wurde in vivo mit AES-defizienten M usen
validiert, wobel festgestellt wurde, dass AES die Metastasierung von Darmkrebs
vermindern kann. Weiterhin wird durch die Bindung von AES an BCL-2 inhibitor of
transcription 1 (Bit1) die pro-apoptotische Funktion von Bitl verst rkt (Jan et a., 2004).

18. Proteolyse

Wie schon im Abschnitt ber Apoptose beschrieben, k ann die Prozessierung/Proteolyse
von Proteinen ein bedeutender Schritt zur Modulation der Proteinfunktion sein (Puente,
Lopez-Otin, 2004; Puente et a., 2005). Proteolyse selber ist dabel nur die Hydrolyse von
Peptidbindungen, wie sie zur Aktivierung der Caspasen in dieser Arbeit beschrieben
worden ist. Die posttrandationale Modifikation von Proteinen ber Phosphorylierungen,
Glykosylierungen, Anbringen von Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Ankern, Proteolyse
oder Ubiquitinylierungen sind bekannt daf r, die Fu nktionen von Proteinen beeinflussen
zu k nnen (Wang et a., 2014). Die Proteolyse ist d abel besonders, da sie unwiderruflich
ist (Puente, Lopez-Otin, 2004; Puente et a., 2005). Als Substrate f r Proteasen sind unter
anderem  Transkriptionsfaktoren, Membranproteine, Zytokine, Hormone oder
Wachstumsfaktoren identifiziert worden, womit die Proteolyse wichtig fr DNA-

Replikation, Zellzyklus, Zelproliferation, Differenzierung oder Abbau von Proteinen
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ist (Puente, Lopez-Otin, 2004; Puente et a., 2005; Wang et a., 2014). Der Mensch
exprimiert ber 500 Proteasen, die entweder in Cyst ein-, Aspartat-, Metallo-, Serin- oder
Threoninproteasen eingeteilt werden, je nachdem welche Aminosure die katalytische
Aktivitt der jeweiligen Protease bedingt (Puente, Lopez-Otin, 2004; Puente et a., 2005;
Wang et a., 2014). Als besondere Proteolyse ist dabel die Intramembranproteolyse
hervorzuheben, da ein Prozess, der Wasser bentigt, in der lipophilen Umgebung der
Zellmembran stattfindet (De Strooper, Annaert, 2010). Dies wird ber die Struktur der
Intramembranproteasen m glich, welche eine Kana h nliche Struktur einnehmen und
somit eine Wasserpore in der Membran bilden(Li et a., 2013). Damit kann ene
Proteolyse innerhalb der Zellmembran berhaupt erst m glich werden.

Fr Kaiumkanle sind bis jetzt wenige proteolytisc he Schnitte bekannt. Es ist gezeigt
worden, dass das Beta-site Amyloid precursor protein Cleaving Enzyme 1 (BACEL) sowie
der -Sekretase-Komplex die -Untereinheiten KCNE1 und KCNE2 schneiden
k nnen (Sachse et a., 2013). In Bezug auf andere s pannungsabh ngige lonenkan leist die
Proteolyse der -Untereinheiten 2 und 4 der spannungsabh ngigen Natriumkan le
Navl.1l und Nav1.2 publiziert worden (Huth et al., 2009; Kim et a., 2007). Fragmente, die
durch Proteolyse entstehen, k nnen auch zum Zellker n trandozieren, wo sie die
Genexpression beeinflussen k nnen (Chung, Jan, 2006 ). Diesist vor allem am Beispiel des
Notchrezeptors intensiv untersucht worden (Christian, 2012; Prox et al., 2012; Selkoe,
Kopan, 2003). Damit g be es f r diese Proteolyse-Su bstrate eine neue Funktion, welche
unabh ngig der urspr nglichen Proteinfunktion liege n k nnte. Bis jetzt ist dies aber fr

Kaliumkan le noch nicht gezeigt worden.
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2. FRAGESTELLUNG

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass der spannungsabh ngige
Kaliumkanal Kv7.1 zu zwel C-terminalen Fragmenten, CTF1 und CTF2, prozessiert wird.
Weliterhin war bekannt, dass das CTF2 durch eine Caspasen-vermittelte Prozessierung von
Kv7.1 entsteht.

Zun chst sollte in dieser Arbeit untersucht werden, welche Caspase/n f r die Proteolyse

von Kv7.1 verantwortlich ist/sind.

Da Caspasen besonders whrend der Entzndung und Ap optose aktiv sind
beziehungsweise aktiviert werden, sollte des Weiteren die Frage beantwortet werden,
inwiewelt die proteol ytische Prozessierung von Kv7.1 w hrend Entz ndungsprozessen und

Apoptose von Bedeutung sein k nnte.

Weiterhin sollte die Funktion des CTF2 von Kv7.1 n her untersucht werden. Durch
Vorarbeiten war bekannt, dass das CTF2-Fragment in der Lage ist, in den Zellkern zu
translozieren. Demnach sollte anaysiert werden, ob das CTF2-Fragment von Kv7.1 die
Expresson von Genen regulieren und damit vielleicht Prozesse, wie Apoptose,

beainflussen kann.

Zustzlich sollte die Bindung des Amino-Terminal Enhancer of Splits an Kv7.1, welcher
als neuer Interaktionspartner des Kv7.1 identifiziert wurde, weiter charakterisiert werden.

Eine funktionelle Analyse der Interaktion sollte auch durchgef hrt werden.

Neben der Charakterisierung der Funktion des CTF2 sollte ebenfalls die Entstehung des
gr eren CTF1 von Kv7.1 untersucht werden und welch e Bedeutung die Prozessierung
zum CTF1 auf die Kanalaktivit t von Kv7.1 aus bt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Alle verwendeten Reagenzien wurden entweder bei Carl Roth (Karlsruhe, D), Thermo
Fischer (Waltham, USA), Invitrogen (Karlsruhe, D), Merck Millipore (Darmstadt, D) oder
Sigma-Aldrich (&. Louis, USA) im Reinheitsgrad per Analysis bezogen. Alle L sungen
wurden, sofern nicht anders angegeben, mit bidestilliertem Wasser angesetzt und
gegebenenfalls zur Sterilisation autoklaviert (Tecnorma Integra Biosciences GmbH,
Fernwald, D).

3.1.2. Zelllinien und Bakterienst mme

Tabelle5: bersicht der verwendeten eukaryotischen Zelllinien und deren Referenzen.

Name Herkunft Referenz

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

Cos-7 Niere der gr nen Meerkatze (DMSZ), Braunschweig

Hek 293 T H:Jerp;n:jlle(gg%grﬁ s Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ), Heidelberg
HelLa Humanes Cervixkarzinom DMSZ, Braunschweig

HL-1 Murine kardiale Tumorlinie (Claycomb et al., 1998)

SW707 Humanes Kolonkarzinom canSAR, London (Bulusu et al., 2014)

Als Bakterienstamm wurde stets Escherichia colis XL-1 blue der Firma Agilent

Technologies (Santa Clara, USA) verwendet.

3.1.3. Vektoren und Plasmide

Tabelle 6: Auflistung aller verwendeten Vektoren sowie deren Resistenzgene.

Name Bakterielles Resistenzgen Resistenzgen f r Sugetierzellen
pcDNA3.1-Hygro(+) Ampicillin Hygromycin B
peGFP Kanamycin Neomycin (G418)

pFrog3 Ampicillin Neomycin (G418)
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Tabelle 7: Auflistung aller verwendeten Konstrukte. N-X: N-terminaler Tag. C-X: C-terminaler Tag

Vektor Konstrukt Tag
pFrog3 A372D C-myc
pFrog3 AES C-Ha, -myc
pFrog3 AES- CCN C-Ha
pFrog3 AES GP C-Ha
pFrog3 CTF1 C-myc
pFrog3 CTRF2 C-myc
pFrog3 CTF2-L559P C-myc
pFrog3 CTF2-L559P-L602P C-myc
pFrog3 CTF2-L602P C-myc
pFrog3 D317A C-eGFP
pFrog3 D459A C-eGFP, -myc
peGFP eGFP

peGFP eGFP-Progerin N-eGFP
pFrog3 F351A C-myc
pFrog3 F351S C-myc
pFrog3 G348A C-myc
pFrog3 G350A C-myc
pFrog3 G350R C-myc
pFrog3 G460E C-myc
pFrog3 G460S C-myc
pFrog3 G460X C-myc
pFrog3 KCNE1 C-myc
pFrog3 Kv7.1 C-eGFP, -HA, -myc
pFrog3 Kv7.5 C-Ha
pFrog3 Limp-2 C-myc
peGFP NLS-eGFP C-eGFP
pFrog3 NTF C-myc
pFrog3 S349A C-myc
pFrog3 S349P C-myc
pFrog3 S349W C-myc
pFrog3 SAG4AE C-myc
pFrog3 SHAGBE C-myc
pFrog3 Y461E C-myc
pFrog3 ALKVQ C-myc
pFrog3 G-KVQ C-myc
pFrog3 GSGF C-myc
pFrog3 I-STW C-myc
pFrog3 K-SHT C-myc
pFrog3 LxxLL C-myc

pFrog3 Q-ASL C-myc
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Tabelle 8: Auflistung aller verwendeten Primer zur Herstellung der angegebenen Konstrukte. Die
Sequenzist stetsin5 3 Richtung angezeigt.

Primer Sequenz Konstrukt L nge (bp)
A372D_fw tcececggeggeagactcactcatt i 24
A372D_rv aatgagtgagtctgccgeecgggga Yl EAD 24
AES- CCN_rv  ggatcccgagaggaggecggtgee AES- CCN 24
AES- GP_fw caagcccaccagcetgtcegegetgggt AES. GP 27
AES- GP_rv ggaacccagcgcggacagetggtggge 27
CTF2-L559P fw atcaaggagccgcagaggagg i i 21
CTF2-L559P rv  cctcetctgeggcetecttgat Kv7.1-CTF2-L.559P 21
CTF2-L602P_fw gagacgcagccggaccagagg i 5 21
CTF2-L602P_rv  cctctggtccggetgegtcac N 21
F351A_fw ggctcaggagctgcactgaag i 21
F351A_rv cttcagtgcagctcctgagec Kv7.1-F351A 21
F351S fw ggctcgggotctgecctgaag i 21
F351S rv cttcagggcagaccccgagec ARSI 21
G348A_fw gggattcttgectcggggttt i 21
G348A_rv aaaccccgaggcaagaatcee Kv7.1-G348A 21
G350A_fw cttggctcggcegtttgeectg i 21
G350A_rv cagggcaaacgccgagccaag S 21
G350R_fw cttggctcgaggtttgeectg i 21
G350R_rv cagggcaaacctcgagccaag Kv7.1-G350R 21
S349A fw attcttggcgeggggatttgee i 21
S349A rv ggcaaaccccgcgcecaagaat S 21
S349P _fw attcttggcccggggtttgec i 21
S349P_rv ggcaaaccccgggccaagaat Kv7.1-5349P 21
S349W_fw attcttggctgggggtttgec i 21
S349W _rv ggcaaacccccagccaagaat NS 21
ALKVQ fw attcttggctcggggtttcagaagcag Kv7.1- ALKVQ 27

ALKVQ rv cttctgectctgcettctgasacceecga 27

G-KVQ fw ctcccageggggattcttcagaagcag Kv7.1- G-KVQ 27

G-KVQ_rv cttctgectctgcettctgaagaatcce 27
St comicionn e S R RS
Tk St i sw 3
PENSVI o
OAS Y ccageamoiiagoontcnegs. KT @ASL 5
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3.1.4. Verwendete Kits
Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Kitsund ihrer Hersteller.

Kit Hersteller
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Scientific
High Pure PCR Product Purification Kit Roche
MMESSAGE mMACHINEfi T7 Transcription Kit Life Technologies
NucleoSpin RNA Kit Plus Machery-Nagel
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
PureYield Plasmid Midiprep System Promega
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific
TMA-6 Baden Biotek

3.1.5. Verwendete Puffer

Tabelle 10: Alle verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung.

Puffer Zusammensetzung
0,2 M Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris)
17,2 % Glycin

Ix L mmli 2 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

100 mM Dithothreitol (DTT)
Bromphenolblau zum Anf rben
1M Tris
86 % Glycin

5x L mmli 10 % SDS
500 mM DTT
Bromphenolblau zum Anf rben

Amminopersulfat (APS)-L sung 10% APSinHO | sen

0,1 M CaCl,* 6 H.0O
Kaziumchloridl sung 5mM MgCl; * 6 H0O
pH = 7,0 und autoklavieren

Kalziumchlorid-Glycerol-L sung 1: 4 Kaziumchlorid zu 86 % Glycerol (steril filtriert)
0, 1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) und
autoklavieren
120 mM NaCl
EBC-Puffer 50 mM Tris
0,5 % NP-40
0,192 M Glycin
Elektrophoresepuffer 25 mM Tris
3,5mM SDS
0,1 M Tris
Detektiond sung A 0,025 % Luminol
pH =8.6
0,11 % p-Coumars ure (in Dimethylsulfoxid
(DMS0))
2% fetales K |berserum (FKS)
0,1 % NaNs
2 mM Ethylendiamintetragssis ure (EDTA)
pH =74
10 ¢/l Trypton
10 g/l NaCl
5 g/l Hefeextrakt
pH = 7,0 und autoklavieren
LB-Medium
LB-Platten 1% Agar
Autoklavieren

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser

Detektions sung B

Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)-Puffer

Lysogeny Broth (LB)-Medium
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Mowiol/Dapi/DABCO

ND-96

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Puffer A

Puffer C

Sammel gel

Stripping Puffer

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

TANK

Tris Buffered Saline (TBS)

TBS- Tween (TBS-T)

Trenngel

25 % Mowiol

3 % Glycerin

2 % 1,4-Diazabicyclo(2,2,2,)-Oktan-Triethylendiamin
(DABCO)

1 g/ml DAPI

96 mM NaCl

2mM KClI

1,8 mM CaCl,

1 mM MgCl;

50 g/ml G418

pH =74

137 mM NaCl

2,7mM KCl

10 mM NaHPO4

1,8 mM KH2P04

pH =74

10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperazinethansulfons ure (HEPES)
10 mM KCI

0,1 mM EDTA

0,1 mM Ethylenglycoltetraessigs ure (EGTA)
1mM DTT

20 mM Hepes

0,4 M NaCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA

1mM DTT

0,5M Tris

0,4 % SDS

pH =6,8

2% SDS

62,5 mM Tris

73 | -Mercaptoethanol auf 10 ml
0,04 M Tris

5,5 % Essigs ure

1 mM EDTA

25 mM Tris

200 mM Glycin

pH=8.3

0,1 M NaCl

5mM Tris

5mM MgCl; * 6 H,O

pH = 7,0 und autoklavieren
20 mM Tris

150 mM NaCl

0,1 % Tween-20

1,5M Tris

0,4 % SDS

pH =8.8
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3.2. M ethoden

3.2.1. Molekularbiologische M ethoden

3.2.1.1. cDNA-Konstrukte

Zur Herstellung der Konstrukte wurde die kodierende DNA-Sequenz des entsprechenden
Proteins in den pFrog3-Expressionsvektor kloniert (Gunther et al., 1998) (Tab. 6), welcher
sich zur Proteinexpression in Bakterien, Sugetierzellen und Xenopus laevis Oozyten
eignet. Der pFrog3-Vektor ist ein Hybrid aus dem pcDNA3.1- (Invitrogen) und dem
Oozyten-Expressionsvektor pTLN (Lorenz et a., 1996) (Abb. 9). Oozyten-
Expressionsvektoren zeichnen sich dar ber aus, dass sie zur Expression von Proteinen in
S ugetierzellen und Xenopus laevis Oozyten geeignet sind. Daf r tragen diese Oozyten-
Expressionsvektoren zwel Promoterbereiche. Einen Promotorbereich, um die Expression in
S ugetierzellen zu erm glichen und einen weiteren P romotorbereich, der die Expression in
Xenopus laevis Oozyten erm glicht.

Abbildung 9: Schematische Darstellung des pFrog3-Vektors. Die wichtigsten Bereiche des Vektors sind
dargestellt. Der T7-Promoter ist f r die Expression in S ugetierzellen von Bedeutung, w hrend der BGHp .A-
Bereich die Expression in Xenopus laevis Oozyten sichert. MCS: multiple cloning site

Alle verwendeten Vektoren und Konstrukte sind in Tabelle 6 und 7 aufgelistet.

3.2.1.2. Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Um Punktmutationen, Deletionen und ver nderte Marki erungen (Tag) einzuf gen, wurde
die 1983 erfundene Methode der Polymerasenkettenreaktion (PCR) angewendet (Saiki et
al., 1988). Daf r wurde das zwei-stufige System der Fusions-PCR verwendet, in dem mit



3. Material und Methoden |31

verschiedenen Oligonukleotiden (Primer) die Mutation beziehungsweise Deletion
eingebracht wird (Abb. 10).

PCR 1 PCR 2
Primer A Primer C
3 _> 3 3 ¢
5 . 305 2 3
X Primer B .
Primer D
PCR Produkt 1 PCR Produkt 2
Primer A
= 7N
N\
<

Primer D

PCR -Endprodukt

Abbildung 10: bersicht der FusionsPCR. Die in dem Beispiel einzuf gende Mutation ist mit X
gekennzeichnet und ist in den Primern B und C enthalten, w hrend die flankierenden Primer A und D keine
Ver nderung gegen ber der Matritze bildenden DNA tr agen. ber zwei Stufen der PCR kann dann die
Mutation in beiden Str ngen der DNA eingearbeitet w erden.

In der ersten PCR wird je ein flankierender (A und D) und ein Mutations-tragender Primer
(B und C) mit dem in Tabelle 11 aufgef hrten Protok oll verwendet, welche die

Ver nderung jewellsin einem DNA-Strang einf hren.
Tabelle 11: Zusammensetzung der PCR. Das unten angegebene Protokoll wurde f r alle PCRs eingesetzt.

Substanz Hersteller Menge[ I]
bidestilliertes Wasser - 30,5
DMSO Carl Roth 2,5
dNTPs[2mM] ThermoScientific 4

10x Pfu-Puffer ThermoScientific 5
Template [10 ng/ [] - 5

Primer [20 mM] SigmaAldrich jel
Pfu-DNA-Polymerase ThermoScientific 1

Um die Mutation in Sense- und Antisensestrang einzubauen, wird eine weitere PCR aus
den beiden berlappenden PCR-Produkten mit den jeweils flankierenden Primern (A und
D) durchgef hrt (Abb. 11). Als PCR-Protokoll wurde stets das in Tabelle 12 gelistete

Protokoll verwendet.
Tabelle 12: bersicht des PCR-Protokolls. min: Minuten. sec: Sekunden

Schritt Temperatur [ C] Zeit

Denaturierung 95 5min

Denaturierung 95 30 sec

Annealing 50 70 30 sec 45x
Elongation 70 30sec 3min
Elongation 70 5min

K hlung 10
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Die Annealing-Temperatur und L nge der Elongation richtete sich nach dem jewells
verwendeten Primerpaar und DNA-Matritze. Alle verwendeten Primer sind in Tabelle 8
aufgef hrt.

3.2.1.3. Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA entsprechend ihrer Gr e aufzutrennen, wurde diese mit Ladepuffer (Thermo
Scientific) versetzt und auf ein horizontales 1,5 2 %iges Agarosegel geladen. Um dieses
herzustellen, wurden entsprechende Mengen Agarose in 300 ml TAE-Puffer (Tab. 10)
unter Hitzeeinwirkung gel st. Nachdem die eewrmte L sung mit 10 | der zur

Visualisierung notwendigen Ethidiumbromidl sung ver setzt wurde und erstarrte, wurde
das Gel beladen und die Proben bei 120 130V fr 20 25 Minuten in TAE-Puffer durch
die Porendichte des Gels aufgetrennt. Unter UV-Strahlung wurden die DNA-Banden

sichtbar und gegebenenfalls zur weiteren Aufreinigung ausgeschnitten.

3.2.1.4. Aufreinigung von DNA aus Agar osegelen

Ein ausgeschnittenes Gelst ck wurde mit dem High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche) aufgereinigt. Daf r wurde das ausgeschnitte ne Gelstck mit 300 | Binding
Solution versetzt und bel 60 C so lange erhitzt, bis das Gelst ck vollst ndig gel st war.

Daraufhin wurde 150 | Isopropanol hinzugegeben, ve rmischt und alles auf eine DNA-
bindende Sule gegeben. Nach Zentrifugation fr 1 M inute bel 13.000 rpm wurde die
Sule zuerst mit 500 | und dann mit 200 | Waschpu ffer gewaschen und dazwischen je 1
Minute bel 13.000 rpm zentrifugiert. Die DNA wurde dann in 50 | Wasser eluiert und

vermessen.

3.2.15. Restriktionsverdau

Um mutierte DNA-St cke mit einem geeigneten Vektorsystem, wie den pFrog3, zu
verbinden oder um einen Vektor zu linearisieren, wurden Restriktionsenzyme
(ThermoScientific) eingesetzt. Diese schneiden DNA an spezifischen Stellen und
erm glichen nach Aufreinigung (s. 2.2.1.4.) ein Verbinden von mehreren DNA-
Fragmenten. Zur Durchf hrung wurden jeweils1 g DN A mit 1 | Restriktionsenzym und
mit dem Enzym entsprechenden Puffer (1x konzentriert) in ein Gesamtvolumen von 20 |

fr 2 Stunden bei 37 C inkubiert. Bel Verdau mit m ehr als einem Enzym wurden die
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Reaktionspuffer und Enzymmengen entsprechend der Herstellerangeben (Thermo
Scientific) angepasst. PCRs wurden direkt mit Restriktionsenzym und Restriktionspuffer
versetzt und ber Nacht bel 37 C inkubiert.

3.2.1.6. Dephosphorylierung von DNA

Um eine DNA-Fragmente effizienter zusammenf gen zu k nnen, wurden die 5 -Enden der
DNA mit FastAP™ (ThermoFischer) dephosphoryliert. Daf r wurden die DNA fr 10
Minuten mit 1 | der FastAP ™ bei 37 C inkubiert.

3.2.1.7. Ligation

Um mehrere DNA-Fragmente, wie zum Beispiel linearisierten Vektor und Transgen, zu
verbinden, wurden diese mit unten stehendem Protokoll mittels der T4-DNA-Ligase
(Thermo Scientific) zusammengef gt.

7 | Transgen

1 | linearisierter Vektor

1 | 10x T4-Ligase-Puffer

1 | TA-DNA-Ligase

Die Reaktion erfolgte ber Nacht bel 17 C und wurd e danach bei 65 C fr 5 Minuten
abgestoppt. Zur Kontrolle wurde stets eine Wasserprobe mitgef hrt, bei der anstelle von

Transgen 7 | Wasser elngesetzt wurden.

3.2.1.8. Vermessung von Nukleinsuren

Die Konzentration von RNA und DNA wurde mit dem Synergy HT (BioTek)
photometrisch gemessen. Da DNA ein Absorptionsmaximum bei 260 nm hat, wurde stets
das Verh Itnis von 260/280 nm bestimmt. Wenn eine V erunreinigung mit RNA vorliegt,
liegt der Wert bei circa 2,0. Liegt eine Proteinkontamination vor, so liegt das Verh Itnis

unter 1,8.

3.2.1.9. Herstellung von chemisch kompetenten Zellen

Chemisch kompetente Escherichia coli Bakterien zeichnen sich durch ihre F higkeit aus,

DNA nach Hitzeschock aufnehmen zu k nnen. Daf r nut zt man einen Gradienten aus
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Kazium- und Natriumchlorid, der die Biomembran fr die Aufnahme vorbereitet. Zur
Herstellung impfte man mit 20 g/ml Tetrazyklin ver setztes Lysogeny Broth (LB)-Medium
mit den Bakterien an und lie sie ber Nacht bei 37 C wachsen. Anschlieend erh hte

man das Volumen des Wachstumsmediums um das 500-fache und lie die Bakterien bis
zur exponentiellen Wachstumsphase inkubieren (OD600 bel 0,4 0.6). Nachdem die
Zellen 20 Minuten auf Eis geruht haben, zentrifugierte man sie bel 4.000 rpm fr 15
Minuten ab und wusch die Bakterien in eiskaltem TBS (Tab. 10). Nach erneutem
Abzentrifugieren fr 10 Minuten bel 4.000 rpm wurden die Escherichia coli in
Kaziumchloridl sung (Tab. 10) fr 1 Stunde auf Eis inkubiert. Auf ein erneutes
Abzentrifugieren bei 4.000 rpm f r 10 Minuten folgt e die Resuspendierung der Bakterien
in Kalziumchloridl sung. Nach einer erneuten einst ndigen Inkubationszeit wurde 86 %

Glycerol (Tab. 10) zu den Bakterien gegeben, diese aliquotiert und bel -80 C gelagert.

3.2.1.10. Transformation von chemisch kompetenten Zellen

Um DNA in gr eren Mast ben zu erhalten, wurde die se in aufnahmef hige Escherichia
coli XL1 blue Zellen transformiert. Daf r wurden 3 | DNA zu den Bakterien pipettiert
und nach 20 min auf Eisf r 45 Sekunden bei 42 Ct ransformiert. Nach 3 Minuten auf Eis
wurden die Zellen in 300 | LB-Medium (Tab. 10) fr 1 Stunde bel 37 C inkubiert und
wuchsen danach entweder auf LB-Platten (Tab. 10) oder in entsprechenden Mengen LB-
Medium ber Nacht bei 37 C. In alen Fllen wurde der geeignete Selektionsmarker
entsprechend des verwendeten Plasmids hinzugegeben (Tab. 6). Ampicillin wurde ein
einer Konzentration von 50 g/ml und Kanamycin in einer Konzentration von 10 g/ml

eingesetzt.

3.2.1.11. Aufreinigung von Plasmiden

Um gr ere Mengen DNA zu erhalten, wurden chemisch kompetente Zellen (s. 2.2.1.9
und 2.2.1.10) transformiert und entweder in 3 ml (Minipr peration) oder 100 ml
(Midipr peration) LB-Medium angeimpft. Nachdem die Bakterien ber Nacht bel 37 C
wuchsen, wurden sie mittels dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) f r
Minipr perationen oder dem PureYield Plasmid Midiprep System (Promega) fr

Midipr perationen aufgeschlossen und die DNA aufger einigt.
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3.2.1.12. Minipr peration

Fr die Minipr peration wurden die Zellen zunchst bei 8000 rpm fr 2 Minuten

abzentrifugiert, bevor sie in 250 | Resuspendierun gspuffer (versetzt mit RNAse)
aufgenommen werden. Die Lyse erfolgte daraufhin mit 250 | Lysispuffer, woraufhin mit

350 | Neutralisationsl sung die F llung des SDS er folgte. Um dieses abzutrennen, wurde
das Lysat f r 5 Minuten bel 13.000 rpm abzentrifugi ert und der berstand danach auf eine

DNA-bindende S ule gegeben. Die DNA-Bindung erfolgt e dann f r 1 Minute bel 13.000

rpm. Restliche berst nde wurde zweima mit 500 |  Waschpuffer gewaschen und die
Sule fr 1 Minute bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Die DNA wurde daraufhin mit 50 |

Wasser eluiert und vermessen (s. 2.2.1.8.).

3.2.1.13. Midipr peration

Fr die Midipr perationen wurden die Bakterien bei 4000 rpm fr 10 Minuten
abzentrifugiert. Nach Dekantation wurden die Bakterien in 5 ml Resuspendierungspuffer
aufgenommen und daraufhin mit 3 ml Lysispuffer aufgeschlossen. Nach f nfmin tiger

Inkubationszeit wurde das SDS mit 5 ml Neutralisationspuffer gef It und bei 15.000 rpm
f r 10 Minuten abgetrennt. Der berstand wurde ber eine Clearing Sule auf die DNA-
Binding Sule geben und mittels Vakuum durchgezogen. Nachd em Endotoxine mit 5 ml
Endotoxin Removal Buffer entfernt wurden, wurde mit 20 ml Waschl sung die DNA-
Sule gewaschen. Eluiert wurde die DNA mit 500 | W asser und die DNA daraufhin
vermessen (s. 2.2.1.8.).

3.2.1.14. Sequenzierung

Sequenzierungen wurden mit dem Service der Firma GATC gem deren Angaben
vorgenommen. Daf r wurden 5 | von 80 100 ng/ | D NA eingesetzt. Diese wurden mit
5 | Primern (5 M) (Tab. 13) vermischt und zur Seq uenzierung nach Konstanz

verschickt.
Tabelle 13: Auflistung aller verwendeten Sequenzierprimer. Alle Sequenzensindin5 3 -Richtung
gezeigt.
Name Sequenz L nge (bp)
pFrog_hin gagaacccactgcttactgge 21
pFrog_r ck gagactccattcgggtgttca 21
KCNQ1_ 3 cagatcctgaggatgctacac 21

KCNQL1 sid catcgggcecaccattaaggt 20
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Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm DNASTAR Lasergene 8
(Madison, USA).

3.2.1.15. RNA-Isolierung

Um RNA aus Zellen zu isolieren, wurde das NucleoSpin RNA Plus Kit (Machery-Nagel)
verwendet. Daf r wurden die entsprechenden Zellen mit 350 | Lysispuffer versetzt und
auf die Clearing S ule gegeben. Nach der Zentrifugation f r 30 Seku nden bel 11.000 rpm
wurde der Durchfluss mit 100 | Binding Solution versetzt und auf die RNA-bindende
Sule gegeben. Diese wurde fr 15 Sekunden bei 11.0 00 rpm zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Die Sule wurde daraufhin mit 200 | Waschpuffer 1 gewaschen
und wieder bei 11.000 rpm f r 15 Sekunden zentrifug iert. Der Durchfluss wurde wieder
verworfen und die Sule daraufhin erst mit 600 | u nd dann mit 300 | Waschpuffer 2
gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte beim ersten Waschen f r 15 Sekunden bei 11.000
rpm und beim zweiten Waschen f r 2 Minuten bei 11.0 00 rpm, um die Sule vollst ndig
zu trocknen. Die RNA wurde dann mit 50 | RNAse-freiem Wasser eluiert und vermessen
(s.2.2.1.8)).

3.2.1.16. Umschreiben von cDNA in mRNA

Um elektrophysiologische Str me in Xenopus laevis Oozyten zu messen, m ssen zun chst
die DNA-Plasmide in mRNA umgeschrieben werden. Da der pFrog3-Vektor einen T7-
Promoter enth It (Abb. 10), wurde daf r das T7 mMRNA messenger Kit von Ambion
(LifeTechnologies) genutzt. Nach Linearisierung von 9 g des Plasmids mit Hpal (s.
2.2.1.5.) wurde der Vektor mittels dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)
aufgereinigt. Dabel wurde als Wasser stets DEPC-Wasser verwendet, um RNAse effektiv
abtten zu knnen. Zur Aufreinigung wurde der Reakt ionsansatz mit 300 | Binding
Solution und 150 | Isopropanol gut vermischt. Dieses wurde dann auf eine DNA-
bindende Sule gegeben und ales f r 1 Minute bei 1 3.000 rpm zentrifugiert. Die Sule
wurde dann zuerst mit 500 | und dann mit 200 | Wa schpuffer versetzt und jeweils bei
13.000 rpm fr 1 Minute zentrifugiert. Die DNA wurd e dann in 50 | DEPC-Wasser
eluiert. Der Reaktionsansatz zum Umschreiben der DNA erfolgte gem Hersteller mit
dem mMMESSAGE mMACHINEfi T7 Transcription Kit (Life T echnologies). Dabel war
mit5 | NTP/CAP, 3 | linearisierter DNA, 1 | 10x Reaktionspuffer und 1 | Enzym-Mix
der Ansatz stets gleich. Das Umschreiben erfolgte f r mindestens 3 Stunden bel 37 C. Die
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Lithiumchloridf [lung erfolgte stets ber Nacht bei 20 C, wof r der Reaktionsansatz mit

15 | DEPC-Wasser und 12,5 | Lithiumchlorid verset zt wurde. Am n chsten Tag wurde
die RNA dann fr 20 Minuten bei 13.000 rpm abzentri fugiert und einmal mit 250 |
Ethanol gewaschen. Nach erneutem Abzentrifugieren fr 10 Minuten bel 13.000 rpm
wurde die RNA in 12 | DEPC-Wasser gel st. Die Qual itt der RNA wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.2.1.3.) berpr ft. Geeignete RNA wurde vermessen (s.
2.2.1.8.) und auf eine Konzentration von 0,2 g/ | eingestellt, aliquotiert und bei 20 C

gelagert.

3.2.1.17. Umschreiben von mRNA in cDNA

cDNA wurde aus mRNA mittels des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific) synthetisiert. Daf r wurde mRNA aus Zdl len isoliert (s. 2.2.1.15.) und 500
2000 ng pro cDNA-Synthese eingesetzt. Diese wurde auf 11 | Gesamtvolumen mit
Wasser aufgef IIt. Dazugab man 1 | Random Hex Primer und inkubierte der Ansatz f r 5
Minuten bei 65 C. Daraufhin wurden jewells 4 | Re aktionspuffer, 2 | 10 mM NTPs, 1
| Riboblock und 1 | Reverse Transkriptase pro Probe hinzugegeben. Dieser Ansatz
wurde dann f r 5 Minuten bei 20 C, 1 Stunde bei 45 C und danach f r 5 Minuten bel 70
C inkubiert. Daraufhin wurde die cDNA entweder direkt f r die gRT-PCR (s. 2.2.1.18.)
eingesetzt oder bei 20 C gelagert.

3.2.1.18. Quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR)

Um die Menge an mRNA von bestimmten Genen in der gesamten Menge an RNA aus
Zéellen zu bestimmen, wurde die Methode der qRT-PCR genutzt. Daf r wurde zuerst
MRNA aus den Zellen isoliert (s. 2.2.1.15.) und dann in cDNA umgeschrieben (s.
2.2.1.17.) Fr die PCR wurde das System der Firma R oche mit der TagManProbe Library
verwendet, welche UPL-Sonden enth It, die an frisch synthetisierte PCR-Produkte binden,
um diese mit Fluoreszenz zu markieren. ber den Ans tieg des Fluoreszenzsignals kann
dann auf die relative Menge an mMRNA enes Genes r c kgeschlossen werden. Alle
verwendeten Primer und UPL-Sonden pro Gen sind in Tabelle 14 aufgef hrt.
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Tabelle 14: Listeder verwendeten Primer und jeweiligen Sonden f r die gRT-PCR. Alle Sequenzen
sindin5 3 -Richtung aufgeschrieben.

Gen Vorw rtsprimer R ckw rtsprimer UPL-Sonde

BAK gttcttgattcagccaaatge aggatagggggtggecta 16

BAX accttgacttgattagtgecttct gggtcatcaatgaacttgagc 1

BCL-2 gcacctgcacacctggat agggccaaactgagcaga 75
-TUBULIN ccccttcaagttctagtcatge gcattgccaatctggacac 58

Pro Probe wurde die cDNA 1:10 mit Probe Master Mix (Roche) verdnnt und 5 |

eingesetzt. Primer wurden in einer Konzentration von 1,2 M eingesetzt und die UPL-
Sonden wurden 1:50 verd nnt. Insgesamt wurde pro Ansatz 10 | Gesamtvolumen auf
einer 384-well-Platte genutzt. Zur Bestimmung der Primer-Effizienz wurde stets eine
Verd nnungsreihe mitgef hrt. Die PCR erfolgte am Li ghtcycler 480 11 (Roche) mit dem in

Tabelle 15 aufgef hrten Protokoll durchgef hrt.
Tabelle 15: PCR-Protokoll zur Durchf hrung der gRT- PCR.

Schritt Temperatur [ C] Zeit [se]
Denaturierung 95 600
Denaturierung 95 15 A0x
Annealing/Elongation 60 60

K hlung 10

Die Andyse erfolgte mittels der  Effizienz-korrigierten ~ komparativen
Quantifizierungsmethode (Stahlberg et a., 2003).

3.2.2.  Zellbiologische und biochemische M ethoden

3.2.2.1. Kultivierung von Zelllinien

Alle Zellen wurden bei 5% CO, und 37 Cineinem HERACELL 150i Inkubator (Thermo
Fischer) kultiviert. Hek 293 T-, Hek 293 Flp in-, HeLa- und Cos7-Zellen wurden in
Dulbecco s Modified Eagle Medium (DMEM), versetzt mit 10 % fetalem K Iberserum
(FBS) (Biochrome), 100 U/ml Penicillin und 100 g/m| Streptomycin (von hier an volles
Medium), gehaten. SW707 wurden in RPMI-1640 mit 10 % FBS, 100 U/ml Penicillin und
100 g/ml Streptomycin kultiviert. Zur Haltung von HL-1-Zellen (Claycomb et al., 1998)
wurden die Schalen zuerst mit 5 g/ml Fibronektin i n 0,02 % Gelatine/H2O f r mindestens
2 Stunden bel Raumtemperatur beschichtet. Als Medium der HL-1-Zellen diente
Claycomp Medium versetzt mit 10 % FBS (bestimmte Chargen der Firma SigmaAldrich),
100 U/ml Penicillin, 100 g/ml Streptomycin, 0,1 mM Norepinephrin und 2 mM L-
Glutamat genutzt.
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3.2.2.2. Passagieren von Zelllinien

Zum Passagieren von S ugetierzellen wurden diese zu n chst mit sterilem PBS gewaschen
und mit 1 ml Trypsin/EDTA (SigmaAldrich) bis zur Abl sung bei 37 C und 5 % CO »
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von vollst ndigem Medium (s. 2.2.2.1.)
abgestoppt.

3.2.2.3. Einfrieren und Auftauen von Zelllinien

Zum Einfrieren von Sugetierzellen wurden diese zun chst durch Trypsin/EDTA (s.
2.2.2.2.) abgel st und anschlie end in vollst ndige m Medium aufgenommen. Nachdem die
Zellen bel 600 rpm fr 5 Minuten abzentrifugiert wu rden, wurden diese in 1 ml des
entsprechenden Mediums, versetzt mit 20 % DM SO, aufgenommen und zuerst kurzfristig

bei 80 C eingefroren. Einelangfristige Lagerung fand in fl ssigem Stickstoff statt.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese zun chst vorsi chtig im 37 C warmen Wasserbad
angetaut und in 1 ml vollst ndigem Medium aufgenommen. Nachdem die Zellen fr 5
Minuten bei 600 rpm abzentrifugiert wurden, nahm man sie im entsprechenden
vollst ndigen Medium zur Kultivierung auf. Gegebenenfalls wurden die
Kultivierungsschalen vorher beschichtet (s. 2.2.2.1.).

3.2.2.4. Transfektion von Zellen

Um DNA-Plasmide in Sugetierzellen zu integrieren, wird die DNA mittels lipophilen
Substanzen in eine Mizelle eingeschlossen, welche dann in der Lage ist, sich mit der
Biomembran der Zelle zu verbinden und so das Plasmid in das Zellinnere abzugeben.
Daf r wurde in dieser Arbeit ausschlielich Polyeth yleneimine MW 40,000 (PEI)
(Polysciences) (Boussif et a., 1995; Vancha et al., 2004) genutzt. Die gew nschte Menge
DNA wurde in Medium gel st und pro g DNA wurden 2, 5 | PEI dazugegeben. Nach 20
mintiger Inkubationszeit wurde das Gemisch vorsichtig zu den Zellen gegeben. Die

Kultivierung der transfizierten Zellen erfolgte wie unter 2.2.2.1. beschrieben.

3.2.2.5. Herstellung von stabilen Zelllinien

Um eine durchg ngige und gleichm ige Expression vo n Proteinen in Sugetierzellen zu

gew hrleisten, wurden die Zellen wie unter 2.2.2.4. beschrieben transfiziert. Ein geringer
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Anteil des transfizierten Plasmids ist in der Lage, sich in das Genom der Wirtszelle
einzulagern und kann somit st ndig an Tochterzellen weitergegeben werden. Die Selektion
dieser Zellen erfolgt mittels Antibiotika, in dieser Arbeit ausschlielich mit G418 (100
g/ml) (Invivogen) oder Hygromycin B (200 g/ml) (I nvivogen) (Tab. 6). 24 Stunden
nach der Transfektion (s. 2.2.2.4.) wurde das Antibiotikum hinzugegeben. Die Expression
wurde nach vollst ndiger Selektion mittels Western Blot und Immunofluoreszenz
berpr ft (s. 2.2.2.12 und 2.2.2.14).

3.2.2.6. Behandlungvon Zellen

Chromanol 293 B inhibiert den durch Kv7.1-bedingen Kanalstrom (Bachmann et al., 2001,
Sun et al., 2001). Um Zellen mit Chromanol 293 B zu behandeln, wurde dieses in DM SO
gel st und in einer Konzentration von 100 M fr 2  Stunden in das Medium der Zellen
gegeben. Staurosporin (Hirobe, 1994; Maeno et al., 2000; Nakagawa et al., 2000; Wang et
al., 2008) wurde ebenfals in DMSO gel st und dann fr 1 6 Stunden bei einer
Konzentration von 1 2 M ins Medium der Zellen pi pettiert. Die weitere Kultivierung
der Zellen erfolgte wie unter 2.2.2.1. beschrieben.

3.2.2.7. Herstellung von Zelllysaten

Um Zellen zu ernten, wurden diese zun chst mit 1x PBS gewaschen und anschlieend in
1x PBS/Complete (1 Tablette pro 50 ml) (Roche) geerntet. Nachdem sie bei 5.000 rom f r
5 Minuten zentrifugiert wurden, lysierte man sie in 1x PBS/Complete, versetzt mit 1 %
Triton-X, und vervollst ndigte den Aufschluss mittels Ultraschall. Nach einst ndiger
Inkubationszeit wurden sie bei 13.000 rpm f r 5 Min uten zentrifugiert und anschlie end
die Proteinkonzentration mit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
ermittelt (s. 2.2.2.8.), mit 5x L mmli (Tab. 10) ei ngestellt und bei 55 C f r 30 Minuten

erhitzt.

3.2.2.8. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fischer). Daf r wurden 10 | einer Standard kurve von 0 2 g Albumin
eingesetzt. Die Proben wurden stets 1:10 verd nnt und 10 | pro Probe eingesetzt, wobel
von alen Lysaten und Standardkurven stets eine Doppel bestimmung durchgef hrt wurde.
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Zur Ausf hrung der Reaktion wurden L sung A und B 1 :20 miteinander vermischt und
200 | pro Probe eingesetzt. Die Reaktion erfolgte bei 37 C f r 30 Minuten und wurde am
Synergy HT (Biotek) bei 562 nm vermessen. Mittels der Standardkurve konnte auf die

Konzentration des Lysates r ckgeschlossen werden.

3.2.2.9. Trennungvon zytoplasmatischen und Kernproteinen

Um zytoplasmatische Proteine und Kernproteine voneinander zu trennen, wurden die
Zellen zun chst mit 1x PBS gewaschen und in Puffer A/Complete (1 Tablette auf 50 ml)
(Tab. 10) geerntet. Ein Zehntel des Lysates wurde zur Herstellung von Totalysat
abgenommen (s. 2.2.2.7.). Nach 15-min tiger Inkubat ionszeit wurde das Lysat mit 15 |

NP-40 lysiert und 2 Minuten bei 6.800 rpm zentrifugiert. Der berstand wurde as

Zytoplasma abgenommen und bel 13.000 rpm fr 20 Min uten zentrifugiert. Das Pellet
wurde in Puffer A/Complete gewaschen, erneut zentrifugiert und dann f r 15 Minuten bei

4 C in Puffer C/Complete (1 Tablette auf 50 ml) (T ab. 10) gesch ttelt. Anschlieend

wurde das Kernlysat fr 5 Minuten bel 13.300 rpm ze ntrifugiert und von allen Proben
mittels Pierce™ BCA Protein Assay Kit die Proteinkonzentration bestimmt (s. 2.2.2.8.).
Die Proben wurden mit 5x L mmli eingestellt und 30 Minuten bei 55 C erhitzt.

3.2.2.10. Ko-Immunopr zipitation

Um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen, wurden Ko-
Immunopr zipitationsstudien durchgef hrt. Daf r wur den die Zellen zun chst mit 1x PBS
gewaschen und anschlie end in 1x PBS/Complete geern tet. Nach Zentrifugation bei 5.000
rom f r 5 Minuten wurden die Zellen in EBC-Puffer/C omplete (1 Tablette f r 50 ml) (Tab.
10) lysiert und der Aufschluss durch Ultraschall komplettiert. Nach einst ndiger
Inkubationszeit wurden die Zellen bei 13.000 rpm f r 5 Minuten zentrifugiert und
anschlie end mit Pierce ™ BCA Protein Assay Kit die Proteinkonzentration bestimmt (s.
2.2.2.8.). Ca. 95 % des Lysates wurde f r die Immun opr zipitation genutzt, w hrend die
restlichen 5 % als Totalysat mit 5x L mmli eingestellt wurden (s. 2.2.2.7.). Der
Immunopr zipitationsanteil inkubierte mit Ziege anti-myc Antik rper (GTX29106,
GeneTex) ber Nacht bei 4 C. Dyna- oder Agarosebea ds G (Pierce) wurden ber Nacht
bei 4 C mit Sea Block Blocking Buffer blockiert. Die Pr zipitation erfolgte bei

Raumtemperatur fr 30 Minuten. Nach dreimaligem Waschen der Beads mit
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EBC/Complete wurden diese in 40 | 1x L mmli (Tab. 10) aufgenommen und zusammen
mit dem Totallysat bei 70 Cf r 15 Minuten erhitzt .

3.2.2.11. SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-Page)

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen, wurde die vertikale SDS-
Polyacrylamidelektrophorese  (SDS-Page) genutzt. Dafr wurde en SDS
Polyacrylamidgel, wie in Tabelle 16 aufgezeigt, gegossen.

Tabelle 16: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels. Zusammensetzung des Trenn- und
Sammelgelpuffersist in Tabelle 10 aufgef hrt.

Trenngel Sammelgel (4,5 %)
Trenngel puffer 2,6 ml -
Sammel gel puffer - 1,35 ml
: 3,3 ml (10 %)
0,

30 % Polyacrylamid 4.2 mi (125 %) 1,75 ml

- 4,0 ml (10 %)
Destilliertes Wasser 3.1 mi (12,5 %) 3,45 ml
10 % APS 60 | 60 |
Temed 30 | 30 |

Nach Beladen der Gele mit den unter 2.2.2.7. 2.2. 2.10. hergestellten Lysaten erfolgte die
Elektrophorese in Elektrophoresepuffer (Tab. 10) bei 100 V bis das Sammelgel
durchlaufen war und anschlie end bei 120 V bis die Lauffront das untere Ende des Gels
erreicht hatte.

3.2.2.12. Western Blot und Immunodetektion

Um Proteine immunodetektieren zu k nnen, wurde ein Western Blot gem dem Semi-
Dry-Prinzip durchgef hrt. Daf r wurden SDS-Polyacrylam idgele (s. 2.2.2.11.) auf eine
Nitrozellulosemembran (GE Healthcare) gelegt und von beiden Seiten mit je zwei in Tank-
Blotpuffer (Tab. 10) getr nkte Whatmanpaper umrandet. Anschlieend wurde eine
Stromst rke von 60 mA pro Blot f r 2 Stunden angele gt. Die Membran wurde dann in 2
%iger Milch in TBST (Tab. 10) blockiert und ber N acht bei 4 C mit primrem
Antik rper, gel st in 2 %iger Milch/TBS-T, inkubier t. Alle Prim rantik rper und ihre

verwendeten Konzentrationen k nnen in Tabelle 17 na chgel esen werden.
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Tabelle 17: Verwendete Prim rantik rper im Western Blot.

Antik rper erkennt Konzentration Herkunftsorganismus Hersteller (Klon)
-3F10-Peroxidase Ha-Tag 1:1000 Ratte Roche
-9B11 myc-Tag 1:1000 Maus Cell Signaling (9B11)
-BAK BAK 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (D4E4)
-BAX BAX 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (2772S)
-BCL-2 BCL-2 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (50E3)
-Calmodulin Calmodulin ~ 1: 1000 Kaninchen Abcam (ab45689)
-Caspase-3 Caspase-3 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (8G10)
-eGFP eGFP 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (D5.1)
-Sp-1 Sp-1 1:1000 Kaninchen Merck Millipore (ABE135)
- -Aktin -Aktin 1:1000 Kaninchen Sigma Aldrich (A2066)
- -Tubulin -Tubulin 1:1000 Maus Abcam (ab7751)

Anschlieend wurden die Primrantik rper mit Peroxi dase gekoppeltem Antik rper
(Sekund rantik rper) beladen. Daf r wurde die Membr an dreima 10 Minuten bel
Raumtemperatur mit 1x TBS-T gewaschen und anschlie end in Sekund rantik rer (gel st
in 2 %iger Milch/TBS-T) inkubiert. Alle Konzentrationen und verwendeten

Sekund rantik rper k nnen in Tabelle 18 nachgelesen werden.

Tabelle 18: Alle verwendeten Sekund rantik rper fr  den Western Blot. Alle Antik rper sind
Peroxidase (POD)-gekoppelt und richten sich gegen das 1gG des jeweiligen Organismus.

Antik rper Konzentration Hersteller
Esel- -Kaninchen 1:13.000 Dianova
Schaf- -Maus 1:13.000 Dianova
Schaf- -Ratte 1:13.000 Dianova

Die Detektion mittels Chemilumineszenz erfolgte am Image Quant LAS 400 (GE
Healtchcare). Daf r wurde die Membran mindestens 30 Minuten 1x TBS-T gewaschen und
mit TMA-6 (Baden BioTek) benetzt. Daf r wurden 1 ml Detektionsl sung A mit 50 |

Detektionsl sung B, 50 | Lumigen TMA-6 A, 50 | Lu migen TMA-6 B und 4,7 | H 20>
vermischt. Diese Mischung enth It Luminol, welches durch die Peroxidase oxidiert wird
und dabel eine Chemilumineszenz freisetzt. Diese kann gemessen werden und damit die
Proteine auf der Membran nachgewiesen und auch auf deren Menge r ckgeschlossen
werden. Zur weiteren Datenanal yse wurden Photoshop C34 (Adobe) und Image] genutzt.

3.2.2.13. Strippen von Blotmembranen

Um eine Blot mit einem weiteren Prim rantik rper be laden zu k nnen, m ssen die vorher

aufgebrachten Prim rantik rper entfernt werden, was mittels Strippen geschieht. Daf r
wird die Membran mit Stripping Puffer (Tab. 10) f r 1 Stunde bel 80 C erhitzt. Daraufhin
folgt en intensives Waschen mit 1x TBS-T, bis die Membran vollst ndig von -
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Mercaptoethanol befreit war. Daraufhin wird die Membran, wie unter 2.2.2.12.
beschrieben, blockiert und wieder mit Prim r- und Sekund rantik rper beladen.

3.2.2.14. Immunofluoreszenzf rbung den Zellen

Zur Frbung von Proteinen in Zellen werden diese auf Deckgl sern ausgesht, zum
geeigneten Zeitpunkt einmal in 1x PBS gewaschen und anschlieend in 4 %igem
Paraformaldehyd f r 20 Minuten fixiert. Zur Permeab ilisierung wurde f r 5 Minuten 0,02
% Saponin/ PBS und fr 10 Minuten 0,02 % Saponin/ 0,2 % Glycin/PBS genutzt.
Anschlieend folgte ein Blockierungsschritt in 10 % FBS 0,02 % Saponin/PBS fr 30
Minuten. Die Inkubation mit Primrantik rper (Tab. 19) erfolgte fr 1 Stunde bei
Raumtemperatur, gel st in 10 % FBS/ 0,02 % Saponin/ PBS.

Tabelle 19: Alle verwendeten Prim rantik rper in de r Immunfluor eszenz.

Antik rper erkennt Konzentration Hersteller
3F10 HaTag 1:500 Roche
9B11 myc-Tag 1:500 Cell Signaling

Nach viermaligem Waschen in 0,02 % Saponin/PBS efolgte die Frbung des
Prim rantik rpers mit Fluoreszenz-gekoppeltem Antik rper (Tab. 20) fr 1 Stunde bel
Raumtemperatur, gel st in 10 % FBS/ 0,02 & Saponin/ PBS.

Tabelle 20: bersicht aller verwendeten Sekund rant ik rper in der Immunfluoreszenz. Die jeweiligen
Fluorophore sind im Namen angegeben und der Sekund rantik rper erkennt das jeweilige 1gG des
Organismus.

Antik rper Konzentration Hersteller
Esel- -Maus-488 1:500 Invitrogen
Esdl- -Maus-594 1:500 Invitrogen
Esel- -Ratte-488 1:500 Invitrogen
Esd- -Ratte-594 1:500 Invitrogen

Nach viermaligem Waschen in 0,02 % Saponin/PBS folgten zwel weitere Waschschritte in
Wasser, bevor die Deckgl ser in Mowiol/Dapco/Dapi ( Tab. 10) eingebettet wurden. Zur
Visualisierung wurde das FV1000 konfokale Lasermikroskop von Olympus verwendet.
Zur weiteren Verarbeitung wurde FV10-ASW 3.1 Viewer (Olympus) und Photoshop C4
(Adobe) genutzt.
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3.2.2.15. Immunofluoreszenzf rbung von apoptotischen Zellen

Um apoptotische Zellen zu detektieren, wurde Annexin-V genutzt. Dieses ist in der Lage,
an Phosphatidylserin zu binden, welches unter apoptotischen Bedingungen an die u ere

Zellmembran geflippt wird und somit ohne Permeabilisierung mittels Annexin-V gef rbt
werden kann (Burlacu, 2003; Galluzzi et a., 2012; Grutter, 2000; Vucic et a., 2011). Hek
293 T- und HelLaZellen wurden zunchst wie oben beschrieben ausgesht. Zum
geeigneten Zeitpunkt erfolgte anschlie end die Stim ulation mit 2 M Staurosporin fr 6

Stunden, um Apoptose auszul sen. Die Zellen wurden 1x mit PBS und dann mit 1x
Annexin-Puffer (Biolegend) gewaschen. Die Frbung erfolgte mittels Annexin-V-FITC
(Biolegend) fr 5 Minuten bel Raumtemperatur im Dun keln. Anschlie end wurden die
Zellen wieder zweima mit Annexin-Puffer gewaschen und mit 0,5 % Paraformaldehyd
(PFA)/Annexin-Puffer fr 20 Minuten unter Ausschluss von Licht fixiert. Die weitere
F rbung erfolgte wie oben beschrieben. Die Analyse der Fluoreszenzintensit t erfolgte mit
Imaged nach (Burgess et d., 2010; Gavet, Pines, 2010; Potapovaet al., 2011).

3.2.2.16. Durchflusszytometrie

Um zu berpr fen, ob ein ver nderter Zelltod vorher rschte, wurde auch die Methode der
Durchflusszytometrie angewendet. Daf r wurden HeLa oder SW707-Zellen ausges ht
und mit eGFP markierten Proteinen transfiziert (s. 2.2.2.4.). 48 Stunden nach Transfektion
wurden die Zellen mit Staurosporin stimuliert (s. 2.2.2.6.) und anschlie end trypsiniert (s.
2.2.2.2)), wobel jeweils Medium und PBS aufgefangen wurden. Nach 5 - 10 Minuten
wurde PBS zu den abgel sten Zellen gegeben und alle s wieder aufgefangen. Nachdem die
Zellen bei 210 rpm f r 5 Minuten zentrifugiert wurd en, wurden sie in 1x Annexin-Puffer
gewaschen und anschlieend f r 15 Minuten mit Annex in-V-APC (Biolegend) gef rbt.
Nach einmaligem Waschen mit 1x Annexin-Puffer wurden die Zellen in 200 | 1x
Annexin-Puffer mit 7-AAD (Bioscience) als Frbung f r tote Zellen resuspendiert.
Anschlie end wurden die Zellen ber ein BD FACSVers e und FlowJo Software analysiert.

3.2.2.17. Frbungvon reaktiven Sauer stoffspezies

Um zu berprfen, ob eine vermehrte Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezies
vorliegt, wurden die Zellen mit MitoSox (LifeTechnologies) gem den Herstellerangaben
gef rbt. Daf r wurde 5 M MitoSox ins Medium der Ze llen gegeben und f r 10 Minuten
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bei 37 C und 5 % CO, welter kultiviert. Anschlie end wurde wie oben bes chrieben mit 1x
PBS gewaschen und die Zellen mit 1x Trypsin/EDTA abgel st. Die Zellen wurden einmal
abzentrifugiert und dann in FACS-Buffer (Tab. 10) aufgenommen und unmittelbar mit
dem BD FACSVerse analysiert.

3.2.3. Elektrophysiologie

3.2.3.1. Mikroinjektion von Xenopus laevis Oozyten

Xenopus laevis Oozyten wurden bei Ecocyte bestellt. Zur Mikroinjektion wurde eine
geeignete Glaskapillare gezogen und pro Oozyte 10 ng RNA injiziert. Bel Mischungen
mehrerer Konstrukte wurde auch maximal 10 ng injiziert und gegebenenfalls mit DEPC-
Wasser das Volumen aufgef 1It. Die injizierten Oozy ten wurden bei 17 C in ND-96 (Tab.
10), versetzt mit 50 g/ml G418, gelagert.

3.2.3.2. Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Zur Messung der Str me wurden der Xenopus laevis Oozyten drei Tage nach Injektion
analysiert. Die Spannungsklemme erfolgte mit Turbo TEC-05X amplifier (npi electronics)
und wurde gem Abbildung 11A aufgebaut. Zur Refere nz fr Spannungs- und
Stromst rkeelektrode wurde eine 3 M KCI-L sung benu tzt, welche ber Agarbr cken (1 M

KCl in 1 % Agarose) mit dem ND-96-Bad der Oozyte verbunden war. Als
Qualit tsmerkmal der Glaspipetten wurde darauf geachtet, dass diese w hrend der
gesamten Messung einen Widerstand zwischen 0,5 und 2 M hatten. Mit der
Spannungsel ektrode wurde das Ruhepotential auf 80 mV gehalten und w hrend der
aktiven Klemme in 20 mV Schritten f r 2,5 Sekunden die Spannung zwischen 80 und 40
mV ver ndert (Abb. 11B). Als Abschluss wurde ein Tail-Current bei 30 mV fr 250

Millisekunden gemessen. Die gemessenen Strme wurden mit pClamp8 (Axon

Instruments) aufgenommen.
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Abbildung 11: Aufbau der Zwei-Elektroden-Spannungsquelle. (A) Aufbau der Spannungsklemme. Die
Xenopus laevis Oozyten wurden stetig in ND-96 gehalten und die Messung erfolgte bei Raumtemperatur. (B)
Clamp-Protokoll der Spannungsklemme. Die blaue Linie steht bei 2,0 Sekunden und zeigt den Punkt zur
Anayse der Seady-Sate-Currents. Die gr ne Linie zeigt bei 2,3 Sekunden de n Punkt zur Analyse der Tail-
Currents.

‘ Stativ ‘

3.2.3.3. Datenanalyse der Spannungsklemme

Die Daten der Spannungsklemme wurden mit OriginPro 8.1 analysiert. Steady-Sate-
Analysen geben an, wie viel lonen zum ausgew hiten Zeitpunkt ber den Kanal str men,
womit sich der gesamte lonenfluss verschiedener Kanle vergleichen |sst. Daf r
normalisiert man Str me bel 2,0 Sekunden bei 40 mV auf den Referenzstrom (zum
Beispiel Wildtyp (WT) Kv7.1). Die Tail-Current-Anayse zeigt die Funktionalitt der
vermessenen Kan le an. Daim Clamp-Protokoll (Abb. 12B) von zum Beispiel 40 mV auf
30 mV gewechselt wird, muss der Kanal sich inakti vieren. Gleichzeitig werden aber auch
Str me gemessen, bel dem man von 80 mV auf 30 m V springt. Somit aktiviert der
Kana in dieser Phase. In der gesamten Anayse kann man dann bel 2,3 Sekunden die
verschiedenen Aktivierungs- und Inaktivierungsphasen der Kan le messen und somit auf
die Funktionalit t des Kanals r ckgeschlossen werde n. Um dies durchzuf hren wurden die
Str me zun chst auf den Mittelwert der Str me bel 4 0 mV bel 2,3 Sekunden normalisiert.

F r diese wurde dann die Stromst rke gegen die Span nung geblotet, welcher dann mit der

Boltzmann-Funktion gefittet wurde. Diese Boltzmann-Funktion lautet ~ ——— ,

wobel | f r den Peakcurrent, A; fr die maximale Peakconductance, Az f r die minimale
Peakconductance, Vos fr die halbmaximae Aktivitt und k fr den Sopefaktor stehen.
Die halbmaximale Aktivitt repr sentiert dann die S pannung, zu der 50 % des Kanals
ge ffnet sind.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Kv7.1wird durch verschiedene Caspasen zum CTF2 prozessiert

In Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit wurde festgestellt, dass Kv7.1 zu zwel C-terminalen

Fragmenten, welche CTF1 und CTF2 genannt wurden, prozessiert wird (Doktorarbeit von

"
i

CTF2
(D459)

Cf
Abbildung 12: Topologie desKv7.1.

Das CTF1-Fragment von Kv7.1 kann bei ungef hr 40 kD a im Western Blot detektiert

werden (Abb. 13). Fr das CTF2-Fragment wurde ein A spartat an Position 459 in Kv7.1

fr die Fragmentierung zum CTF2 verantwortlich gemacht (Doktorarbeit C. Raab). Ob

wirklich nur das D459 in Kv7.1 f r den Schnitt zum CTF2 wichtig ist, wurde in dieser

Arbeit noch einmal berpr ft (Abb. 13).
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Abbildung 13: Kv7.1 wird an D459 zum CTF2 prozessiert. HeLa-Zellen wurden transient mit Wildtyp
(WT) Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-S457A-myc ($457A), Kv7.1-V458A-myc (V458A), Kv7.1-D459A-myc
(D459A), Kv7.1-G460A-myc (G460A), Kv7.1-Y461A-myc (Y461A) und Kv7.1-D462A-myc (D462A)
transfiziert und mittels Western Blot untersucht. Untransfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. CTF1:
C-Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2.

Der Western Blot zeigte das typische Bandenmuster von Wildtyp (WT) Kv7.1 mit einer
Bande bel 70 kDa, die dem unprozessierten Kv7.1 entspricht. Weiterhin wurde das CTF1-
Fragment bei 40 kDa und das CTF2-Fragment bel 25 kDa detektiert. Nur wenn das
Aspartat an Position 459 zu einem Alanin ver ndert wurde (Kv7.1-D459A), kam es zu
einem Verlust der Prozessierung des Kv7.1 zum CTF2.
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Weiterhin wurde in der Arbeitsgruppe gezeigt, dass Caspasen f r die Fragmentierung von
Kv7.1 zum CTF2 verantwortlich sind (Doktorarbeit von C. Raab). Es wurde aber nicht
gekl rt, welche Caspase den Kv7.1 zum CTF2 prozess ert. Caspasen knnen in
Entz ndungs-, Effektor- und Initiatorcaspasen unter teilt werden, wobei Caspase-1 eine
Entz ndungscaspase, Caspase-2, -3 und -7 Effektorcaspasen und Caspase-8 ene
Initiatorcaspase darstellt (Tab. 3). Um zu untersuchen, welche Caspase den Kv7.1
prozessieren kann, wurden in Kv7.1 stabil transfizierte Hek 293 T-Zellen Caspase-1, -2, -3,

-7 und -8 transfiziert (Abb. 14).
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Abbildung 14: Verschiedene Caspasen k nnen Kv7.1 zu m CTF2 prozessieren. Hek 293 T-Zellen, die
Kv7.1-myc stabil exprimieren, wurden zus tzlich mit Caspase-1, -2, -3, -7 und -8 transfiziert und im Western
Blot untersucht. Untransfizierte und mit eGFP transfizierte und stabil exprimierenden Kv7.1-myc Hek 293 T-
Zellen dienten as Kontrolle. Eine repr sentative A bbildung von vier verschiedenen unabh ngigen
Experimenten ist gezeigt. eGFP: enhanced green fluorescent protein. CTF1: C-terminales Fragment 1. CTF2:
C-terminales Fragment 2.

Im Western Blot war fr Kv7.1 das typische Bandenmu ster zu erkennen, bei dem eine
Bande bel 70 kDa (full-length Kv7.1), 40 kDa (CTF1) und 25 kDa (CTF2) detektiert
werden konnte. Bel berexpression von Kv7.1 zusamme n mit allen untersuchten Caspasen
konnte im Vergleich zur Ko-Expression von Kv7.1 mit eGFP ein Anstieg der CTF2-Bande
detektiert werden. Demnach scheinen verschiedene Caspasen in der Lage zu sein, den

Kv7.1 zum CTF2 zu prozessieren.

Da der Kv7.1 zum CTF2 am Aspartat 459 von Caspasen gespalten wird (Abb. 13, 14),
kann die Proteolyse immer dann eine Bedeutung einnehmen, wenn Caspasen aktiv sind
(Abb. 15).
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Abbildung 15: bersicht zu potentiellen Funktionen der Proteolyse desKv7.1.

Aktive Caspasen sind zum Beispiel bei Entz ndungspr ozessen, sowie w hrend der
Apoptose zu finden (Gill et a., 2002; Grutter, 2000; Liang et al., 2001; Merkle et a., 2007;
Moorjani et a., 2006; Nicholson, 1999; Shiozaki, Shi, 2004; Thornberry et al., 1992; Y ang
et a., 2013). Zun chst wurde die Prozessierung des Kv7.1 w hrend Entz ndungsprozessen
untersucht.

4.2. EineRolleder Proteolyse von Kv7.1in Entz ndungsp rozessen?

berexpressionsexperimente zeigten, dass Kv7.1 auch von Caspase-1, der wichtigsten
Entz ndungscaspase, zum CTF2 prozessiert werden kan n (Abb. 14). Somit stellte sich die
Frage, ob Kv7.1 w hrend Entz ndungsprozessen ver nd ert gespalten wird. Da Kv7.1 vor
allem im Herzen exprimiert wird (Jentsch, 2000), wurde die Proteolyse von Kv7.1 in
Entz ndungsprozessen im Herzen untersucht. Um ene Inflammation im Herzen
auszul sen, kann man M use mit dem Coxsackie B-Viru s (CBV) infizieren (Brunetti,
DeSantis, 2008; Goudevenos et al., 1990; Hori et al., 1981; Joy et al., 1990; Karavidas et
al., 2011; Spotnitz, Lesch, 2006). Durch die Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr.
med. Mark L dde (Klinik f r Innere Medizin 111: Kar diologie und Angiologie, UKSH, Kiel)
wurden Lysate von Mausherzen, die vorher mit CBV infiziert wurden, zur Verf gung
gestellt. Diese Lysate wurden hinsichtlich der Prozessierung des Kv7.1 zum CTF2
untersucht (Abb. 16).
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Abbildung 16: Im murinen Herzen kann nach Coxsackie B Virus (CBV)-Injektion keine vermehrte
Prozessierung zum CTF2 determiniert werden. Western Blot von Herzlysaten von M usen, welche mit
Coxsackie B-Virus (CBV) infiziert wurden. Zur Kontrolle wurden Kv7.1-defiziente Herzlysate (Kv7.17/.) und
Lysate von HL-1-Zellen, die entweder mit 4 M Staur osporin (HL-1 + STS) oder mit DMSO (HL-1 - STS)
behandelt wurden, mitgef hrt. Asterisk deutet auf u nspezifische Banden des C-terminalen Kv7.1-Antik rp ers
hin. CTF2: C-Terminales Fragment 2.

Zur Detektion des endogenen Kv7.1 in murinen Herzlysaten im Western Blot wurde ein
Antik rper genutzt, der Kv7.1 an den letzten 18 Ami nosuren erkennt. Mit diesem
Antik rper wurde die unprozessierte Form des Kv7.1 bel ungef hr 70 kDa erkennbar. Das
CTF1-Fragment, was bei circa 40 kDa im Western Blot zu sehen sein sollte, war auf
endogener Expressionsebene im murinen Herzen mit diesem Kv7.1-Antik rper nicht
detektierbar. Mit Hilfe des Kv7.1-defizienten Herzgewebes konnten drel unspezifische
Banden bel ungef hr 55, 35 und 25 kDa, welche mit einem Asterisk gekennzeichnet sind,
detektiert werden. Um das CTF2-Fragment sicher im Western Blot erkennbar zu machen,
wurden paralel HL-1-Zellen mit dem Apoptose aus senden Staurosporin (STS)
stimuliert (Hirobe, 1994; Maeno et a., 2000; Nakagawa et al., 2000; Wang et a., 2008).
Die HL-1-Z€lllinie ist eine Kardiomyozytenzelllinie, die Kv7.1 auf endogener Ebene
exprimiert. Durch die Stimulation der HL-1-Zellen mit Staurosporin (STS) wird Apoptose
ausgel st, wodurch das CTF2-Fragment des Kv7.1 bei circa 25 kDa im Vergleich zu
Kontroll-behandelten HL-1-Zellen im Western Blot sichtbar wird. Betrachtet man die
CTF2-Banden des Kv7.1 in den murinen Herzlysaten, so konnte weder mit, noch ohne
CBV-Behandlung der M use das CTF2-Fragment von Kv7. 1 detektiert werden. Demnach
scheint es, dass die Prozessierung des Kv7.1 w hrend Entz ndungsprozessen keine Rolle
spielt. Deshalb wurde in den folgenden Versuchen der Einfluss von Kv7.1 auf Apoptose

untersucht.
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4.3. EineRollevon Kv7.1w hrend der Apoptose

4.3.1. DieKanalaktivit t von Kv7.1treibt Zellen in die A poptose

Viele spannungsabh ngige Kaliumkan le sind fr die Durchf hrung der Apoptose von
Bedeutung, indem sie die apoptotische Volumenreduktion vermitteln (Maeno et al., 2000;
Shimizu et al., 2007). Diese apoptotische Volumenreduktion f hrt zum Schrumpfen der
Zelle w hrend der Apoptose. Dies ist eine Vorausset zung, damit Caspasen berhaupt
w hrend des programmierten Zelltodes aktiv werden k nnen (Felipe et al., 2006; Maeno et
al., 2000; Shimizu et a., 2007). Somit stellte sich die Frage, ob auch Kv7.1, wie viele
andere spannungsabh ngige Kaliumkan le, in der Lage ist, den programmierten Zelltod zu
beeinflussen. Der potentielle Einfluss von Kv7.1 auf Apoptose k nnte dann entweder ber

die Kanalaktivit t von Kv7.1 und/oder ber die Prot eolyse vermittelt werden.

Zun chst sollte die Frage beantwortet werden, ob Kv 7.1 den programmierten Zelltod
berhaupt ver ndern kann. Um einen ersten Eindruck zu erhaten, wurde Kv7.1 in SW707-
Zéllen transfiziert. SW707-Zellen wurden genutzt, da dies eine kolorektale Krebszelllinie
ist, die ein leicht erh htes Membranpotential aufwe isen (Y ang, Brackenbury, 2013). Dieser
Anstieg des Membranpotentials kann die Kanalaktivit t von Kv7.1 leicht steigern. W rde
Kv7.1 einen Einfluss auf Apoptose nehmen, so m sste nach Expression von Kv7.1 sich die
Anzahl der apoptotischen Zellen, welche mit Annexin-V gef rbt wurden, ver ndern (Abb.
17).
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Abbildung 17: Die Expression von Kv7.1 erh ht Apopt ose in SW707-Zellen. SW707-Zellen wurden mit

Kv7.1-eGFP transfiziert und 48 Stunden spter fr 6 Stunden mit DMSO oder 2 M Staurosporin (STS)

behandelt. Die dargestellte Analyse vergleicht die transfizierten Zellen (Kv7.1-eGFP) gegen die

untransfizierten Zellen (eGFP). Die Statistik wurde mittels zweiseitigem unpaarigem student s t-Test

ermittelt und ab p < 0,05 as signifikant angesehen. ** 0,001 p < 0,01. *** p > 0,001. eGFP: enhanced
green fluorescent protein.
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Die Expression von Kv7.1-eGFP erh hte im Vergleich zu den untransfizierten Zellen die
Anzahl der apoptotischen Zellen. Dieser Effekt war unabh ngig der Exposition mit dem
Apoptose-ausl senden Staurosporin. Somit ist gezeigt worden, dass die Expression von

Kv7.1 Apoptose beeinflussen kann. Es sollte welter untersucht werden, ob die
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Kanalaktivitt von Kv7.1 eine Rolle w hrend der Apo ptose spielt. Um dies festzustellen,
wurde eine Kanal-inaktive Mutante von Kv7.1 genutzt. Dieses Kv7.1-Konstrukt enth It
eine Mutation am Aspartat 317 in Kv7.1 (Kv7.1-D317A), wobei D317 im
Selektivit tsfilter von Kv7.1 liegt (Abb. 2). Durch den Austausch von Aspartat zu Alanin
in Kv7.1-D317A ist die gesamte Kanalaktivit t von K v7.1 aufgehoben. Vergleicht man die
Anzahl der apoptotischen Zellen bel Expression des inaktiven Kv7.1-D371A mit der
Anzahl an apoptotischen Zellen nach eGFP-Expression, so erh It man einen Einblick, wie
viele Zellen durch die Expression eines Kv7.1-Konstruktes ohne Kanalfunktion entstehen.
Im Gegenzug kann der Vergleich der Apoptoserate zwischen WT Kv7.1 und inaktivem
Kv7.1-D317A einen Einblick geben, in wie weit die Kanalfunktion von Kv7.1 einen
Einfluss auf Apoptose nimmt. Daher wurden eGFP, WT Kv7.1-eGFP und Kv7.1-D317A-
eGFP in SW707-Zdlen transfiziert und die Anzahl der apoptotischen Zellen mittels

Annexin-V-F rbung untersucht (Abb. 18).
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Abbildung 18: Die Kanalaktivit t von Kv7.1f rdert Apoptose. SW707-Zellen wurden mit eGFP, Kv7.1-
eGFP und Kv7.1-D317A-eGFP transfiziert und 48 Stunden spter fr 6 Stunden mit DMSO oder 2 M
Staurosporin (STS) stimuliert. Die Statistik wurde mittels One-Way-Anova gefolgt von Bonferroni s
multiplen Vergleichstest ermittelt und ab p < 0,05 als signifikant angesehen. * 0,01 p <0,05. ** 0,001 p
< 0,01. eGFP: enhanced green fluorescent protein.
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Die Expression der Kanal-inaktiven Mutante Kv7.1-D317A erh hte im Vergleich zu den
eGFP transfizierten Zellen die Anzahl der apoptotischen Zellen. Dennoch zeigte sich bei
Expression des Kanal-inaktiven Kv7.1-D317A im Vergleich zu WT Kv7.1 unter alen
gemessenen Bedingungen eine leichte, signifikante Reduktion der apoptotische Zellen.
Demnach kann die Kanalfunktion von Kv7.1 nach bere xpression von Kv7.1 in SW707-

Zellen elnen geringen Einfluss auf Apoptose nehmen.

Um weiter zu verifizieren, dass der Kv7.1-bedingte Kaliumfluss Auswirkungen auf
Apoptose hat, musste der Einfluss der Kanalaktivit t von Kv7.1 auf Apoptose unter
endogener Expression des Kv7.1 analysiert werden. Daf r wurde die HL-1-Zdllinie

genutzt. Diese murine Kardiomyozytenzelllinie zeigt auch unter basalen Bedingungen
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einen Kaliumausstrom durch Kv7.1, der mit Chromanol 293B (C293B) inhibiert werden
kann (Bachmann et al., 2001; Fujisawa et al., 2000; Sun et a., 2001). Unter Behandlung
der Zellen mit Chromanol 293B (Inhibition von Kv7.1 und KCNE1) und Staurosporin
kann der Einfluss der endogenen Kanalaktivit t von Kv7.1 auf Apoptose bestimmt werden
(Abb. 19).
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Abbildung 19: Die Hemmung der Kanalaktivitt von Kv 7.1 f hrt zu weniger Apoptose. Die HL-1-
Zellen wurden zun chst f r 2 Stunden mit 10 M Chro manol 293B (C293B) inhibiert und darauffolgend f r
6 Stunden mit DMSO oder 4 M Staurosporin (STS) sti muliert. Die Statistik wurde mittels One-Way-Anova
gefolgt von Bonferroni s multiplen Vergleichstest ermittelt und ab p < 0,05 als signifikant angesehen. * 0,01
p < 0,05.

Die Behandlung mit Chromanol 293B (C293B) zusammen mit Staurosporin verminderte
die Anzahl der apoptotischen Zelen signifikant. Wenn Chromanol 293B ohne
Staurosporin genutzt wird, gab es keine Ver nderung in der Anzahl der apoptotischen
Zellen. Da Chromanol 293B die Kanafunktion von Kv7.1 inhibiert, ist es m glich, dass

die Kanalaktivit t von Kv7.1 einen Einfluss auf Apo ptose nimmt.

Soweit ist durch Inhibition gezeigt worden, dass Kv7.1 mit seiner Kanalaktivit t Apoptose
beeinflussen kann. Demnach sollte eine Mutante von Kv7.1, die eine erhhte
Kanafunktion von Kv7.1 zeigt, mehr Apoptose ausl sen. Kv7.1-D459A ist eine Mutante
von Kv7.1 (Abb. 14), die bei Ko-Expression mit KCNEL eine erh hte Kanalaktivit t

ausweist (Doktorarbeit von C. Raab). W rde also die Kanafunktion von Kv7.1 Apoptose
beeinflussen k nnen, mssten bei der Expression von Kv7.1-D459A mit KCNE1 im
Vergleich zu WT Kv7.1, welches mit KCNE1 ko-exprimiert wird, die Anzahl der
apoptotischen Zellen steigen (Abb. 20).
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Abbildung 20: Die Mutation D459A in Kv7.1 verst rkt Apoptose. SW707-Zellen wurden mit Kv7.1-
eGFP zusammen mit KCNEL (Kv7.1-eGFP + KCNE1) oder Kv7.1-D459A-eGFP zusammen mit KCNE1
(Kv7.1-D459A-eGFP + KCNEL) transfiziert und 48 Stunden sp ter mit DMSO oder 2 M Staurosporin
(STS) fr 6 Stunden stimuliert. Die Statistik wurde mittels einseitigem unpaarigem student s t-Test ermittelt
und mit p < 0,05 als signifikant angesehen. * 0,01 p<0,05.** 0,001 p<0,01

Die Expression von Kv7.1-D459A zusammen mit KCNEL erh hte im Vergleich zu WT
Kv7.1, welches mit KCNEL ko-exprimiert wird, unter allen getesteten Bedingungen die
Anzahl der apoptotischen Zellen. Da Kv7.1-D459A bel Ko-Expression mit KCNE1 mehr
Kanaaktivitt as WT Kv7.1, welches mit KCNE1 ko-exprimiert wird, zeigt (Daten nicht
gezeigt), k nnte der Kv7.1-D459A-bedingte Anstieg an apoptotischen Zellen ber die
erh hte Kanalfunktion von Kv7.1-D459A vermittelt we rden.

Um zu verifizieren, dass Kv7.1-D459A wirklich Apoptose erh hen kann, wurde diese
Kv7.1-Mutante nicht nur nach transienter Expression, sondern auch nach stabiler
Expression in Hek 293 T-Zellen untersucht. Bei transienten Transfektionen kommt es
hufig zu ungewollter, indirekter Ausl sung von Apo ptose durch berexpression des
jeweiligen DNA-Konstruktes. Es wurden zwei Hek 293 T-Zélllinien, die WT Kv7.1-myc
und Kv7.1-D459A stabil exprimieren, etabliert (Daten nicht gezeigt). Apoptose wurde
nach Applikation mit Staurosporin zun chst in der | mmunofluoreszenzf rbung in diesen
zwei Zdllinien untersucht (Abb. 21).
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Abbildung 21: Kv7.1-D459A zeigt mehr Annexin-FITC-F rbung. (A) Mit Kv7.1-myc stabil transfizierte
Hek 293 T-Zellen (WT) wurden f r 6 Stunden mit 2 M Staurosporin (STS) stimuliert. Ma stab steht fr 5

m. ( B) Mit Kv7.1-D459A-myc stabil transfizierte Hek 293 T-Zellen (D459A) wurden f r 6 Stunden mit 2
M Staurosporin (STS) stimuliert. Mastab steht fr 5 m. (C) Auswertung der Kkorrigierten totalen
Zéellfluoreszenzintensit t nach (Burgess et al., 201 0; Gavet, Pines, 2010; Potapova et a., 2011). Die Statistik
wurde mittels einseitigem unpaarigem student s t-Test ermittelt und eine Signifikanz wurde ab p < 0,05
festgesetzt. * 0,01 p<0,05.

Die Kv7.1-D459A-myc stabil transfizierten Zellen zeigten signifikant hhere
Fluoreszenzintensit ten von Annexin-V-FITC im Vergl eich zu den mit WT Kv7.1 stabil
transfizierten Zellen. Der Anstieg an Fluoreszenzaktivitt spricht fr einen Anstieg an

Apoptose. Um dieses Ergebnis aus der Immunofluoreszenzf rbung zu verifizieren, wurden
die mit WT Kv7.1 oder Kv7.1-D459A stabil transfizierten Zellen mit Annexin-V-APC
gef rbt und in der Durchflusszytometrie hinsichtlich der Anzahl der apoptotischen Zellen
untersucht (Abb. 22).
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Abbildung 22: Kv7.1-D459A ist pro-apoptotisch. Hek 293 T-Zellen, die stabil mit WT Kv7.1-myc oder
Kv7.1-D459A-myc transfiziert sind, wurden fr 6 Stunden mit DMSO oder 2 M Staurosporin (STS)
stimuliert. Die Statistik wurde mittels unpaarigem einseitigem student s t-Test ermittelt und mit p < 0,05 as
signifikant angesehen. * 0,01 p < 0,05.
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Ohne Staurosporinexposition war in den mit WT Kv7.1-myc oder Kv7.1-D459A-myc
stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen keine Ver nd erung der Apoptoserate zu bemerken.
Wourden die Zellen zustzlich mit dem Apoptose-ausl senden Staurosporin behandelt, so
erh hte die Expression von Kv7.1-D459A im Vergleich zu WT Kv7.1 die Anzahl der
apoptotischen Zellen. Die Kanalaktivit t von Kv7.1- D459A ist nur nach Applikation mit
Staurosporin h her as die Kanafunktion von WT Kv7.1 (Doktorarbeit von C. Raab).
Demnach knnte dieser Unterschied an Kanaaktivitt die ver nderte Anzahl der
Apoptoserate bedingen. Somit scheint der Kv7.1-vermittelte Kaliumefflux pro-apoptotisch
sein.

Zusammengefasst ist gezeigt worden, dass A poptose durch die Expression einer inaktiven
Kv7.1-Mutante (Kv7.1-D317A) (Abb. 18), sowie durch den pharmakologischen Block der
endogenen Kanalaktivit t von Kv7.1 (Abb. 19) verrin gert werden konnte. Weiterhin wird
durch eine Mutante von Kv7.1 (Kv7.1-D459A), die gegen ber WT Kv7.1 eine verst rkte

Kanalaktivit t zeigt, auch mehr Apoptose ausgel st (Abb. 20 22). Demnach scheint die
Kanafunktion von Kv7.1 einen geringen Einfluss auf Apoptose zu haben, so wie es auch
Duranton und Kollegen 2010 in einer Nierenzelllinie beschrieben (Duranton et a., 2010).

4.3.2. Untersuchung zum Einflussdes CTF2 von Kv7.1 auf Apoptose

Zun chst wurde untersucht, ob die Kanalaktivitt vo n Kv7.1 einen positiven Einfluss auf
Apoptose nehmen kann. Welterf hrend sollte analysiert werden, ob die Caspasen-
abh ngige Proteolyse von Kv7.1 eine Rolle im programmierten Zelltod einnimmt. Bei der
Proteolyse von Kv7.1 zum CTF2-Fragment (Abb. 14) wird dieses Fragment ins Zytosol
abgegeben (Abb. 15). Im Zytosol ist das CTF2-Fragment von Kv7.1 dann in der Lage, in
den Zellkern zu translozieren, wo es m glicherweise die Expression von Genen beeinflusst
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(Doktorarbeit von C. Raab). W rde das CTF2-Fragment die Expression von Apoptose-
regulierenden Proteinen ver ndern, so htte der Kv7 .1 nicht nur mit seiner Kanalaktivit t
einen Einfluss auf Apoptose, sondern auch mit der Freisetzung des CTF2-Fragmentes. Um
Zu untersuchen, ob das CTF2-Fragment von Kv7.1 Apoptose beeinflussen kann, wurde
dieses Fragment von Kv7.1 in den pFrog3-Vektor kloniert (Kv7.1-CTF2-myc) (Abb. 23).
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Abbildung 23: Aufbau von Kv7.1-CTF2-myc.

Um den Einfluss von Kv7.1-CTF2-myc auf Apoptose zu untersuchen, wurden HelL a Zellen
transient mit Kv7.1-CTF2-myc transfiziert und mittels Annexin-V-FITC die apoptotischen
Zellen gef rbt (Abb. 24).

Abbildung 24: Die Expression vom CTF2 des Kv7.1 vermindert Annexin-V-FITC-F rbung. Hela-
Zellen wurden transient mit Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) transfiziert und 48 Stunden sp ter f r 6 Stunden
mit 2 M Staurosporin stimuliert. Der Ma stab entsp richt 5 m (links). Die Auswertung der F rbung erfo Igte
nach (Burgess et al., 2010; Gavet, Pines, 2010; Potapova et al., 2011). Die Statistik wurde mittels Mann-
Whitney-U getestet, nachdem drei verschiedene Tests auf Normalverteilung fehlgeschlagen sind. Eine
Signifikanz wurde mit p < 0,05 angelegt. * 0,01 p < 0,05 (rechts).

Die transient mit Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) transfizierten HeLa-Zellen zeigten eine
erniedrigte Fluoreszenzintensit t im Vergleich zu den untransfizierten HeLa-Zellen. Dies
deutet auf eine Verringerung der Apoptose durch Expression von Kv7.1-CTF2-myc an.
Um diesen negativen Einfluss des CTF2-Fragmentes von Kv7.1 auf Apoptose weiter zu
best tigen, wurden HelLa-Zellen transient mit Kv7.1- CTF2-eGFP transfiziert und mit
Annexin-V-APC die Anzahl der apoptotischen Zellen untersucht (Abb. 25).
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Abbildung 25: Die transiente Expression des Kv7.1-CTF2-eGFP vermindert Apoptose. HeLa-Zellen
wurden transient mit Kv7.1-CTF2-eGFP transfiziert und 48 Stunden sp ter f r 6 Stunden mit DM SO oder 2

M Staurosporin (STS) behandelt. Die Statistik wurd e mit einseitigem unpaarigem student s t-Test ermittelt
und mit p < 0,05 als signifikant definiert. * 0,01 p < 0,05.

Die mit Kv7.1-CTF2-eGFP exprimierenden Zellen zeigten unter Staurosporinbehandlung
etwas weniger Apoptose as die eGFP exprimierenden Zellen. Die Kontroll-behandelten
Zellen zeigten keinen Unterschied in der Apoptose.

Sowelit deuten die bisherigen Ergebnisse an, dass das CTF2-Fragment von Kv7.1 vielleicht
einen geringen Effekt auf Apoptose nimmt. Durch Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe war
bekannt, dass das CTF2-Fragment in den Zellkern translozieren kann (Doktorarbeit von C.
Raab). Da das CTF2-Fragment von Kv7.1 ber eine Cas pasen-abh ngige Proteolyse
entstent (Abb. 14), wird diese Fragment unter apoptotischen Bedingungen gebildet. Um
nun zu untersuchen, ob das CTF2-Fragment auch w hrend der Apoptose im Zellkern zu
finden ist, wurden die mit Kv7.1-CTF2-myc stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen mit
Staurosporin behandelt und die Kernlokalisation vom Kv7.1-CTF2-myc mittels Western
Blots berpr ft (Abb. 26).

Abbildung 26: Die subzellul re Lokalisation von Kv7 .1-CTF2-myc unter apoptotischen Bedingungen.
(A) Stabil mit Kv7.1-CTF2-myc transfizierte Hek 293 T-Zellen wurden f r eins, drei oder sechs Stunden mit
2 M Staurosporin (STS) behandelt und mittels Weste rn Blots untersucht. Untransfizierte und mock (mo)
behandelte Proben dienten als Negativkontrolle. Ein repr sentatives von drei unabh ngigen Versuchen is t
gezeigt. (B) Densiometrische Analyse von drel unabhngigen Experimenten der Kv7.1-CTF2-
Bandenintensitit t normalisiert auf die Bandenintensitt von -Tubulin (zytosolisch) beziehungsweise SP-1
(nukler).
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Die Western Blot Analyse ergab, dass Kv7.1-CTF2-myc unter apoptotischen Bedingungen
nicht degradiert wurde, daim Totallysat keine Abnahme von Kv7.1-CTF2-myc zu notieren
war. Die hchste Kernlokalisation von Kv7.1-CTF2-myc zeigte sich nach einer
einst ndigen Stimulation mit Staurosporin, wobei nach | ngerer Behandlung mit
Staurosporin die Kernlokalisation von Kv7.1-CTF2-myc wieder abnahm. Im Zytosol
nimmt die Expression von Kv7.1-CTF2-myc ber den Zeitraum von ein bis sechs Stunden
Staurosporinbehandlung ab. Somit ist das CTF2 w hrend Apoptose exprimiert und zum

Teil auch im Zellkern vorhanden.

4.3.3. Mechanistische Untersuchungen zur potentiellen anti-apoptotischen
Funktion desCTF2

Nachdem festgestellt wurde, dass das CTF2-Fragment auch w hrend der Apoptose im
Zellkern vorhanden ist, sollte weiterf hrend unters ucht werden, wie das CTF2-Fragment
von Kv7.1 Apoptose m glicherweise beeinflussen k nn te. Zun chst wurde berpr ft, ob
das CTF2-Fragment die Expression von apoptotischen Markern ver ndern kann. Daf r
wurde die RNA-Expression von Genen, die Apoptose beeinflussen, in Kv7.1-CTF2-myc
stabil transfizierten Zellen im Vergleich zu Vektor transfizierten Zellen untersucht (Abb.
27).

Abbildung 27: Das CTF2-Fragment von Kv7.1 vermindert die mRNA-Expression von BAX und BAK.
Mit Vektor oder Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) stabil transfizierte Hek 293 T-Zellen wurden mittels qRT-
PCR auf die Expression von BAX, BAK und BCL-2 untersucht. Die Statistik wurde mit einseitigem
unpaarigem Mann-Whitney-U ermittelt, nachdem drei Tests zur Normal verteilung fehl geschlagen waren, und
eine Signifikanz ab p < 0,05 festgelegt. * 0,01 p<0,05.** 0,001 p<0,01.

Die gRT-PCR zeigte, dass Kv7.1-CTF2-myc in der Lage war, die mRNA-Expression von
BAX und BAK signifikant zu verringern. Kv7.1-CTF2-myc hatte dabei keinen Einfluss auf
die Expression von BCL-2. Zur Verifizierung wurde ebenfalls die Proteinexpression von
BCL-2, BAX und BAK in den mit Kv7.1-CTF2-myc stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen
untersucht (Abb. 28).



4. Ergebnisse | 61

Abbildung 28: Die Expression von Kv7.1-CTF2-myc vermindert die Expression von BAX und BAK
auf Proteinebene. (A) Mit Vektor oder Kv7.1-CTF2-myc stabil transfizierte Hek 293 T-Zellen wurden
mittels Western Blot auf die Expression auf BAX, BAK und BCL-2 analysiert. Vektor transfizierte Zellen
dienten als Kontrolle. Ein repr sentatives von drel unabhngigen Experimenten ist gezeigt. (B)
Densiometrische Auswertung von drei unabh ngigen Versuchen der Bandenintensit t von BAX, BAK und
BCL-2 normalisiert auf die Bandenintensitt von -Aktin der mit Vektor oder Kv7.1-CTF2-myc stabil
transfizierten Hek 293 T-Zellen. Die Statistik wurde mittels einseitigem unpaarigem student s t-Test ermittelt
und p < 0,05 als signifikant angesehen. * 0,01 p < 0,05.

Die Analyse des Western Blots zeigte, dass die Negativregulation von Kv7.1-CTF2-myc
auf BAX und BAK auch auf Proteinebene bemerkbar wurde. Eine Regulation vom Kv7.1-
CTF2-myc auf BCL-2 war weiterhin nicht zu beobachten. Insgesamt konnte so gezeigt
werden, dass das CTF2-Fragment Apoptose minimal verringert und die Expression von
BAX und BAK negativ beeinflusst.

Da die Proteolyse des Kv7.1 weder in Entz ndungspro zessen im Herzen noch w hrend der
Apoptose wirklich bedeutend zu sein scheint, stellte sich weiterhin die Frage, wo die

Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 eine Rolle spielen k nnte.

4.4. Kv7.1lwirdin gealterten Zellen st rker zum CTF2 pr ozessiert

Da eine vermehrte Aktivierung von Caspasen im gealterten Herzen beschrieben worden
ist (Condorelli et al., 2001; Li et al., 2002; Merkle et a., 2007; Pollack et a., 2002; Y ang et
al., 1998) erschien esm glich, dassKv7.1in lter en Kardiomyozyten vermehrt zum CTF2
gespalten wird. Um den Einfluss von Alterung auf die Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2
Zu untersuchen, wurde Progerin, eine verk rzte Vari ante des Lamin A, genutzt (Coutinho
et a., 2009; Miller et a., 2013). Lamin A wird durch mehrere proteolytische Schnitte
maturiert. Wenn dabei der letzte Prozessierungsschnitt des Lamin A aufgehoben wird,
akkumuliert farnesyliertes Pr lamin A (Progerin). Patienten mit dem Hutchinson-Gilford

progeria Syndrom zeigen neben Progerinakkumulation Alterungserscheinungen innerhalb
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von en bis zwei Lebengahren. Somit wurde geschlossen, dass die Expression von
Progerin Zellen vorzeitig altern kann. Um nun zu untersuchen, ob Alterung von Zellen die
Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 beeinflussen kann, wurde Progerin stabil in Kv7.1-
myc stabil transfizierte Hek 293 T-Zellen transfiziert. Da Progerin in der Membran des
Zellkernes akkumuliert, wurde zur Kontrolle eine weitere Zelllinie erstellt. Diese Zélllinie
exprimiert neben Kv7.1 ein eGFP-Konstrukt, welches eine nukle re Lokalisationssequenz
(NLS) enthIt (NLS-eGFP). Die Expression von NLS-eG FP und eGFP-Progerin wurde
nach Antibiotikaselektion in den mit Kv7.1-myc doppelt stabil transfizierten Hek 293 T-
Zellen mittels Western Blots berpr ft (Abb. 29).

Abbildung 29: Expressionsberpr fung der stabil tra nsfizierten Zellen. Hek 293 T-Zellen, die Kv7.1
stabil exprimierten, wurden mit eGFP-Progerin beziehungsweise NLS-eGFP transfiziert und mittels
Hygromycin B selektioniert. Die Kontrolle der eGFP-Progerin- und NLS-eGFP-Expression erfolgte mittels
Western Blot. Asterisk zeigt eine unspezifische Bande des -eGFP-Antik rpers.

Der Western Blot zeigte eine ausreichende Expression von NLS-eGFP und eGFP-Progerin
in den mit Kv7.1-myc doppelt stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen. Daher wurde die
Anayse der mit NLS-eGFP/Kv7.1-myc (von hier an NLS-eGFP transfizierte Zelllinie) und
eGFP-Progerin/Kv7.1-myc (von hier an eGFP-Progerin transfizierte Zelllinie)
transfizierten Hek 293 T-Zellen fortgef hrt. Es wur de zun chst berpr ft, ob berhaupt
eine Alterung durch die Expresson von eGFP-Progerin in diesen Hek 293 T-Zellen
stattgefunden hatte. Daf r wurden zwei Kriterien ge nutzt, die daf r bekannt sind, bel
Alterungsprozessen anzusteigen: 1) eine vermehrte Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezien und 2) ein verst rktes Vorkommen von Apoptose (Miller et al., 2013).
Zuerst wurde analysiert, ob vermehrt reaktive Sauerstoffspezies in den mit eGFP-Progerin
transfizierten Zellen auftreten. Zur Bestimmung der reaktiven Sauerstoffspezies wurde der
Farbstoff Mitosox genutzt (s. 3.2.2.17.). Mitosox zeigt bei Bindung von reaktiven
Sauerstoffspezien eine Fluoreszenz bei 594 nm. In der Durchflusszytometrie kann dann
bestimmt werden, wie viele Zellen reaktive Sauerstoffspezien gebildet haben (Abb. 30).
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Abbildung 30: Reaktive Sauerstoffspezien akkumulieren in Hek 293 T-Zellen nach Progerin-

Expression. Anzahl an FITC und Mitosox positiven Zellen der NLS-eGFP/Kv7.1-myc oder eGFP-

Progerin/Kv7.1-myc stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen. Die Anadyse erfolgte mittels

Durchflusszytometrie. Eine von drei unabh ngigen Ex perimenten ist repr sentativ gezeigt. Statistik wur de

mittel s unpaarigem einseitigem student s t-Test ermittelt und mit p < 0,05 als signifikant angesehen. ** 0,001
p <0,01.

Es zeigte sich, dass eGFP-Progerin im Vergleich zu NLS-eGFP die Anzahl der reaktiven
Sauerstoffspezien in den Hek 293 T-Zellen erh hte. Demnach k nnte die eGFP-Progerin-

Expression die Hek 293 T-Zellen gealtert haben. Um dies weiter zu berpr fen, wurde das

Ausma der Apoptose in diesen Hek 293 T-Zellen best immt. Daf r wurden die mit eGFP-

Progerin und NLS-eGFP transfizierten Zellen mit Staurosporin behandelt und die Intensit t
der aktiven Caspase-3 as indirektes Mittel zum Nachweis f r Apoptose im Western Blot
ermittelt (Abb. 31).

Abbildung 31: Hek 293 T-Zellen zeigen mehr aktive Caspase-3 unter Expression von eGFP-Progerin.
(A) Hek 293 T Zellen, welche stabil Kv7.1-myc und NLS-eGFP beziehungsweise eGFP-Progerin
exprimieren, wurden entweder mit DMSO (mock) oder mit 2 M Staurosporin (STS) fr sechs Stunden

behandelt und darauffolgend einer Zelllyse und Western Blot unterzogen (links). Densiometrische
Auswertung von drei unabh ngigen Experimenten der | ntensit t der aktiven Caspase 3-Banden normalisiert
auf -Aktin / NLS-eGFP der mit Staurosporin behandelten Proben (rechts). Statistik wurde mittels
unpaarigem einseitigem student s t-Test ermittelt und mit p < 0,05 als signifikant angesehen. * 0,01 p <
0,05.

Die Expression von eGFP-Progerin im Vergleich zu NLS-eGFP zeigte mehr aktive
Caspase-3, wenn Apoptose zustzlich mit Staurospori n ausgel st wurde. Da Caspase-3
eine wichtige Effektorcaspase ist, spricht das vermehrte Auftreten von aktiver Caspase-3

fr eine beschleunigte Apoptose nach Expression von eGFP-Progerin. Da die eGFP-



4. Ergebnisse | 64

Progerin-Expression die Anzahl der reaktiven Sauerstoffspezies erh hte und Apoptose
beschleunigte, wurden die Hek 293 T-Zellen durch eGFP-Progerin-Expression gealtert.

Schlussendlich wurde nun untersucht, ob der durch Progerin bedingte Alterungsprozess zu
einer vermehrten Proteolyse von Kv7.1 zum CTF2 f hrte. Daf r wurden die NLS-
eGFP/Kv7.1-myc und eGFP-Progerin/Kv7.1-myc stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen
hinsichtlich der CTF2-Intensit t des Kv7.1 im Western Blot untersucht (Abb. 32).

Abbildung 32: Alterung von Hek 293 T Zellen f hrt z u vermehrter Proteolyse von Kv7.1 zum CTF2.
Die mit NLS-eGFP/Kv7.1-myc und eGFP-Progerin/Kv7.1-myc stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen wurde
mit mock (DM SO) oder mit 2 M Staurosporin (STS) f r sechs Stunden stimuliert und nach der Zelllyse im
Western Blot untersucht (links). Densiometrische Auswertung von drei unabh ngigen Experimenten der
Intensitt der CTF2-Bande normalisiert auf die Bande fr das unprozessierte Kv7.1 (rechts). Ein
repr sentatives von drei unabh ngigen Versuchen ist gezeigt. Die Statistik wurde mittels unpaarigem
einseitigem student s t-Test ermittelt und mit p < 0,05 als signifikant angesehen. ** 0,001 p < 0,01. CTFL:
C-Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2.

In der Western Blot Analyse wurde festgestellt, dass Kv7.1 unter NLS-eGFP- und eGFP-
Progerinexpression das typische Bandenmuster des Kv7.1 mit unprozessierter Form (70
kDa) und CTF1-Bande (40 kDa) zeigte. Die CTF2-Bande des Kv7.1 war nur bei
Staurosporinexposition im Western Blot zu sehen. Durch Expression von eGFP-Progerin
im Vergleich zu NLS-eGFP nahm die CTF2-Intensitt des Kv7.1 bei Applikation eines
apoptotischen Stimulus signifikant zu. Somit kann die Proteolyse von Kv7.1 in gealterten
Zellen von Bedeutung sein, w hrend sie f r Entz ndu ngen oder Apoptose eine weniger

ausgepr gte Rolle einnimmt.

45. Natrlich vorkommende Mutationen von Kv7.1 mit ver nderter
Prozessierung desKv7.1

Mutationen in Kv7.1 | sen Herzarrythmien aus (Arnestad et a., 2007; Dvir et a., 2014,

Horr et a., 2011; Rivas, Francis, 2005; Robbins, 2001; Schmitt et a., 2000; Splawski et

al., 2000). Daher stellte sich die Frage, ob die Proteolyse die Kv7.1-bedingten
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Herzarrythmien beeinflussen kann. Somit wurde nach natrlich vorkommenden
Mutationen von Kv7.1 gesucht, die in Patienten Herzarrythmien ausgel st haben und
gleichzeitig eine ver nderte Prozessierung zum CTF2 zeigten. Bel der Suche nach
Patientenmutationen des Kv7.1 mit ver nderter Prozessierung wurden die Mutationen
Kv7.1-G460S und Kv7.1-A372D (Arnestad et al., 2007; Crotti et a., 2012) mit einer
ver nderte Proteolyse zum CTF2 gefunden (Abb. 33).

Abbildung 33: Nat rlich vorkommende M utationen in K v7.1 beeinflussen die Prozessierung von Kv7.1
zum CTF2. (A) Western Blot Analyse von Hel a-Zellen transient mit WT Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-D459A-
myc (D459A), Kv7.1-A372D-myc (A372D) und Kv7.1-G460S-myc (G460S) transfiziert. Untransfizierte,
WT Kv7.1 (WT) und Kv7.1-D459A-myc (D459A) transfizierte Zellen dienten a's Negativ- beziehungsweise
Positivkontrollen. Eine repr sentative von vier ver schiedenen Analysen ist gezeigt. (B) Densiometrische
Auswertung von vier verschiedenen unabh ngigen Experimenten der CTF2-Bandenintensit t normalisiert auf
die full-length Bande von Kv7.1. Die Statistik wurde mittels One-Way-Anova gefolgt von Bonferroni s
multiplen Vergleichstest ermittelt und p < 0,05 wurde al s signifikant angesehen. * 0,01 p < 0,05. CTFL: C-
Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2.

Der Western Blot zeigte f r WT Kv7.1 das typische B andenmuster mit den Banden bei 70,
40 und 25 kDa. Zur Kontrolle wurde Kv7.1-D459A mitgef hrt, welches nur die 70 und 40
kDa Bande (unprozessiertes Kv7.1 und CTF1-Fragment) von Kv7.1 zeigte. Die
Caspaseschnittstelle zum CTF2 wurde durch den Austausch zu Alanin an Position 459 in
Kv7.1-D459A eiminiert. Die zwel untersuchten Patientenmutationen, Kv7.1-A372D und
Kv7.1-G460S, zeigten auch die monomere Form von Kv7.1 bei 70 kDa, sowie die Bande
f r das CTF1-Fragment bel circa40 kDa. Kv7.1-A372D wurdeim Vergleich zu WT Kv7.1
kaum bis gar nicht mehr zum CTF2 prozessiert. Kv7.1-G460S zeigte im Vergleich zu WT
Kv7.1 eine vermehrte Proteolyse zum CTF2.

Um zu untersuchen, ob die vernderte Prozessierung von Kv7.1-G460S die
Pathophysiologie der G460S Mutation in Kv7.1 erkl ren k nnte, wurde Kv7.1-G460S
hinsichtlich der Kanalaktivitt mit der Zwel-Elektr odenspannungsklemme in Xenopus
laevis Oozyten untersucht (Abb. 34).
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Abbildung 34: Der Austausch von Glycin 460 zu Serin in Kv7.1 vermindert die Kanalaktivit t von
Kv7.1. (A) Charakteristische Stromkurven von WT Kv7.1 (WT) (n = 36, links) und Kv7.1-G460S (G460S)
(n = 14, rechts). (B) Seady-Sate-Analyse der auf WT Kv7.1 bei 40 mV bei 2,0 Sekunden normalisierten
Str me von WT Kv7.1 (WT) und Kv7.1-G460S (G460S). ( C) Tail-Current-Analyse der bei 40 mV und 2,3
Sekunden normalisierten Str me von WT Kv7.1 (WT) un d Kv7.1-G460S (G460S).

Die Stromkurven von Kv7.1-G460S waren im Vergleich zu WT Kv7.1 nahezu halbiert
(Abb. 34A). Dabei wurden keine weiteren Auff lligkeiten in den Str men festgestellt. Um
zu berpr fen, ob Kv7.1-G460S wirklich verminderte Stromkurven gegen ber WT Kv7.1
zeigte, wurde die Steady-Sate-Analyse genutzt. In der Steady-Sate-Analyse werden die
Stromkurven von Kv7.1 bei 2,0 Sekunden untersucht. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich
der Kaliumfluss von Kv7.1 im Gleichgewicht (Steady-Sate, Abb. 34A WT Kv7.1).
Demnach kann zu diesem Zeitpunkt analysiert werden, wie viel Kalium ber verschiedene
Kv7.1-Varianten aus der Zelle fliet. In Seady-Sate-Analyse von WT Kv7.1 und Kv7.1-
G460S best tigte sich die Halbierung der Stromkurven (Abb. 34B). Um weiterf hrend zu
untersuchen, ob Kv7.1-G460S noch weitere Auff Iligk eiten als die halbierten Stromkurven
zeigte, wurde die Tail-Current-Analyse genutzt. Bei dieser Analyse wird die Reaktion des
Kv7.1 nach Applikation von aktivierenden und inaktivierenden Str men untersucht. Indem
einerseits aktivierende Potentiale genutzt werden, kann die Aktivierung von Kv7.1
betrachtet werden. Im Gegenzug ist durch die Applikation von inaktivierenden
Spannungen die Inaktivierung von Kv7.1 analysierbar. Demnach kann in der Tail-Current-
Anayse die Kanafunktion von Kv7.1 detailliert hinsichtlich der Aktivierung und
Inaktivierung von Kv7.1 betrachtet werden. Diese Tail-Current-Analyse von WT Kv7.1
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und Kv7.1-G460S zeigte, dass die Kanafunktion von Kv7.1-G460S im Vergleich zu WT
Kv7.1 nicht ver ndert war (Abb. 34C). Somit sind di e Kanalstr me von Kv7.1-G460S im
Vergleich zu WT Kv7.1 lediglich vermindert. Da Kv7.1-G460S ene erstarkte
Fragmentierung zum CTF2 zeigte (Abb. 33), k nnte so mit die vermehrte Proteolyse eine
erh hte Inaktivierung von Kv7.1-G460S bedingen.

Es wurde aber nicht nur Kv7.1-G460S als Patientenmutation mit ver nderter Prozessierung
zum CTF2 untersucht. Auch Kv7.1-A372D fiel mit eingeschr nkter Proteolyse zum CTF2
auf (Abb. 33). Um zu erkl ren, warum Kv7.1-A372D weniger Proteolyse im Vergleich zu
WT Kv7.1 zeigte (Abb. 33), wurde zuerst die Lokalisation des Alanins an Position 372 in
Kv7.1 betrachtet (Abb. 35).

Abbildung 35: Lokalisation von A372D und G460S in Kv7.1. Zur bersicht ist auch die Schnittstelle des
CTF2-Fragmentes an D459 in Kv7.1, sowie die Camodulinbindestellen in der intrazellul ren Helix A und
Helix B von Kv7.1 gezeigt.

Dabel wurde festgestellt, dass das Alanin 372 zwel Aminosuren vor ener
Camodulinbindestelle in Kv7.1 liegt. Es ist bekannt, dass geladene Reste, wie Aspartate,
in N he der Camodulinbindestelle die Interaktion von Camodulin mit Kv7-
Familienmitgliedern einschr nken (Etxeberria et a., 2008; Wen, Levitan, 2002; Yus
Nageraet a., 2002). Da Kv7.1-A372D ein negativ geladenes Aspartat zwel Aminos uren
vor der Calmodulinbindestelle enthIt, wurde geschl ossen, dass diese Kv7.1-Mutante
vielleicht weniger oder kein Calmodulin mehr binden kann. Um dies zu untersuchen,
wurde versucht, Calmodulin mit WT Kv7.1 und Kv7.1-A372D zu ko-immunopr zipitieren
(Abb. 36).
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Abbildung 36: Kv7.1-A372D ist nicht mehr in der Lage, Calmodulin zu binden. HeLa-Zellen wurden
transient mit WT Kv7.1 (WT) oder Kv7.1-A372D-myc (A372D) transfiziert und 72 Stunden spter im
Western Blot untersucht. Ein repr sentatives von dr ei verschiedenen unabh ngigen Experimenten ist gezeigt.
A: Lysatkontrollen. B: Immunopr zipitate. CTF1: C-T erminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment
2. I1B: Immunoblott. IP: Immunopr zipitation. TL: Totallysat.

Die Totalysate zeigten eine Expression von WT Kv7.1 und Kv7.1-A372D (Abb. 36A).
Fr WT Kv7.1 war das typische Bandenmuster zu erken nen. F r Kv7.1-A372D waren nur
die Banden f r das unprozessierte Kv7.1 bei 70 kDa und die Bande des CTF1 bei 40 kDa
zu erkennen. Weiterhin zeigte das Totallysat im Western Blot die endogene Expression
von Calmodulin (Abb. 36A). Die Immunopr zipitation von WT Kv7.1 und Kv7.1-A372D
mittels eines anti-myc-Antik rpers war erfolgreich. Calmodulin konnte nur bei Expression
von WT Kv7.1 ko-pr zipitiert werden (Abb. 36B). In der untransfizierten Probe ist eine
leichte unspezifische Bindung von Calmodulin an die Agarose-Beads zu sehen. Da aber
WT Kv7.1 sehr viel mehr Calmodulin ko-pr zipitierte, kann von einer erfolgreichen Ko-
Immunopr zipitation gesprochen werden. In dem Ko-Pr zipitat von Kv7.1-A372D ist eine
leichte Bande f r Camodulin zu erkennen. Da diese Bande aber genauso stark wie die
Calmodulin-Bande bei der untransfizierten Probe ist, scheint Kv7.1-A372D kein
Camodulin mehr zu binden. Demnach bedingt die fehlende Camodulinbindung
m glicherweise die aufgehobene Prozessierung von Kv 7.1-A372D.

Zusammengefasst scheint es mindestens zwel nat rlic h vorkommende Mutationen von
Kv7.1 zu geben, welche die Proteolyse zum CTF2 und damit gegebenenfalls auch die

Kanalaktivit t von Kv7.1 beeinflussen k nnen.
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4.6. Einflussder Proteolyse zum CTF2 auf die Kanalaktivit t von Kv7.1

4.6.1. Die Calmodulinbindung ist nach Prozessierung des Kv7.1 zum CTF2

vermindert

Durch Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe war bekannt, dass die Proteolyse zum CTF2 die
Kanaaktivitt von Kv7.1 verringern kann (Doktorarb eit von C. Raab). Dennoch konnte
noch nicht gezeigt werden, wie die Proteolyse die Kanalfunktion von Kv7.1 aufhebt. Die
Schnittstelle von Kv7.1 zum CTF2 liegt zwischen den Calmodulin-bindenden Helix A und
Helix B (Abb. 35). Somit bestand die M glichkeit, d ass durch die Prozessierung zum
CTF2 der verbleibende N-Terminale, Membran-gebundene Teil von Kv7.1 nicht mehr
Camodulin binden kann. Ohne Calmodulinbindung kann Kv7.1 auch keine Kanalaktivit t
mehr zeigen (Haitin, Attali, 2008; Wen, Levitan, 2002). Um die Interaktion von
Camodulin am prozessierten Kv7.1 zu untersuchen, wurden in HeLa-Zellen WT Kv7.1-
myc und endogenes Calmodulin unter Kontroll- und apoptotischen Bedingungen

(Staurosporinexposition) ko-immunopr zipitiert (Abb . 37).

Abbildung 37: Kv7.1 bindet unter apoptotischen Bedingungen kein Calmodulin mehr. HelLa-Zellen
wurden transient mit WT Kv7.1-myc transfiziert und 48 Stunden sp ter im Western Blot analysiert. Als
Negativkontrolle wurden untransfizierte und mock (-) behandelte Zellen genutzt. Die Stimulation mit 2 M
Staurosporin (STS) (+) erfolgte fr 6 Stunden. A: L ysatkontrollen. B: Immunopr zipitate. CTF1: C-
Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2. IB: Immunaoblot. IP; Immunopr zipitation. TL:
Totallysat.

Die Western Blots der Abbildung 37A zeigen die Totalysate der untransfizierten und
Kv7.1 transfizierten Zellen. Eine Expression von Kv7.1-myc in den HelLaZellen war
gegeben. Die Behandlung mit dem Apoptose-ausl sende n Staurosporin war erfolgreich, da
im Totallysat der Kv7.1 transfizierten Zellen die CTF2-Bande bel Staurosporin- aber nicht
bei Kontrollbehandlung anstieg. Gleichzeitig kam es durch die Staurosporinbehandlung zu
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keinem Abbau von Camodulin (Abb. 37A). Kv7.1-myc konnte in den Kv7.1-myc
transfizierten HeLa-Zellen unter Kontroll- sowie Staurosporinbehandlung erfolgreich mit
einem anti-myc-Antik rper pr zipitiert werden (Abb. 37B). Calmodulin dagegen wurde
unter apoptotischen Bedingungen im Vergleich zur Kontrollbehandlung weniger stark mit
Kv7.1 ko-pr zipitiert. Die restliche Ko-Pr zipitati on von Calmodulin an Kv7.1 unter
Staurosporinexposition wird vermutlich an noch vorhandenem unprozessiertem Kv7.1-myc

erfolgen. Demnach bindet Kv7.1 unter apoptotischen Bedingungen weniger Calmodulin.

Um weiter zu verifizieren, ob der zum CTF2 prozessierte Kv7.1 noch Camodulin binden
kann, wurde eine Mutante von Kv7.1 erstellt, die ein Stopcodon direkt hinter dem Aspartat
459 enth It (Kv7.1-G460X) (Abb. 38A). Kv7.1-G460X e ntspricht damit dem N-terminalen
Teil von Kv7.1, der nach Prozessierung durch Caspasen noch vorhanden ist. Es wurde
versucht, Kv7.1-G460X mit Calmodulin zu ko-pr zipit ieren (Abb. 38B).

Abbildung 38: Calmodulin bindet nicht an Kv7.1-G460X. (A) Das Kv7.1-G460X Konstrukt beginnt am
N-Terminus von Kv7.1 und endet mit dem Aspartat 459 von Kv7.1. Demnach spiegelt es den Kv7.1-Tell
wider, der nach Prozessierung durch Caspasen in der Membran vorhanden bleibt. (B-C) Hel.a-Zellen wurden
transient mit WT Kv7.1-myc (WT) und Kv7.1-G460X-myc (G460X) transfiziert und 48 Stunden sp ter im
Western Blot analysiert. Untransfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Eins von drei unabh ngigen
Experimenten ist gezeigt. B: Lysatkontrollen. C: Immunopr zipitate. CTF1: C-Terminales Fragment 1.
CTF2: C-Terminales Fragment 2. |B: Immunoblot. IP: Immunopr zipitation. TL: Totallysat.

Im Western Blot der Abbildung 38B sind die Totallysate der untransfizierten und mit WT
Kv7.1-myc oder Kv7.1-G460X-myc transfizierten Zellen gezeigt. Eine Expression von
WT Kv7.1-myc und Kv7.1-G460X war gegeben, wobel Camodulin auf endogener
Expressionsebene detektiert werden konnte. WT Kv7.1 zeigte wieder sein typisches
Bandenmuster. Kv7.1-G460X konnte bei circa 40 kDa detektiert werden, sowie
wom glich das Dimer von Kv7.1-G460X bei 80 kDa. Die Immunopr zipitation von WT
Kv7.1 und Kv7.1-G460X mit einem anti-myc Antik rper verlief erfolgreich (Abb. 38C),
wobei Calmodulin nur mit WT Kv7.1-myc und nicht mit Kv7.1-G460X ko-

immunopr zipitiert werden konnte. Dies bedeutet, dass der nach Caspasen-bedingter
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Prozessierung verbleibende N-Terminae Tell von Kv7.1 nicht mehr Camodulin binden
kann. Dies steht im Einklang mit der Erkenntnis, dass das Ausl sen der Proteolyse von
Kv7.1 mit Staurosporin zu einer verminderten Bindung von Camodulin an Kv7.1 f hrte
(Abb. 37). Somit hebt die Proteolyse die Bindung von Camodulin an Kv7.1 auf, was
wiederum den Kv7.1-bedingten Kaliumfluss inaktiviert.

4.6.2. Einflussvon Phosphorylierungen an Kv7.1 auf die Proteolyse von Kv7.1

Weliterhin erh hen Phosphorylierungen an Kv7.1 die K analaktivit t von Kv7.1 (Kathofer
et a., 2000; Kathofer et al., 2003; Kurokawa et al., 2009; Marx et al., 2002). Da, wie
bereits zuvor gezeigt, die Proteolyse des Kv7.1 einen Einfluss auf die Kanaaktivit t
nimmt, sollten nun auch die Auswirkungen von Phosphorylierungen auf die Proteolyse des
Kv7.1 anaysiert werden. Daf r musste zunchst gepr ft werden, ob es potentielle
Phosphorylierungen an der CTF2-Schnittstelle in Kv7.1 gibt. Die Datenbank
PhosphoSitePlus wurde zur Analyse von diesen potentiellen Phosphorylierungsstellen
genutzt. (Abb. 39) (Hornbeck et a., 2012).

Abbildung 39: bersicht der verschiedenen potentiel len Phosphorylierungsstellen an der Schnittstelle
zum CTF2 von Kv7.1. In Rot sind die Aminosuren hervorgehoben, die zur Untersuchung der
Phosphorylierung an Kv7.1in N he der CTF2-Schnittstelle untersucht werden sollten.

Die Analyse von Kv7.1 auf PhosphositePlus zeigte, dass es in der N he der CTF2
Schnittstelle an  Position Y461, $464 und $S468 in Kv7.1 drei  potentielle
Phosphorylierungsstellen gibt. Um den Einfluss dieser m glichen Phosphorylierungsstellen
in Kv7.1 auf die Proteolyse zum CTF2 zu analysieren, wurden das Tyrosin 461 (Kv7.1-
Y461E) sowie die Serine an Position 464 und 468 (Kv7.1-S464E, Kv7.1-3468E) in Kv7.1
zu einem Glutamat ausgetauscht. Glutamat enthlt eine groe negativ geladene
Carboxylgruppe und kann mit dieser Gruppe Phosphorylierungen imitieren. Zustzlich
wurde noch das Glycin 460 in Kv7.1 zu einem Glutamat ausgetauscht (Kv7.1-G460E). In
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dieser Arbeit ist bereits gezeigt worden, dass der Austausch an G460 zu Serin die
Proteolyse von Kv7.1 beeinflussen kann (Abb. 33). Da das in Kv7.1-G460S eingebrachte
Serin eine potentielle Phosphorylierungsstelle darstellt, wurde Kv7.1-G460S auch in
diesem Kontext analysiert. Die Fragmentierung von Kv7.1-Y461E, Kv7.1-S464E, Kv7.1-
HA68E und Kv7.1-G460E zum CTF2 im Vergleich zu WT Kv7.1 wurde mittels Western
Blots untersucht (Abb. 40).

Abbildung 40: Putative Phosphorylierungsstellen an Kv7.1 k nnen die Prozesserung zum CTF2-
Fragment beeinflussen. (A) HelLa-Zellen wurden transient mit WT Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-G460E
(G460E), Kv7.1-A64E (SA64E), Kv7.1-HA68E (S468E) und Kv7.1-Y461E (Y461E) transfiziert und mittels
Western Blot analysiert. Untransfizierte sowie WT Kv7.1 transfizierte Zellen dienten as Negativ-
beziehungsweise Positivkontrolle. Eins von drei unabh ngigen Versuchen ist gezeigt. (B) Densiometrische
Auswertung von drei unabhngigen Experimenten der CTF2-Bandenintensitt normalisiert auf den
unprozessierten Kv7.1. Die Statistik wurde mittels One-Way-Anova gefolgt von Bonferroni s multiplen
Vergleichstest ermittelt und die Signifikanz mit p < 0,05 definiert. * 0,01 p < 0,05. CTF1: C-Terminales
Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2.

Die Analyse der potentiellen Phosphorylierungsmutanten von Kv7.1 im Western Blot
zeigte das typische Bandenmuster f r den WT Kv7.1. Bel einem Austausch von Serin 464
zu Glutamat (Kv7.1-G464E) wurde der Kanal im Vergleich zu WT Kv7.1 weniger zum
CTF2 prozessiert. Es war eine Tendenz zu erkennen, dass beim Austausch von Glycin 460
auf Glutamat (Kv7.1-G460E) mehr CTF2 im Vergleich zu WT Kv7.1 abgeschnitten
wurde. Zwar war bei Kv7.1-G460E die CTF2-Bande gegen ber der CTF2-Bande des WT
Kv7.1 nicht ver ndert, aber gleichzeitig ist auch w eniger unprozessierter Kv7.1 bei Kv7.1-
G460E im Vergleich zu WT Kv7.1 zu detektieren. Demnach kann Kv7.1-G460E vermehrt
zum CTF2 prozessiert werden. Somit k nnen mgliche Phosphorylierungstellen an der
CTF2-Schnittstelle die Proteolyse von Kv7.1 beeinflussen.

Weiterf hrend sollte untersucht werden, ob die ver nderte Proteolyse von Kv7.1, die durch
eine solche m gliche Phosphorylierung ausgel st wur de, die Kanaaktivitt von Kv7.1
ver ndern.  Daher  wurden Kv7.1-G460E  und Kv7.1-S464E in der Zwei-

Elektrodenspannungsklemme vermessen (Abb. 41).
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Abbildung 41: Zwei putative Phosphorylierungsstellen in Kv7.1 beeinflussen die Kanalfunktion von
Kv7.1. (A) Repr sentative Stromkurven von WT Kv7.1 (WT) (n=36, links), Kv7.1-G460E (G460E) (n=18,
mittig) und Kv7.1-S464E (S464E) (n=21, rechts). (B) Steady-Sate-Analyse von WT Kv7.1 (WT), Kv7.1-
G460E (G460E) und Kv7.1-S464E (S464E). Alle Strme wurden auf WT Kv7.1 bei 40 mV be 2,0
Sekunden normalisiert. (C) Tail-Current-Analyse der normalisierten Str me bei 40 mV bei 2, 3 Sekunden
von WT Kv7.1 (WT), Kv7.1-G460E (G460E) und Kv7.1-SA64E (SA64E).

In der makroskopischen Anayse der Stromkurven von WT Kv7.1 (WT), Kv7.1-G460E
(G460E) und Kv7.1-S464E (S464E) war zu erkennen, dass die Stromst rken von Kv7.1-
G460E und Kv7.1-464E im Vergleich zu WT Kv7.1 vermindert waren. Weitere Effekte
auf die Kanalfunktion von Kv7.1 durch die Mutation G460E oder S464E in Kv7.1 waren
nicht zu bemerken (Abb. 41A). Dies best tigte sich in den genaueren Steady-State- und
Tail-Current-Analysen. Die Seady-State-Analyse best tigte, dass die Str me von Kv7.1-
G460E und Kv7.1-S464E im Vergleich zu WT Kv7.1 circa halbiert waren (Abb. 41B). Es
wurde keine zus tzliche Ver nderung in der Kanafun ktion von Kv7.1-G460E und Kv7.1-
HAGAE in der Tail-Current-Analyse bemerkbar (Abb. 41C). Demnach vermindert das
Einf gen beider Glutamate an Position 460 beziehung sweise 464 in Kv7.1 lediglich den
Kv7.1-vermittelten Kaliumausstrom. Weitere Ver nder ungen in der Kanalaktivitt von
Kv7.1 waren nicht zu notieren. Somit ist es mglich, dass Phosphorylierungen ber die
Proteolyse die Kanalfunktion von Kv7.1 beeinflussen k nnen.
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4.7.  Amino-Terminal Enhancer of Split (AES) als neuer Interaktionspartner von
Kv7.1

4.7.1. Validierung der Interaktion von Kv7.1 und AES

In den Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit wurde ein Hefeinteraktionsscreen zur
Identifizierung neuer Interaktionspartner des Kv7.1 durchgef hrt. Dabel wurde als
potentieller neuer Interaktionspartner des Kv7.1 der Amino Terminal Enhancer of Split
(AES) beschrieben. Da AES ein Ko-Modulator von Transkriptionsfaktoren ist (s. 1.7.5.),
k nnte eine Interaktion von AES und Kv7.1 die genre gulatorische Funktion des CTF2
vielleicht weiter charakterisieren.

Zun chst wurde in dieser Arbeit die Interaktion von AES und Kv7.1 in Sugetierzellen
validiert. Daf r wurde versucht, beide Proteine in HeL a-Zellen zu ko-immunopr zipitieren
(Abb. 42).

Abbildung 42: AES bindet Kv7.1 vor allem im C-Terminus von Kv7.1. (A) bersicht zu den

verschiedenen Kv7.1-Konstrukten. Die sechs Transmembrandom nen von Kv7.1 sind mit 1 6 und die vier

C-terminalen Helicesin Kv7.1 mit A D markiert. N TF-myc hrt mit L347 von Kv7.1 auf und CTF1-myc
beginnt bei G348 von Kv7.1, w hrend das CTF2-myc mit G460 von Kv7.1 startet. (B-C) HelaZellen
wurden transient mit AES-Ha, Kv7.1-NTF-myc (NTF-myc), WT Kv7.1-myc (WT-myc), Kv7.1-CTF1-myc
(CTF1-myc) und Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) transfiziert und ko-immunopr zipitiert. Eine von drei

repr sentativen Abbildungen ist gezeigt. B: Lysatko ntrollen. C: Immunopr zipitate. CTF1: C-Terminales
Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2. IB: Immunoblot. IP; Immunopr zipitation. TL: Totallysat.

In Abbildung 42B ist der Western Blot mit den Totallysaten der untransfizierten und mit
AES-Ha, Kv7.1-NTF-myc, WT Kv7.1-myc, Kv7.1-CTF1-myc und Kv7.1-CTF2-myc
transfizierten HeLa-Zellen gezeigt. AES war gleichm ig in alen transfizierten HelLa

Zellen exprimiert. Eine ver nderte Prozessierung des Kv7.1 bel Ko-Expression von AES
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konnte nicht nachgewiesen werden, da wie gewohnt die unprozessierte Form von Kv7.1
(70 kDa), das CTF1 (40 kDa) und das CTF2 (25 kDa) im Totalysat detektiert wurde.
Demnach nimmt AES keinen Einfluss auf die Proteolyse von Kv7.1. Die Konstrukte
Kv7.1-CTF1-myc und Kv7.1-CTF2-myc exprimierten stark. Kv7.1-CTF2-myc zeigte im
Western Blot zwei Banden, die beim CTF2-Fragment, das von Kv7.1 abgeschnitten wird,
nicht auftraten. Kv7.1-NTF-myc repr sentiert den in der Membran befindlichen Teil von
Kv7.1. Dieser enth It allen sechs Transmembrandom n en, ohne C-Terminus von Kv7.1
(Abb. 24A). Ohne den C-Terminus wird Kv7.1-NTF-myc st rker abgebaut, wodurch die
Expresson von Kv7.1-NTF-myc nur gut bel berexpos tion des Western Blots zu
bemerken war.

Die Immunopr zipitation aller gezeigten Kv7.1 Konst rukte mit einem anti-myc-Antik rper
war erfolgreich (Abb. 42C). AES konnte bei Ko-Expression mit WT Kv7.1, Kv7.1-CTF1-
myc und Kv7.1-CTF2-myc ko-pr zipitiert werden, w hr end Kv7.1-NTF-myc AES nicht
pr zipitierte. Somit liegt im C-Terminus von Kv7.1 eine m gliche Interaktionsstelle von
AESund Kv7.1

Um eine mgliche Bindung von AES und Kv7.1 weiter zu untersuchen, wurden
Immunofluoreszenzf rbungen von AES zusammen mit WT Kv7.1-myc, Kv7.1-CTF1-myc
und Kv7.1-CTF2-myc in Cos 7-Z€llen durchgef hrt (Ab b. 43).

Abbildung 43: AES ko-lokalisiert mit WT Kv7.1, CTF1-myc von Kv7.1 und CTF2-myc von Kv7.1. Cos
7-Zellen wurden auf Deckgl schen ausgesht und 12 S tunden spter transient mit AES-Ha, Kv7.1-myc,
Kv7.1-CTF1-myc (CTF1-myc ) oder Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) transfiziert. Ma stab entspricht 5 m.
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Die Immunofluoreszenzf rbung in Cos 7-Zellen zeigte eine Ko-Lokalisation von AES mit
WT Kv7.1, Kv7.1-CTF1-myc und Kv7.1-CTF2-myc. AES zeigte eine diffuse Lokalisation
in der Zelle. Die Ko-F rbung von AES und Kv7.1 war in Strukturen zu erkennen, die dem
Endoplasmatischen Retikulum und/oder Golgi-Apparat hnlich sehen. Kv7.1-CTF1-myc
zeigte die st rkste Ko-F rbung mit AES. Die Ko-Loka lisation von AES mit Kv7.1-CTF2-
myc ist am Rand des Zellkernes am st rksten ausgepr gt. Weiterhin blieb die subzellul re

Lokalisation von AES nach Expression mit Kv7.1-myc, Kv7.1-CTF1-myc oder Kv7.1-
CTF2-myc gleich (Daten nicht gezeigt). Zustzlich v er nderte auch Kv7.1-myc, Kv7.1-

CTF1-myc oder Kv7.1-CTF2-myc ihre Lokalisation in der Zelle nicht nach Expression von
AES (Daten nicht gezeigt). Somit scheint die Ko-Expression von AES und alen in
Abbildung 43 gezeigten Kv7.1-Konstrukten keinen Einfluss auf die Lokalisation des
jeweiligen Anderen zu haben. Insgesamt bewahrheitet sich die Assemblierung von AES
und Kv7.1 im C-terminalen Teil von Kv7.1 zun chst nicht nur im Western Blot (Abb. 42),
sondern auch in der Immunofluoreszenzf rbung (Abb. 43).

Es wurde gezeigt, dass die Bindung von AES an Kv7.1 vor allem am C-Terminus von
Kv7.1 stattfindet (Abb. 42, 43). Da AES ein Ko-Modulator von Transkriptionsfaktoren ist
(s. 1.7.5.), wurde zuerst angenommen, dass die Bindung von AES an Kv7.1 ber en
LxxLL-Motiv in der zytoplasmatischen Helix D stattfindet. Dieses LxxLL-Motiv ist auch
im CTF2-Fragment des Kv7.1 zu finden. LxxLL-Motive sind f r Transkriptionsfaktoren
bedeutend, da sie f r die Funktion eines Transkript ionsfaktors wichtige Protein-Protein-
Interaktionen mit Ko-Aktivatoren vermitteln. Ein Beispiel daf r ist die Interaktion vom
nuclear receptor coactivator-1 und dem homodimeric peroxisome proliferator-activated
receptor- (Mclnerney et al., 1998; Plevin et a., 2005). Um einen m glichen Einfluss
dieses LxxLL-Motives im CTF2-Fragment des Kv7.1 auf die Bindung an AES zu
untersuchen, wurde das LxxLL-Motiv in Kv7.1-CTF2-myc deletiert (Kv7.1-CTF2-
LxxLL-myc). Daraufhin wurde versucht, AES mit Kv7.1-CTF2-myc und Kv7.1-CTF2-
LxxLL-myc zu ko-pr zipitieren (Abb. 44).
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Abbildung 44: Das LxxLL-Mativ ist fr die Bindung v on AES an Kv7.1 unerheblich. HeLa-Zellen
wurden transient mit AES-Ha und Kv7.1-CTF2-myc (WT-myc) oder Kv7.1-CTF2- LxxLL-myc ( LxxLL-
myc) transfiziert und 72 Stunden sp ter ko-pr zipit iert. Zur Kontrolle wurden untransfizierte und mit AES-
Ha einzeln transfizierte Zellen mitgef hrt. Ein repr sentativer von drei verschiedenen, unabh ngigen
Versuchen ist gezeigt. A: Lysatkontrollen. B: Immunopr zipitate. I1B: Immunoblot. IP: Immunopr zipitati on.
TL: Totallysat.

Der Western Blot in Abbildung 44A zeigt die Totallysate der mit AES-Ha, Kv7.1-CTF2-
myc (WT-myc) und Kv7.1-CTF2- LxxLL-myc ( LxxLL myc) exprimierenden HeLa
Zéllen. Eine gleichm ige Expression von AES-Ha, Kv 7.1-CTF2-myc und Kv7.1-CTF2-

LxxLL-myc war gegeben. Die Pr zipitation von Kv7.1- CTF2-myc und Kv7.1-CTF2-

LxxLL-myc mit einem anti-myc-Antik rper war erfolgr eich, wobei AES mit Kv7.1-
CTF2-myc und Kv7.1-CTF2- LxxLL-myc ko-pr zipitiert werden konnte (Abb. 44B).
Eine schwache Bindung von AES an die Dynabeads war in der einzeln transfizierten Probe
von AES zu erkennen. Dennoch ist der Anstieg der AES-Bande bel Ko-Expression von
Kv7.1-CTF2-myc und Kv7.1-CTF2- LxxLL-myc derartig stark, dass von einer
erfolgreichen Ko-Pr zipitation von AES mit Kv7.1-CT F2-myc und Kv7.1-CTF2- LxxLL-
myc ausgegangen werden darf. Somit ist das LxxLL-Mativ f r die Bindung von Kv7.1 und
AES unerheblich.

Viele Interaktionen im C-Terminus von Kv7.1 werden durch die zwe Coiled-cail
Domnen in Helix C und Helix D von Kv7.1 bestimmt (Abb. 3). Daher wurde auch
berpr ft, ob die Struktur der Helix C und Helix D in Kv7.1 f r die Bindung von AES an
Kv7.1 bedeutend sind. Daf r wurden Punktmutationen in Kv7.1 in die intrazellul re Helix
C (L559P) und Helix D (L602P) in Kv7.1 eingef hrt. Der Austausch von Lysin zu Prolin
bedingt ein Aufbrechen der helikalen Struktur der zytoplasmatischen Helix C und Helix D
von Kv7.1, wie man anhand der Coiled coil Wahrscheinlichkeiten von WT Kv7.1,
Kv7.1-L559P, Kv7.1-L602P und Kv7.1-L559P-L 602P erkennen kann (Abb. 45).



4. Ergebnisse | 78

Abbildung 45: Coiled-Coil Wahr scheinlichkeit von WT Kv7.1, Kv7.1-L 559P, Kv7.1-L 602P und Kv7.1-
L559P-L602P. Die Coiled-coil Wahrscheinlichkeiten von Kv7.1, Kv7.1-L559P, Kv7.1-L602P und Kv7.1-
L559P-L602P wurden mittels Coils Server 2.0 berechnet.

Die Struktur der zytoplasmatischen Helix C und Helix D von Kv7.1 wurde durch das
Einf hren von Prolin an Position 559 (Helix C) und Position 602 (Helix D) ver ndert.
Deswegen wurde nun charakterisiert, ob diese helikalen Strukturen in Kv7.1 die
Interaktion mit AES bedingen. Zur vereinfachten Analyse wurden die Proline an Position
559 und Position 602 in Kv7.1-CTF2-myc eingef hrt ( Abb. 23). Es wurde dann versucht,
AES mit Kv7.1-CTF2, Kv7.1-CTF2-L559P, Kv7.1-CTF2-L602P und Kv7.1-CTF2-L559P-
L602P zu ko-pr zipitieren (Abb. 46).

Abbildung 46: Die Struktur der Helix C und der Helix D von Kv7.1 haben keinen Einfluss auf die
Interaktion von AES und Kv7.1. HeLa-Zellen wurden transient mit AES, Kv7.1-CTF2 (WT), Kv7.1-
CTF2-L559P (L559P), Kv7.1-CTF2-L602P (L602P) und Kv7.1-CTF2-L559P-L602P (L559P-L602P)
transfiziert und 72 Stunden spter ko-pr zipitiert. Untransfizierte und AES einzeln transfizierte Zellen
dienten zur Negativkontrolle. Einen repr sentative von drei unabh ngigen Abbildungen ist gezeigt. A:
Lysatkontrollen. B: Immunopr zipitate. IB: Immunobl ot. IP: Immunopr zipitation. TL: Totallysat.
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In Abbildung 46A ist der Western Blot mit den Totallysaten der untransfizierten und der
mit AES-Ha, Kv7.1-CTF2, Kv7.1-CTF2-L559P, Kv7.1-CTF2-L602P und Kv7.1-CTF2-
L559P-L602P exprimierenden HeLa-Zellen gezeigt. Fr ale Kv7.1-Konstrukte war eine
angemessene Expression im Totallysat in den transfizierten HeLa-Zellen vorhanden. AES
war in der Einzeltransfektion der HelLa-Zellen nur schwach exprimiert. Bei Ko-
Transfektion von AES mit den Kv7.1-Konstrukten konnte eine starke Expression von AES
festgestellt werden. Die Pr zipitation von Kv7.1-CT F2, Kv7.1-CTF2-L559P, Kv7.1-CTF2-
L602P und Kv7.1-CTF2-L559P-L602P mit einem anti-myc-Antik rper war erfolgreich
und f hrte zur Ko-Pr zipitation von AES mit allen v erwendeten Kv7.1-Konstrukten (Abb.
46B). Demnach hat die Struktur der C-terminalen Helix C und Helix D in Kv7.1 keinen
Einfluss auf die Bindung von AES an Kv7.1.

Nachdem die Bindung von AES an Kv7.1 nicht genauer im C-terminalen Teil von Kv7.1
eingegrenzt werden konnte, wurde versucht, die Bindung von AES an Kv7.1 auf
bestimmte Bereiche von AES einzuschr nken. Da AES aus drei Bereichen besteht: einer
Glutamin-reichen Dom ne, einer Glycin/Prolin-reichen Dom ne sowie einer nukleren

Lokalisationsequenz (Abb. 47A), wurden zwei Mutanten von AES konstruiert. Bei der
ersten Mutante (AES- GP) wurde die Glycin/Prolin-reiche Dom nein AES deletiert (Abb.
47A). Bei der zweiten Mutante (AES- CCN) wurde die nukle re Lokalisationssequenz aus
AES herausgenommen (Abb. 47A). Daraufhin wurde die Ko-Immunopr zipitation von
WT AES, AES- GPund AES- CCN mit Kv7.1-CTF2-myc (Abb. 23) durchgef hrt (Abb.

47B).
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Abbildung 47: Kv7.1 bindet AES in der Glutamin-reichen Dom ne von AES. (A) Schematische
bersicht der verschiedenen AES-Mutanten. WT AES be steht aus einer Glutamin (Q)-reichen Dom ne, einer
Glycin/Prolin (GP)-reichen Dom ne und aus einer nuk le ren Lokalisationsequenz (CCN). Die GP-reiche
beziehungsweise die nuklere Lokalisationssequenz (CCN) wurden in AES- GP beziehungsweise AES-

CCN deletiert. (B-C) Hek 293 T-Zellen, welche das Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) Konstrukt stabil
exprimieren, wurden transient mit WT AES-Ha (WT), AES- GP-Ha ( GP), AES- CCN ( CCN)
transfiziert und anschlie end ko-immunopr zipitiert . Zur Negativkontrolle wurden untransfizierte und AES-
Ha einzeln transfizierte Zellen mitgef hrt. Ein rep r sentatives von drei unabh ngigen Experimenten wir d
gezeigt. B: Lysatkontrollen. C: Immunopr zipitate. 1B: Immunoblott. IP: Immunopr zipitation. TL:
Totallysat.

In Abbildung 47B ist der Western Blot mit den Totallysaten dargestellt. Der Western Blot
der Totallysate zeigte die erfolgreiche Expression von WT AES, AES- GP und AES-

CCN in den mit Kv7.1-CTF2-myc stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen. Die
Immunopr zipitation von Kv7.1-CTF2-myc mit einem anti-myc-Antik rper war
erfolgreich, wobee WT AES, AES- GP und AES- CCN mit Kv7.1-CTF2-myc ko-
immunopr zipitiert werden konnten (Abb. 47C). Demnach erfolgt die Bindung von AES

an Kv7.1 m glicherweise ber die Glutamin-reiche Do m ne.

Weiterf hrend sollte der Einfluss der nukleren Lok alisationsequenz in AES auf die
subzellul re Lokalisation von AES analysiert werden. Daf r wurden Hela-Zellen mit WT
AES und der AES-Mutante, die keine nukle re Lokalisationssequenz mehr besitzt (AES-
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CCN), transient transfiziert und diese Zellen in Zytoplasma und Zellkern fraktioniert
(Abb. 48).

Abbildung 48: Die nuklere Lokalisationssequenz in AESreguliert die Kernlokalisation von AES. (A)
HeLa-Zellen wurden transient mit WT AES-Ha (WT) und AES- CCN-Ha ( CCN) transfiziert und 72
Stunden spter in Totallysat (TL), zytosolische Fraktion (ZF) und Kernfraktion (NF) aufgetrennt und die
einzelnen Fraktionen mittels Western Blot untersucht. Als Negativkontrolle dienten untransfizierte Zellen.
(B) Densiometrische Auswertung von vier unabh ngige E xperimenten der WT AES (WT)- und AES- CCN
( CCN)-Banden normalisiert auf -Tubulin (Zytosol; links) oder Sp-1 (Nukleus, rechts). Ein repr sentatives
von vier unabh ngigen Experimenten ist gezeigt. Die Statistik wurde mittels unpaarigem einseitigem
student s t-Test durchgef hrt und mit p < 0,05 als signifika nt angesehen. ** 0,001 p<0,01.* 0,01 p<
0,05.

WT AES und AES- CCN waren im Totallysat gleichm ig exprimiert. Die Deletion der
nukle ren Lokalisationsequenz von AES f hrte zu ein er verst rkten Expression von AES
im Zellkern, w hrend die Expression im Zytoplasma abnahm. Somit hat die nuklere
Lokalisationssequenz in AES scheinbar einen dominant negativen Einfluss auf die
Translokation von AES.

Um zu verifizieren, dass AES ohne nukle re Lokalisationssequenz (AES- CCN) vermehrt
in den Zellkern tranglozieren kann, wurden zus tzli ch eine Immunofluoreszenzf rbung von
AESund AES- CCN in Cos7-Zellen durchgef hrt (Abb. 49).

Abbildung 49: AES- CCN ist im Vergleich zu WT AES vermehrt im Zellkern zu finden. Cos7-Zellen
wurden transient mit WT AES und AES- CCN transfiziert und 48 Stunden sp ter mit der unter 2.2.2.14.
beschriebenen Methode gef rbt und visualisiert. Der Ma stab entspricht 5 m.

Die Immunofluoreszenzf rbung der Cos7-Zellen zeigte, dass WT AES im Zellkern und in
der Peripherie der Zelle zu sehen war. Durch die Deletion der nukleren
Lokalisationsequenz (AES- CCN) konnte AES vermehrt im Zellkern und vermindert im
Zytosol detektiert werden. Demnach best tigt sich die Western Blot Analyse (Abb. 49). Es
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kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass die ver nderte Translokation nach Deletion
der nukleren Lokalisationssequenz ein Artefakt der berexpression ist. Gleichzeitig
besteht auch die M glichkeit, dass durch die Deleti on der nukle ren Lokalisationssequenz

AES anders gefaltet wird, was eine erh hte Expressi on im Zellkern bedingen k nnte.

4.7.2. Funktionelle Analyse der Interaktion von AES und Kv7.1

Nachdem gezeigt worden ist, dass Kv7.1 und AES miteinander interagieren, sollte der
Einfluss von AES auf die Kandfunktion wvon Kv7.1 mit de Zwei-

Elektrodenspannungsklemme in Xenopus laevis Oozyten untersucht werden.

Abbildung 50: Einfluss von AES auf die Kanalfunktion von Kv7.1. (A) Repr sentative Stromkurven von
Kv7.1 aleine (n = 14, links) oder mit AES (n = 14, rechts) ko-exprimiert. (B) Repr sentative Stromkurven
von Kv7.1 und KCNEL1 aleine (n = 15, links) oder mit AES (n = 17, rechts) ko-exprimiert. (C) Seady-Sate-
Analyse von Kv7.1, Kv7.1 und AES, Kv7.1 und KCNEL, Kv7.1 und KCNE1 und AES der bei 40 mV und
2,0 Sekunden normalisierten Str me von Kv7.1 bezieh ungsweise Kv7.1 und KCNEL. (D) Tail-Current-
Anayse der normalisierten Str me bei 40 mV und 2,3 Sekunden von Kv7.1, Kv7. 1 und AES, Kv7.1 und

KCNEL1 beziehungsweise Kv7.1 und KCNE1 und AES. (E) Western Blot der analysierten Xenopus laevis
Oozyten.
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Die Anayse der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme von Kv7.1 mit AES zeigte, dass
AES die Stromkurven von Kv7.1 senkt. Weitere Ver nd erung der Stromkurven von Kv7.1
bei Ko-Injektion mit AES war nicht zu notieren (Abb. 50A). Die durch AES bedingte
Reduktion der Stromkurven von Kv7.1 war auch bei Ko-Expression von KCNE1 mit
Kv7.1 und AES zu erkennen (Abb. 50B). Die Reduktion des Kaliumflusses von Kv7.1
durch AES bewahrheitete sich auch in der Seady-Sate-Analyse (Abb. 50C). In der Tail-
Current-Analyse war zu erkennen, dass AES neben der Reduktion der Stromkurven keinen
weiteren Effekt auf die Kanalfunktion von Kv7.1 aus bte. Die Ko-Expression mit KCNE1
ver nderte diesen Ph notyp nicht (Abb. 50D). Die ve rwendeten Xenopus laevis Oozyten
wurden hinsichtlich der Expression von AES und Kv7.1 im Western Blot berpr ft (Abb.

50E). Dabel zeigte Kv7.1 bel Ko-Expression mit AES eine schw chere Expression im
Vergleich zu den mit Kv7.1 einzeln injizierten Oozyten. Eine verminderte Expression von
Kv7.1 unter AES-Ko-Expression k nnte die Reduzierun g der Stromkurven von Kv7.1 bel
gemeinsamer Expression mit AES erkl ren. Da diese E xpressionsunterschiede aber nur in
Xenopus laevis Oozyten auftraten, kann nicht gekl rt werden, ob A ES einen Einfluss auf

die Kanalfunktion von Kv7.1 nimmt.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass AES und Kv7.1 am CTF2 von Kv7.1 interagieren.
Eine Funktion dieser Assemblierung war nicht zu kI ren.

4.8. Prozessierungvon Kv7.1zum CTF1

4.8.1. Ein GSGF-Motiv in Kv7.1 k nnte fr die Prozessierun g von Kv7.1 zum
CTF1 kritisch sein

Soweit ist in dieser Doktorarbeit vor allem die Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2
untersucht worden. Dennoch wird Kv7.1 auch zum CTF1 gespalten (Abb. 13). Das CTF1-
Fragment von Kv7.1 ist circa 40 kDa gro (Abb. 13), was ungef hr dem gesamten C-
Terminus von Kv7.1 entspricht. Demnach k nnte das C TF1-Fragment von Kv7.1 den
kompletten C-Terminus von Kv7.1 enschlieen. Daher wurden zur ersten
Charakterisierung der CTF1-Schnittstelle von Kv7.1 verschiedene Bereiche am Anfang des
C-Terminus deletiert (Abb. 51A). Diese Trunkationsmutanten von Kv7.1 wurden im

Western Blot auf die Prozessierung zum CTF1-Fragment untersucht (Abb. 51B).
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Abbildung 51: Die Schnittstelle zum CTF1 von Kv7.1 liegt in einem GSGF-M otiv direkt im Anschluss
an die sechste Transmembrandom ne. (A) Schematische bersicht zu WT Kv7.1-myc (WT), Kv7. 1-

348-356-myc ( 348-356), Kv7.1- 348-351-myc ( 348-351) und Kv7.1- 352-356-myc ( 352-356). (B)
WT Kv7.1-myc, Kv7.1- 348-356-myc, Kv7.1- 348-351-myc und Kv7.1- 352-356-myc wurden in HelL a
Zellen exprimiert und mittels Western Blot untersucht. Zur Kontrolle wurden mit WT Kv7.1 transfizierte und
untransfizierte Zellen mitgef hrt. Es wird eine repr sentative Abbildung aus drei verschiedenen
unabh ngigen Versuchen gezeigt. CTF1: C-Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2. S6:
sechste Transmembrandom ne.

Die Western Blot Analyse ergab das typische Bandenmuster des WT Kv7.1. Die
Trunkation der Aminosuren G348 Q356 (Kv7.1- 348-356) zeigte keine Prozessierung
zum CTF1 von Kv7.1. Wenn in Kv7.1 nur G348 F351 (Kv7.1- 348-351) deletiert
wurden, war der Schnitt zum CTF1 auch nicht mehr erkennbar. Die Trunkation von Kv7.1
um A352 Q356 (Kv7.1- 352-356) dagegen zeigte wieder die Prozessierung des Kv7.1
zum CTF1-Fragment. Alle Trunkationsmutanten von Kv7.1 wurden auch zum CTF2
prozessiert. Somit konnten die Aminosuren G348 F 351 in Kv7.1 (Kv7.1- 348-351) fr
die Proteolyse zum CTF1 als kritisch detektiert werden.

Um nun die Schnittstelle zum CTF1-Fragment von Kv7.1 am GSGF-Motiv in Position 348

351 genauer zu untersuchen, wurde ein Alanin- Scan in Position 348 351 in Kv7.1
durchgef hrt. Dabel wurde jede dieser vier Aminosu ren (GSGF) zu einem Alanin
ausgetauscht. Diese Kv7.1-Konstrukte wurden dann in Hek 293 T-Zellen exprimiert und
mittels Western Blot untersucht (Abb. 52).
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Abbildung 52: Die CTF1-Schnittstelle von Kv7.1 kann nicht auf eine einzelne Aminosure
eingeschr nkt werden. (A) Western Blot der mit WT Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-G348A-myc (G348A),
Kv7.1-S349A-myc (S349A), Kv7.1-G350A-myc (G350A) und Kv7.1-F351A-myc (F351A) transfizierten
Hek 293 T-Zellen. Untransfizierte und mit WT Kv7.1 (WT) transfizierte Zellen dienten as Negativ- bzw.
Positivkontrolle. Eine repr sentative Abbildung von sechs verschiedenen unabh ngigen Versuchen ist
gezeigt. (B) Densiometrische Auswertung von sechs verschiedenen unabh ngigen Analysen der CTF1-Bande
von Kv7.1 normalisiert auf die Bande f r das unproz essierte Kv7.1. Die Statistik wurde mittels Kruskal-
Wallis Test gefolgt von Dunn s multiplen Vergleichstest ermittelt, nachdem mit drei verschiedenen Tests
festgestellt wurde, dass keine Normalverteilung vorliegt. Signifikanz wurde ab p < 0,05 definiert. * 0,01 p
< 0,05. CTF1: C-Terminales Fragment 1.

Die Western Blot Analyse ergab das typische Bandenmuster des WT Kv7.1. Weliterhin
f hrte lediglich der Austausch von G348 zu Alanin in Kv7.1 zu einer signifikanten
Reduktion der CTF1-Bande. Zustzlich zeigte Kv7.1-F 351A im Vergleich zu WT Kv7.1
eine vermehrte Prozessierung zum CTF1. Dennoch zeigte keine der untersuchten Kv7.1-
Mutanten einen vollst ndigen Verlust des CTF1-Fragm entes. Demnach scheint eher das

gesamte GSGF-Motiv in Kv7.1f r die Prozessierung z um CTF1 wichtig zu sein.

Um nach der verantwortlichen Protease, die das CTF1 von Kv7.1 abspaltet, zu suchen,
wurde die Merops-Datenbank genutzt (Rawlings et a., 2014). Dennoch konnte keine
Protease definiert werden, die eine hnliche Sequenz, wie sie in Kv7.1 zum CTF1
gefunden wurde, bevorzugt. Daher sollte die Schnittstelle zum CTF1 von Kv7.1 genauer
charakterisiert werden, indem nat rlich vorkommende Mutationen in der N he der
potentiellen CTF1-Schnittstelle untersucht wurden. Als zu untersuchende Mutationen
wurden daf r S349W und S349P in Kv7.1 ausgesucht (B oulet et al., 2007; Horr et al.,
2011; Oberal et a., 2009). Zus tzlich wurde auch d as Glycin an Position 350 in Kv7.1 zu
einem Arginin ver ndert, um auch den Einfluss einer positiv geladenen Aminos ure in der
N he der CTF1-Schnittstelle in Kv7.1 zu untersuchen .
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Abbildung 53: Nat rlich vorkommende Mutationen in K v7.1 k nnen die Proteolyse von Kv7.1
beeinflussen. (A) WT Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-S349W-myc (S349W), Kv7.1-S349P-myc (S349P) und
Kv7.1-G350R-myc (G350R) wurden transient in Hek 293 T-Zellen transfiziert und mittels Western Blot
analysiert. Untransfizierte und mit WT Kv7.1 (WT) transfizierte Zellen dienten zur Positiv- beziehungsweise
Negativkontrolle. Ein repr sentatives von drei unab h ngigen Experimenten ist gezeigt. ( B) Densiometrische
Analyse von drei unabh ngigen Versuchen der Bandeni ntensit t des CTF1 von Kv7.1 normalisiert auf die 70
kDa Bande des Kv7.1. Statistik wurde mittels One-Way-Anova-Test gefolgt von Dunns multiplem
Vergleichstest ermittelt. Die Signifikanz wurde mit p < 0,05 angesetzt. * 0,01 p < 0,05. CTFl: C-
Terminales Fragment 1.

Im Western Blot war das typische Bandenmuster des Kv7.1 zu erkennen. Kv7.1-S349W
zeigte im Vergleich zu WT Kv7.1 eine leichte Reduktion des CTF1-Fragmentes, w hrend
Kv7.1-G350R gegen ber WT Kv7.1 sogar eine signifikante Reduktion der CTF1-Bande
aufwies. Kv7.1-S349P zeigte im Vergleich zu WT Kv7.1 keine ver nderte Proteolyse zum
CTFl. Keine der getesteten Kv7.1-Mutanten besa in der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme noch eine Kanalaktivit t (Daten nic ht gezeigt). Vergleicht man die so
gewonnenen Erkenntnisse ber die CTF1-Schnittstelle mit der Merops-Datenbank, so
erh It man as m gliche Proteasen, die f r den Schn itt zum CTF1 in Kv7.1 verantwortlich

sein k nnten, Chemotrypsin, Pepsin, Proteinase K un d Thermolysin.

4.8.2. DieProteolysevon Kv7.1 zum CTF1 inaktiviert Kv7.1

Nachdem analysiert wurde, dass das GSGF-Motiv f r d en Schnitt zum CTF1-Fragment
von Kv7.1 bedeutend ist, wurde der Einfluss des CTF1-Schnittes auf die Kanalfunktion
von Kv7.1 anaysiert. Daf r wurden die Mutanten Kv7 .1-G348A und Kv7.1-F351A aus
dem Alanin-Scan auf ihre Kanalaktivitt berpr ft. Beide waren die einzigen Mutanten
von Kv7.1, die eine ver nderte Proteolyse zum CTF1- Fragment im Alanin-Scan gezeigt
hatten (Abb. 52). Die Analyse in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme beider Kv7.1-
Mutanten zeigte stark ver nderte Str me (Abb. 54, 5 5).
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Abbildung 54: Zwei-Elektroden-Spannungsklemme der G348A-Mutante von Kv7.1. (A)
Charakteristische Stromkurven von WT Kv7.1 (WT) (n = 36, links) und Kv7.1-G348A (G348A) (n = 18,
rechts). (B) Seady-Sate-Analyse der auf WT Kv7.1 normalisierten Str me bei 2,0 Sekunden und 40 mV von
Kv7.1 WT (WT) und Kv7.1-G348A (G348A). Die Statistik wurde mittels unpaarigem zwei seitigem student s
t-Test ermittelt. (C) Tail-Current-Analyse der normalisierten Str me bei 2,3 Sekunden von WT Kv7.1 (WT)
und Kv7.1-G348A (G348A). Die Statistik wurde mittels Two-Way-Anova gefolgt vom Bonferonni s Posttest
ermittelt und Signifikanz galt in allen Testsab p < 0,05. ** 0,001 p < 0,01 *** p < 0,001.

Der Vergleich der Stromkurven von WT Kv7.1 und Kv7.1-G348A zeigte, 1) dass die
G348A-Mutation in Kv7.1 im Vergleich zu WT Kv7.1 zu erh hten Str men f hrte und 2)
eine schnellere Aktivierung von Kv7.1-G348A am Anfang der Klemme bel circa 0,4
Sekunden im Vergleich zu WT Kv7.1 zu erkennen war (Abb. 54A). Um die Analyse der
Stromkurven weiter zu verifizieren, wurde zunchst die Seady-Sate-Anayse
herangezogen. Diese Anayse von Kv7.1-G348A best ti gte die circa zehnfache Erh hung
der Stromkurven im Vergleich zu WT Kv7.1 (Abb. 54B). Der zweite Punkt, der bel der
Betrachtung der Stromkurven von WT Kv7.1 und Kv7.1-G348A auffiel, war eine
Aktivierung des Kv7.1-G348A im Vergleich zu WT Kv7.1 bel niedrigerer Spannung. Die
Aktivierung von Kv7.1-G348A im Vergleich zu WT Kv7.1 wurde ber die Tail-Current-
Anayse weiter charakterisiert. Diese Analyse ergab einen Verlagerung der Stromkurven
der G348A-Mutante gegen ber WT Kv7.1 nach links (Ab b. 54C). Demnach w rde Kv7.1-
G348A schon bei niedrigerer Spannung Kalium aus der Zelle str men lassen. Um weiter
zu verifizieren, dass Kv7.1-G348A gegen ber WT Kv7. 1 bei niedrigerer Spannung ffnet,
wurde die halbmaximale Aktivierung von WT Kv7.1 und Kv7.1-G348A berechnet. Die
halbmaximale Aktivierung gibt an, bel welcher Spannung 50 % des zu untersuchenden

Kanals ge ffnet sind (analog einer IC50 eines Inhib itors). Diese halbmaximale Aktivierung
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erniedrigte sich bel Kv7.1-G348A von 25-0,87 mV (WT Kv7.1) auf 39,36 —0,53 mV

(Kv7.1-G348A). Fasst man die Steady-State- und Tail-Current-Analyse von Kv7.1-G348A
zusammen, so kann man schlie en, dass die G348A-Mut ante von Kv7.1 im Vergleich zu
WT Kv7.1 schon bei niedrigerer Spannung ffnet und dabei mehr Kalium aus der Zelle
schleust.

Da auch Kv7.1-F351A ein ver ndertes Proteolyseverhalten zum CTF1 im Vergleich zu
WT Kv7.1 zeigte (Abb. 52), wurde diese Kv7.1-Mutante bez glich der Kanalaktivitt in
der Zwei-Elektrodenspannungsklemme untersucht (Abb. 55).

Abbildung 55: Zwei-Elektrodenspannungsklemme der F351A-Mutante von Kv7.1l. (A)
Charakteristische Stromkurven des Iks-Stromes, welcher von WT Kv7.1 (WT) und KCNE1L gebildet wird. (n
= 52). (B) Charakteristische Str me von WT Kv7.1 (WT) (n = 3 6). (C) Charakteristische Str me von Kv7.1-
F351A (F351A) (n=9).

Der Iks-Strom, welcher von WT Kv7.1 und KCNE1l gebildet wird, zeigte seine
charakteristischen Stromkurven (Abb. 55A) (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et a.,
1996). Gegen ber WT Kv7.1 (ohne KCNEL1) ist der Iks- Strom durch eine verlangsamte
Aktivierung und erh hte Stromkurven gekennzeichnet (Abb. 55B) (Barhanin et al., 1996;
Sanguinetti et al., 1996). berraschenderweise zeig te Kv7.1-F351A das gleiche
Aktivierungsmuster wie der 1ks-Strom (Abb. 55C). Dennoch waren die Stromkurven von
Kv7.1-F351A genauso niedrig wie die Stromkurven von WT Kv7.1. Demnach imitiert
Kv7.1-F351A den Iks-Strom, zeichnet sich aber ber verminderte Stromkurven im

Vergleich zum Iks-Strom aus.

Kv7.1-G348A und Kv7.1-F351A zeigten eine ver nderte Prozessierung zum CTF1 sowie
eine ver nderte Kanalfunktion. Somit inaktiviert der Schnitt zum CTF1 die Kanafunktion

von Kv7.1.
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5. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, die Proteolyse des spannungsabh ngigen Kaliumkanals Kv7.1
weiter zu charakterisieren. Vorarbeiten hatten gezeigt, dass Kv7.1 zu zwei C-terminaen
Fragmenten (CTF1 und CTF2) prozessiert werden kann. In dieser Arbeit standen die
funktionelle Charakterisierung der Caspasen-abh ngi gen Proteolyse zum CTF2, sowie die

Untersuchung der Proteolyse des Kv7.1 zum CTF1 im Vordergrund.

51. Kv7.1wird von mehreren Caspasen zum CTF2 prozessiert.

In dieser Arbeit konnte besttigt werden, dass Kv7.1 am Aspartat 459 zum CTF2
geschnitten wird (s. 4.1.). Weiterf hrend wurde gez eigt, dass Caspase-1, -2, -3, -7 und -8
den Kv7.1 zum CTF2 prozessieren k nnen. Demnach sch einen diverse Caspasen f r die
Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 verantwortlich zu sein. Initiatorcaspasen, wie
Caspase-2 und -8, sind in der Lage, Effektorcaspasen, wie Caspase-3 und -7, zu aktivieren.
Somit erh ht sich nach Expression von Initiatorcasp asen nicht nur die Aktivitt dieser
Caspasen, sondern auch die Aktivit t von Effektorcaspasen (Grutter, 2000). Demnach kann
f r Caspase-2 und -8 nicht gekl rt werden, ob sied en Anstieg an CTF2-Prozessierung nach
Expression direkt vermitteln. Alternativ k nnen Caspase-2 und -8 auch eine vermehrte
Proteolyse von Kv7.1 vermitteln, indem sie andere Caspasen aktivieren, welche dann
Kv7.1 prozessieren. Es kann aber geschlossen werden, dass zumindest Caspase-1, -3 und
-7 den Kv7.1 schneiden.

Diese Erkenntnisse sind aber aus berexpressionsstu dien gewonnen worden. Durch
berexpression von Proteasen k nnen Effekte derarti g verst rkt werden, dass sie in vitro
detektierbar sind, aber sich in vivo nicht verifizieren lassen. In den Vorarbeiten zu dieser
Doktorarbeit ging klar hervor, dass endogen exprimierte Caspasen den Kv7.1 zum CTF2
hydrolysieren k nnen. Welche Caspase(n) fr den Sch nitt zum CTF2 in Kv7.1 in vivo

verantwortlich ist (sind), muss noch genauer untersucht werden.

Es gibt auch andere Substrate, die von mehreren Caspasen geschnitten werden (Grutter,
2000). Das bekannteste Beispiel fr ein derartiges Caspase-Substrat ist die Poly [ADP-
Ribose] Polymerase 1 (PARP-1) (Grutter, 2000). Betrachtet man die Caspase-Schnittstelle
in Kv7.1 (Abb. 56), so ist festzustellen, dass Entz ndungs-, Initiator- und Effektorcaspasen

in der Lage sein sollten, den Kv7.1 zu prozessieren.
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Abbildung 56: bersicht zur SchnittstelledesCTF2 in Kv7.1.

Entz ndungscaspasen bevorzugen an ihrer Schnittstel le ein Aspartat in P1-Position und
eine Raum einnehmende Aminos ure in P4-Position. Di es ist beim Kv7.1 mit D459 (P1)
und F456 (P4) gegeben. Effektorcaspasen nutzen DEXD-Motive in ihren Substraten,
wobei nur das Aspartat in P1-Position kritisch ist (Grutter, 2000). Auch dies ist an der
Schnittstelle zum CTF2 in Kv7.1 vorhanden. Initiatorcaspasen schneiden an (I/V/L)EXD-
Motiven und bentigen zwingend ein Aspartat in P1-P osition. In P4-Position bedarf es
lediglich einer Raum einnehmenden Aminosure. Dies ist an der Schnittstelle zum CTF2
mit F456 und D459 der Fall.

Somit stellt die Schnittstelle zum CTF2 im Kv7.1 eine Caspaseschnittstelle dar, die von
allen Gruppen der Caspasen erkannt werden kann.

5.2.  Invivo Prozesse, bei denen die Proteolyse von Kv7.1 wichtig sein k nnte.

Die Proteolyse von Kv7.1 sollte dann von Bedeutung sein, wenn aktive Caspasen
vorhanden sind. Da in dieser Arbeit vor allem die funktionelle Bedeutung der Proteolyse
analysiert wurde, wurden Modelle genutzt, bel denen Caspasen aktiviert werden sollten.
Daf r wurden as Modelle Entz ndungsreaktionen, Apo ptose, Alterung von Zellen und
pro-arrhythmogene Mutationen von Kv7.1 untersucht (Grutter, 2000; Merkle et al., 2007;
Pollack et al., 2002). Dabel wurde festgestellt, dass die Prozessierung des Kv7.1 zum
CTF2 in einem Zelaterungsmodell vermehrt stattfindet. Dieser Anstieg an Proteolyse
beeintr chtigt aber auch die Kanalfunktion von Kv7. 1, was wiederum Herzarrhythmien

auszul sen vermag (Abb. 57).
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Abbildung 57: bersicht zur Funktion der Proteolyse desKv7.1.

5.2.1. Entz ndungsreaktionen und die Proteolyse von Kv7.1

Es konnte gezeigt werden, dass Kv7.1 w hrend Entz n dungsprozessen wahrscheinlich
nicht ver ndert prozessiert wird (s. 4.2.). Um dies zu untersuchen, wurde ein Mausmodell
genutzt, bei dem M use mit dem Coxsackie B-Virus (CBV) infiziert wurden (Brunetti,
DeSantis, 2008; Goudevenos et al., 1990; Hori et al., 1981; Joy et al., 1990; Karavidas et
al., 2011; Spotnitz, Lesch, 2006). Durch die Injektion mit CB-Viren wird unter anderem
eine Entz ndung des Herzens hervorgerufen. Deswegen wird eine CBV-Injektion als
g ngiges Mausmodell f r Myokarditis genutzt. Um zu berpr fen, ob eine Entz ndung in
den Herzen der verwendeten M use stattgefunden hatte, wurde die Aktivierung der
Caspase-1 in diesen Herzlysaten untersucht. Caspase-l ist bekannt daf r, bel
Inflammationsreaktionen im Herzen aktiviert zu werden. Dabei wird die Proform zu den
aktiven Formen prozessiert (Merkle et a., 2007). Mittels Western Blot konnte aber weder
die Proform der Caspase-1 noch die aktiven Formen bei 15 und 10 kDa detektiert werden
(Daten nicht gezeigt). Demnach konnte experimentell nicht gezeigt werden, dass durch die
Injektion mit CBV in diesen M usen berhaupt eine E ntz ndungsreaktion auftrat.

Es ist aber bekannt, dass Kv7.1 unter CBV-Infektion vermehrt an die Plasmamembran
transportiert wird. Dies kann zu einem potentiell pro-arrhythmogenen Anstieg der
Kanafunktion von Kv7.1 f hren (Steinke et a., 201 3). Dieser Anstieg an Kanalaktivit t
von Kv7.1 wird durch en verndertes Phosphorylierungsmuster des Kv7.1
ausgel st (Marx et al., 2002). Wo diese Phosphoryli erungen an Kv7.1 vorgenommen
werden, ist von Marx und Kollegen nicht untersucht worden. Wenn aber Kv7.1 w hrend
einer Myokarditis verst rkt phosphoryliert wird, k nnten diese Phosphorylierungen am
Kv7.1 dessen Proteolyse m glicherweise behindern. D ies muss in weiteren Mausstudien
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untersucht werden. Erst dann kann sicher geschlossen werden, ob Kv7.1 w hrend
Entz ndungsprozessen ver ndert prozessiert wird.

5.2.2. M gliche, ver nderte Prozessierung von Kv7.1im Alt er

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Kv7.1 in gealterten, apoptotischen Hek
293 T-Zellen vermehrt zum CTF2 prozessiert wird (s. 4.4.). Die Alterung wurde in vitro
durch die Expression von Progerin ausgel st (Coutin ho et a., 2009; Miller et al., 2013).
Dabel war es auff 1lig, dass Progerin alleine nicht ausreichte, um Apoptose zu stimulieren.
Progerin ist aber bekannt daf r, Zellen in den Zell tod zu treiben (Miller et al., 2013). Daf r
bedarf Progerin aber aktives p53 (Jung et a., 2013), welches Hek 293 T-Zellen nicht
exprimieren (Fu et al., 2010). Somit ist es mglich, dass durch die fehlende Aktivierung
von p53 in den verwendeten Hek 293 T-Zellen keine Apoptose ber Progerin ausgel st

werden konnte. Dennoch zeigten die erh hte Caspase- 3-Aktivit t, sowie der Anstieg an
reaktiven Sauerstoffspezien, dass Progerin zu einer Alterung der Hek 293 T-Zellen gef hrt
hatte.

In vivo k nnte die ver nderte Prozessierung des Kv7.1 w hr end der Alterung des Herzens
von Bedeutung sein. Apoptose steigt im Alter an (Condorelli et a., 2001; Li et al., 2002;
Merkle et a., 2007; Pollack et al., 2002; Yang et al., 1998). Wann immer aber Apoptose in
Zellen ausgel st wird, werden auch Caspasen aktiviert. Sobald Caspasen aktiv sind, wird
der Kv7.1 zum CTF2 prozessiert. Somit k nnte durch den Anstieg an Apoptose in
gedterten Kardiomyozyten Kv7.1 strker zum CTF2 fragmentiert werden (Abb. 58).
W hrend der Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 geht die Kanalaktivitt von Kv7.1
verloren (Doktorarbeit C. Raab). Wenn aber Kv7.1 in gedterten Kardiomyozyten weniger
aktiv ist, wird der, dem Kv7.1 zu Grunde liegende, Iks-Strom (Abb. 1) im gealterten
Herzen vermindert sein. Dies sollte dann wiederum zu einer vermehrten Inzidenz von
Herzarrhythmien f hren (Abb. 58). Esist nicht gekl rt, ob der Kv7.1-abh ngige Iks-Strom

im Alter vermindert ist. Daf r ist aber bekannt, da ss zumindest Herzarrhythmien im Alter
vermehrt auftreten (Gonzalez et a., 2003; Li et a., 2002; Piccirillo et al., 2013). Ob der
altersabh ngige Anstieg an Arrhythmien durch Kv7.1 oder gar seiner Proteolyse vermittelt

wird, muss noch untersucht werden.
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Abbildung 58: bersicht zum Einfluss der Alterung a uf die Proteolyse des Kv7.1. In ener
Kardiomyozyte folgt auf Depolarisation ein Kv7.1-vermittelter Kaliumausfluss. Dabel assembliert Kv7.1 mit
vier KCNE1-Untereinheiten, die hier repr sentativ mit einem Beispiel gezeigt sind. Altert die Zelle, so
werden Caspasen aktiviert, die den Kv7.1 zum CTF2 prozessieren. Daraufhin geht die Kanalfunktion des
Kv7.1 verloren, was m glicherweise Arrhythmien ausl st.

5.2.3. Kv7.1 knnte ber seine Prozessierung zum CTF2 Herz arrhythmien
ausl sen

Long-QT syndrome kann durch Mutationen in Kv7.1 ausgel st werden. W enn aber die
Proteolyse Kv7.1 inaktiviert, knnte eine verndert e Fragmentierung von Kv7.1
Herzarrhythmien ausl sen. Um zu untersuchen, ob die Prozessierung des Kv7.1
Herzarrhythmien ausl sen kann, wurden verschiedenen Kv7.1-Mutanten hinsichtlich ihrer
Proteolyse betrachtet. Dabel zeigten die von Arnestad und Crotti beschriebenen Kv7.1-
Varianten Kv7.1-G460S und Kv7.1-A372D (Arnestad et al., 2007; Crotti et al., 2012) eine
ver nderte Proteolyse zum CTF2 (s. 4.5.).

Kv7.1-A372D wurde im Vergleich zu WT Kv7.1 nur eingeschr nkt zum CTF2 prozessiert.
Weliterf hrend resultierte der Austausch am Alanin 372 zu Aspartat in Kv7.1 in einem

Verlust der Calmodulinbindung. Das Aspartat 372 liegt zwei Aminos uren vor dem f r die
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Camodulinbindung entscheidenden 1Q-Motiv. Esist weiterhin f r Kv7-Familienmitglieder
bekannt, dass geladene Aminosuren in der N he dies es 1Q-Motives die Bindung an
Camodulin aufheben (Etxeberria et al., 2008; Wen, Levitan, 2002; Yus-Ngera et al.,
2002). Daher kann davon ausgegangen werden, dass das negativ geladene Aspartat an
Position 372 in Kv7.1-A372D die Bindung an Calmodulin verhindert. Damit scheint die
fehlende Camodulinbindung die Proteolyse des Kv7.1 zu beenflussen. Dies hebt
weiterhin hervor, dass die Camodulinbindung die Prozessierung des Kv7.1 beeinflussen

kann.

Kv7.1-G460S zeigte eine vermehrte Proteolyse zum CTF2 sowie eine verminderte
Kanalaktivitt gegenber WT Kv7.1. Arnestad und Kol legen beschrieben die Kv7.1-
Mutation G460S und haben einen hnlichen Ph notyp b ez glich der Kanalaktivit t, wiein
dieser Arbeit gezeigt, vermessen (Arnestad et a., 2007). Demnach erscheint es m glich,
dass die vermehrte Proteolyse von Kv7.1-G460S einen ver nderten Herzrhythmus
ausgel st hat. Somit k nnte die Proteolyse von Kv7. 1 die Pathogenitt von Klinisch
beschriebenen Kv7.1-Mutationen bedingen.

5.2.4. Einflussvon Kv7.1 auf Apoptose

In dieser Arbeit ist gezeigt worden, dass Kv7.1 eine funktionelle Rolle in der Apoptose
einnimmt (s. 4.3.1.). Kv7.1 frdert ber seine Kana laktivitt leicht Apoptose. Viele
spannungsabh ngige Kaliumkan le, wie Kv1.3 oder Kv1 1.1, sind daf r bekannt, pro-

apoptotisch zu sein. Sie lassen Zellen am Anfang der Apoptose schrumpfen (apoptotische
Volumenreduktion) (Dalaporta et al., 1998; Duranton et a., 2010; Felipe et a., 2006;
Lang et a., 2000; Lang et a., 2005; Maeno et a., 2000; Shimizu et a., 2007; Szabo et dl.,
2010; Wang et a., 2002a; Wang et a., 2008), was fr die Durchf hrung des

programmierten Zelltodes unabdinglich ist. Auch Duranton und Kollegen zeigten 2010 in
einer Nierenzelllinie, dass Kv7.1 mittels seines Kaliumausflusses pro-apoptotisch ist. Sie
untersuchten auch, dass Kv7.1 die apoptotische Volumenreduktion —mit
vermittelt (Duranton et al., 2010). Somit besttigen die Versuche dieser Arbeit die
Experimente von Duranton und Kollegen. Demnach verantwortet Kv7.1 w hrend der
Apoptose das Schrumpfen der Zelle. Insgesamt scheint Kv7.1 aber eine untergeordnete
Rolle in der Ausf hrung der Apoptose zu spielen. Kv 7.1-bedingte “nderungen der

Apoptoseraten waren nach Blockierung oder Aktivierung der Kanalfunktion von Kv7.1

eher gering.
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Kv7.1 nimmt aber vermutlich mit seinem Kaliumausstrom nur f r eine kurze Zeit Einfluss
auf Apoptose. Sobald Caspasen in einer apoptotischen Zelle aktiv werden, wird der Kv7.1
prozessiert und die Kanalfunktion durch die Proteolyse inhibiert. Da die Kanalaktivit t von
Kv7.1 Apoptose beeinflusst, kann Kv7.1 Apoptose nur f rdern, wenn er unprozessiert
vorliegt. Demnach kann Kv7.1 nur vor der Aktivierung der Caspasen fr Apoptose
ben tigt werden. Somit scheint die Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 w hrend der

Apoptose einen negativen R ckkopplungs-Mechanismus darzustellen.

Esist aber in dieser Arbeit nicht analysiert worden, ob die pro-apoptotische Funktion von
Kv7.1 in vivo eine Rolle spielt. Die von Duranton und Kollegen publizierten Daten, sowie
die Untersuchungen in dieser Arbeit, wurden nur mit berexpressionsstudien

durchgef hrt. In keiner Publikation mit Kv7.1-defiz ienten M use ist der Einfluss von
Kv7.1 auf Apoptose untersucht worden. Dennoch gibt es Hinweise, dass Kv7.1 auch in
vivo eine Rolle in der Apoptose spielen kann. Than und Kollegen zeigten 2014, dass
Kv7.1-defiziente M use, welche durch eine weltere heterozygote Deletion von
adenomatous polyposis coli (APC) spontan Adenome im D nndarm entwickeln (Grod en et
al., 1991; Moser et a., 1990), mehr Tumore ausbilden (Than et a., 2014). Tumore k nnen
aber nur berleben, wenn Apoptose vermindert wird ( Plati et al., 2008; Reed, 1999; Su et
al., 2013). Damit k nnte die erh hte Tumoranzahl au f eine pro-apoptotische Funktion des
Kv7.1 hinweisen. Than und Kollegen untersuchten und/oder diskutierten nicht, ob in den

Kv7.1-defizienten Tumoren Apoptose vermindert war.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das CTF2-Fragment von Kv7.1 Apoptose
kaum beeinflussen kann. Das CTF2-Fragment von Kv7.1 ist in der Lage, in den Zellkern
zu trandlozieren und dort die Expression von BAX und BAK zu vermindern. Die
Regulation von BAX und BAK ber das CTF2-Fragment v on Kv7.1 ist aber in einer
Zé€llinie gezeigt worden, die das CTF2-Fragment stabil exprimiert. Demnach spiegelt die
Expression des CTF2-Fragmentes in dieser Zelllinie nicht die nat rlichen Gegebenheiten
der Prozessierung wider. Das CTF2-Fragment von Kv7.1 entsteht erst in einer Zelle, die
beginnt zu sterben oder zu atern. In sterbenden Zellen wird dann auch der Zellkern durch
Caspasen aufgel st und die DNA abgebaut (Faleiro, L azebnik, 2000; Kamada et al., 2005;
Luo et al., 2010; Qin et al., 2001; Ramuz et al., 2003; Tinnikov, Samuels, 2013). Daraufhin
wird das CTF2-Fragment von Kv7.1 aus dem Nukleus entlassen. Dies zeigt sich in der
verminderten Expression von Kv7.1-CTF2-myc im Zellkern nach sechs Stunden

Staurosporinbehandlung (s. 4.3.2.). Demnach kann davon ausgegangen werden, dass das
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CTF2-Fragment in einer sterbenden Zelle wenig Einfluss auf Apoptose oder die
Expresson von BAX und BAK nehmen kann. Die Zeitspanne fr eine effektive

Regulation vom CTF2 auf die Expression von BAX und BAK ist vermutlich zu kurz.

Damit das CTF2-Fragment von Kv7.1 die Expression von BAX und BAK beeinflussen
kann, m sste es| nger asin einer sterbenden Zell e exprimiert werden. Diesk nnte in vivo
nur in den zombie-like Kardiomyozyten der Fall sein (Boyle et a., 2011; Moorjani et al.,
2006; Narula et a., 2006; Yang et a., 2013). Diese Kardiomyozyten zeigen Zeichen von
Apoptose, da Caspasen in diesen Kardiomyozyten aktiv sind. Dennoch kommt es zu
keinem Sterben dieser Kardiomyozyten, dadief r Ap optose notwendigen BAX, BAK und
Diablo in ihrer Expression eingeschr nkt werden. Wi e die Expression von BAX, BAK und
Diablo in zombie-like Kardiomyozyten vermindert wird, ist nicht bekannt. Es kann nur
vermutet werden, ob das CTF2-Fragment von Kv7.1 die Expression von BAX und BAK in
diesen Zellen verringert. Daher muss zuerst gekl rt werden, ob das CTF2 von Kv7.1in den
zombie-like Kardiomyozyten entsteht und einen Einfluss auf das berleben dieser

Kardiomyozyten nehmen kann.

In der Literatur ist auch gezeigt worden, dass ein Einfluss auf Apoptose genommen werden
kann, indem die Transkription von BAX und BAK reguliert wird (Chirakkal et al., 2006;
Del Reet d., 2007; Erler et a., 2004; Graupner et a., 2011; Jones et a., 1998; Morrison et
al., 2005; Pearson et al., 2000). Dabei ist untersucht worden, dass p53, p72, specificity
protein 1 (SP-1) und specificity protein 3 (SP-3) die Transkription von BAX und BAK
regulieren. Damit ist in dieser Arbeit mit dem CTF2-Fragment des Kv7.1 ein weiterer
Regulator der Expression von BAX und BAK beschrieben worden.

Zusammengefasst kann Kv7.1 Apoptose beeinflussen, indem er ber seine Kanalaktivit t

einen pro-apoptotischen Kaliumausfluss vermittelt. Dieser Kaliumefflux wird durch die
Caspasen-bedingte Prozessierung des Kv7.1 zum CTF2-Fragment aufgehoben. Daraufhin
beeinflusst das CTF2 die Expression von BAX und BAK negativ (Abb. 59). Insgesamt
scheint aber die Regulation des Kv7.1 auf Apoptose eher eine untergeordnete Rolle zu

spielen.
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Abbildung 59: bersicht zur Funktion des Kv7.1 in d er Apoptose. In Basalzustand werden bei
Depolarisation Kaliumionen (K) ber den Kv7.1, der mit bis zu vier KCNE1-Proteinen assembliert, aus der
Zelle transportiert. Repr sentativ ist in dieser Ab bildung nur ein KCNE1-Protein dargestellt. Wird Apoptose
ausgel st, so wird unter anderem ber den Kaliumflu ss des Kv7.1 das Volumen der Zelle reduziert und
Apoptose gef rdert. Sobald Caspasen aktiv werden, wird der Kv7.1 am D459 prozessiert und die
Kanalaktivit t aufgehoben. Daraufhin transloziert d as entstehende CTF2-Fragment in den Zellkern und kann
dort die Expression von BAX und BAK vermindern. Ein Einfluss auf Apoptose durch die Genregulation vom
CTF2 ist nicht festgestellt worden.

5.3. Diegenregulatorische Funktion des CTF2 von Kv7.1

Das CTF2-Fragment von Kv7.1 ist in der Lage, in den Zellkern zu translozieren und dort
die Expression von BAX und BAK zu regulieren (Abb. 59). Wie das CTF2-Fragment von
Kv7.1 dabei die Genregulation vornimmt, konnte in dieser Arbeit nicht gekl rt werden.
Entweder bindet das CTF2-Fragment selber DNA, oder es interagiert mit Proteinen, wie

Transkriptionsfaktoren, um einen Einfluss auf die Genexpression zu nehmen.
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Mit der Helix C und Helix D k nnte im CTF2 ein DNA- bindendes Helix-Loop-Helix-
Motiv vorhanden sein (Fisher et a., 1992; Jones, 2004). Alternativ befindet sich in der
Helix D des CTF2 en LxxLL-Motiv, welches m glicher weise die Interaktion mit
Transkriptionsfaktor vermittelt (Mclnerney et al., 1998; Plevin et a., 2005).

Es gibt in der Literatur auch weitere Beispiele f r Gen-regulierende Fragmente, die auf
Grund von Proteolyse entstehen. Der Notchrezeptor ist wohl das bekannteste Beispiel
daf r (Christian, 2012; Prox et al., 2012; Selkoe, Kopan, 2003). Von Kaiumkan len sind
keine durch Proteolyse entstandenen Fragmente bekannt, die nach ihrer Freisetzung in der
Lage sind, Gene zu regulieren. Kim und Kollegen zeigten 2007, dass ein Fragment der
Untereinheit 2 des spannungsabh ngigen Natriumkanas Navl.l in den Zelkern
trandloziert und dort die Expression von Nav1.1 reguliert (Kim et al., 2007). Somit k nnte
eine -Untereinheit eines spannnungsabh ngigen lonenkanal s ein Fragment bilden,
welches die Expression von Genen beeinflussen kann. Demnach ist Kv7.1 die bis jetzt
einzige beschriebene -Untereinheit eines spannungsabh ngigen Kationenkanas, die
geschnitten wird. Das dabel entstehende Fragmente kann die Transkription von Genen

beainflussen.

54. Amino-Terminal Enhancer of Split (AES) als neuer Interaktionspartner des
Kv7.1?
In dieser Arbeit ist ein potentieller neuer Interaktionspartner vom Kv7.1 untersucht
worden: der Amino-Terminal Enhancer of Split (AES). Es konnte mittels Ko-
Immunopr zipitationsstudien gezeigt werden, dass AES und Kv7.1 in Sugetierzellen
interagieren (s. 4.7.1.). Diese Ko-Immunopr zipitat ionsstudien k nnen aber auch falsch
positive Ergebnisse liefern. Diese falsch positiven Ergebnisse entstehen vor allem, wenn
die Bindung zweier m glicher Interaktionspartner nach berexpression beider Proteine
untersucht wird. Dies war in dieser Arbeit ausschlielich der Fall. Es w re notwendig, die
Interaktion von AES an Kv7.1 ohne berexpression be ider Proteine zu untersuchen.
Alternativ htte man versuchen k nnen, Ko-Immunopr zipitationsstudien von AES und
Kv7.1 durchzuf hren, bei denen nur AES transfiziert wird und Kv7.1 auf endogener Ebene

pr zipitiert wird.

Um berhaupt einen Eindruck ber die Spezifitt der Bindung von Kv7.1 an AES zu
gewinnen, wurden verschiedene Versuchsans tze genut zt. Daf r wurden AES und Kv7.1

von beiden Seiten erfolgreich pr zipitiert. Dies zeigt, dass, unabh ngig an welchem Protein
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man die Pr zipitation durchf hrt, eine Interaktion von AES und Kv7.1 detektiert werden
konnte.

Weiterhin ist untersucht worden, in welchen Bereichen AES und Kv7.1 einander binden.
Dabel wurde festgestellt, dass AES mit dem C-Terminus von Kv7.1 interagiert. Wo die
Bindung von AES an Kv7.1 im C-terminalen Bereich stattfindet, konnte nicht
abschlie end gekl rt werden.

Betrachtet man die Bereiche an denen Kv7.1 wom glic h AES bindet, so wurde festgestel|t,
dass Kv7.1 mit der Glutamin-reichen Dom ne von AES interagieren sollte. Diese Dom ne
vermittelt bekanntermaen die Bindung von AES mit s einen Interaktionspartnern (Sarma,
Yaseen, 2011; Yuet a., 2001).

Zustzlich ist in dieser Arbeit auch untersucht wor den, welche Funktion die Bindung von
AES auf die Kanalfunktion von Kv7.1 hat. Dabel kann keine klare Aussage getroffen
werden, ob AES den Kv7.1-bedingten Kaliumfluss reguliert. Eine Verminderung der
Stromkurven von Kv7.1 nach Ko-lInjektion mit AES |sst sich mit der reduzierten
Expression des Kv7.1 nach Ko-Expression mit AES erkl ren. Diese Reduktion der Kv7.1-
Expression ist aber nur in Xenopus laevis Oozyten aufgetreten. Damit ist dieser Effekt
nicht auf S ugetierzellen bertragbar. Es muss noch in S ugetierzellen untersucht werden,
ob AES einen Einfluss auf die Kanalaktivit t von Kv 7.1 nimmt.

AES ist ein Ko-Modulator von Transkriptionsfaktoren (Beagle, Johnson, 2010;
Gasperowicz, Otto, 2005; Jennings, Ish-Horowicz, 2008). In dieser Arbeit ist angedeutet
worden, dass das CTF2-Fragment von Kv7.1 die Expression von Genen reguliert. Somit ist
es mglich, dass durch die Interaktion von AES und dem CTF2 die genregulatorische
Funktion des CTF2 beeinflusst wird. Gegebenenfalls untersttzt AES auch die
Translokation des CTF2 von Kv7.1 in den Zellkern. Weiterhin ist es auch denkbar, dass
AES die Bindung vom CTF2 mit weiteren Interaktionspartnern, die fr die
genregulatorische Funktion des CTF2 von Kv7.1 wichtig sind, vermittelt. Dies m sste mit
weiterf hrenden Experimenten untersucht werden.

Somit kann AES mit seiner Glutamin-reichen Dom ne i nnerhalb des CTF2-Fragmentes
von Kv7.1 binden. M glicherweise beeinflusst die Interaktion beider Proteine die
genregul atorische Funktion des CTF2 (Abb. 60)
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Abbildung 60: bersicht zur Interaktion von AES und Kv7.1. AES bindet Kv7.1 innerhalb des CTF2-
Fragmentes. Kv7.1 dagegen interagiert mit der Glutamin-reichen Dom ne (Q) von AES. Nach Prozessierung
des Kv7.1 zum CTF2 k nnte dann AES die m gliche Fun ktion als Transkriptionsfaktor des CTF2 des Kv7.1
beeinflussen. GP: Glycin-Prolin-reiche Dom ne.

55. Prozessierungvon Kv7.1 zum CTF1

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kv7.1 in der N he der sechsten
Transmembrandom ne zum CTF1 prozessiert wird (s. 4.8.). Dabel ist ein GSGF-Motiv
direkt am Anschluss an die sechste Transmembrandom ne f r die Proteolyse zum CTF1
entscheidend. Beim Austausch von S349W und G350R in Kv7.1 wurde der Schnitt zum
CTF1 in beiden Fllen behindert. Dabel wird eine kl einere Aminosure mit einer Raum
einnehmenderen Aminos ure ausgetauscht. Nimmt man zum Beispiel Phenylalanin an
Position 350 in Kv7.1 und tauscht dieses gegen ein Alanin, so wird der Schnitt zum CTF1
von Kv7.1 gef rdert. Demnach unterst tzen kleine Am inosuren in der N he zum Glycin
348 die Proteolyse von Kv7.1 zum CTF1.

Ohne die genaue Kenntnis ber die Protease, die das CTF1 von Kv7.1 spaltet, und/oder die
Aminosuren am Anfang des CTF1 von Kv7.1 zu kennen, kann nicht endgltig
geschlossen werden, wo der Kv7.1 am GSGF-Motiv prozessiert wird. Zur Identifizierung
des GSGF-Motives am Ende der letzten Transmembrandom ne wurden verschiedene
Deletionsmutanten von Kv7.1 erstellt. Wenn aber in der N he einer Transmembrandom ne

Aminos uren deletiert werden, kann nicht ausgeschlo ssen werden, dass die entstehenden
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Trunkationsmutanten eine andere Faltung aufweisen. Eine andere Faltung von Kv7.1
k nnte aber auch zu einer fehlenden Prozessierung d es Kv7.1 f hren. Somit besteht die
M glichkeit, dass das CTF1 an einer anderen Stelle as am GSGF-Motiv in Kv7.1
gespalten wird. Um sicherzustellen, wo und durch welche Protease das CTF1 von Kv7.1
entsteht, m sste eine massenspektroskopische Analys e des CTF1-Fragmentes durchgef hrt
werden. Mit Hilfe dieser Analyse ergibt sich die M glichkeit, die genaue
Aminos urenkomposition des CTF1 erhalten. Damit k n nte dann genau gesagt werden, wo

das CTF1 abgespalten wird und welche Protease dies vermittelt.

Geht man davon aus, dass Kv7.1 am GSGF-Motiv zum CTF1 prozessiert wird, so besteht
die m gliche CTF1-Schnittstelle in Kv7.1 aus PAGILG SGFALKVQ, wobel das GSGF-
Motiv unterstrichen ist (Abb. 61).

Vergleicht man diese Schnittstelle mit der Merops-Datenbank (Rawlings et al., 2014), so
ergeben sich as mgliche Proteasen, die den Schnitt zum CTF1 verantworten k nnten,
Chemotrypsin, Pepsin, Proteinase K und Thermolysin. Thermolysin und Proteinase K sind
bakterielle Enzyme und kommen nicht in S ugetierzel len vor (Ebeling et al., 1974; Endo,
1962). Somit kann ausgeschlossen werden, dass Thermolysin oder Proteinase K fr die
Entstehung des CTF1 in den, in dieser Arbeit verwendeten, S ugetierzellen verantwortlich
sind. Chemotrypsin und Pepsin sind beides Enzyme, die f r die Verdauung der Nahrung
bedeutend sind (Appel, 1986; Berger, Schechter, 1970; Dunn, 2001; Florkin, 1957; Fruton,
2002). Pepsin spaltet Proteine zu Polypeptiden. Diese Polypeptide werden dann von
Chemotrypsin prozessiert. Chemotrypsin- hnliche Proteasen verantworten unter anderem
den Abbau von Proteinen im Proteasom (Heinemeyer et a., 1997; Wilk, Orlowski, 1983).
Dadas CTF1-Fragment von Kv7.1 nie endogen im Western Blot detektiert werden konnte,
ist es mglich, dass das CTFl-Fragment as Abbauprodukt des Kv7.1 nur nach
berexpression entsteht. Es kann auch nicht ausgesc hlossen werden, dass das CTF1
w hrend der Herstellung der Zelllysate gebildet wir d.

All diese berlegungen gehen aber davon aus, dass d ie CTF1-Schnittstelle in dem Bereich
PAGILGSGFALKVQ liegt (Abb. 61). Es besteht die M gl ichkeit, dass das CTF1 von
Kv7.1 vom GSGF-Motiv betrachtet weiter N- oder C-termina gelegen geschnitten wird.
Trunkationen weiter C-terminal des GSGF-Motives wurden nicht vorgenommen, da sich
dort auch die Camodulinbindestelle befindet. Deletiet man in Kv7.1 die
Camodulinbindung, wird Kv7.1 fehlgefaltet, was zu einem Verlust der Prozessierung zum
CTF1f hren sollte.
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Abbildung 61: M gliche Schnittstellezum CTF1in Kv 7.1. S6: sechste Transmembrandom ne.

In dieser Arbeit ist auch nicht untersucht worden, ob weiter N-terminal gelegene Bereiche
ab dem GSGF-Motiv einen Einfluss auf die Prozessierung zum CTF1 von Kv7.1 nehmen.
Es besteht die M glichkeit, dass Kv7.1 innerhalb der Zellmembran hydrolysiert wird. Als
mgliche Proteasen, die innerhalb der Membran schneiden, knnen der -
Sekretasekomplex, die Proteasen der signal peptide peptidase (SPP)-Familie und

Rhomboide genannt werden.

In Vorarbeiten wurde festgestellt, dass Kv7.1 auch unter knock-out von Presenilin-1 und
Presenilin-2 noch zum CTF1 prozessiert wird (Diplomarbeit C. Raab). Da Presenilin-1 und
Presenilin-2 die aktiven Komponenten des -Sekretasekomplexes sind (Kaether et dl.,
2006), kann bel Defizienz von Presenilin-1 und Presenilin-2 keine Prozessierung von
Substraten durch den -Sekretasekomplex mehr stattfinden. Demnach kann ausgeschlossen

werden, dass Kv7.1 vom -Sekretase-Komplex prozessiert wird.

Fr SPP-Proteasen sind bis heute as Substrate nur Typ 2 Transmembranproteine
beschrieben worden (Golde et a., 2009; Mentrup et al., 2015; Schrul et a., 2010).
Demnach ist es eher unwahrscheinlich, dass diese Proteasen den Kv7.1 schneiden. Um
aber endg Itig ausschlie en zu k nnen, dass Kv7.1 v on SPP-Proteasen geschnitten wird,
m sste die Prozessierung von Kv7.1inf r die jewel ligen SPP-Protease defizienten Zellen
untersucht werden. Alternativ kann auch unter Behandlung mit unspezifischen Inhibitoren
f r die SPP-Familie, wie Inhibitor X oder (Z-LL) >-Keton (Friedmann et al., 2006; Golde et
al., 2013; Ran et al., 2015; Weihofen et a., 2000), die Prozessierung von Kv7.1 zum CTF1
betrachtet werden.

Als letzte Enzymfamilie, die den Schnitt zum CTF1 verantworten k nnten, sollen die
Serin-Proteasen der Rhomboide diskutiert werden (Urban et a., 2001; Urban, Freeman,
2003; Urban, Wolfe, 2005). Rhomboide sind daf r bek annt, auch Substrate, die, wie
Kv7.1, die Membran mehrfach durchspannen, zu prozessieren (Fleig et a., 2012). Es ist
gezeigt worden, dass Rhomboide in P1-Position eine kleine Aminos ure und in P4- und
P2 -Position eine gro e hydrophobe Aminos ure bevor zugen (Akiyama, Maegawa, 2007;
Strisovsky et al., 2009). Weiterhin bedarf es in einem Substrat f r Rhomboide einer
instabilen Helix (Akiyama, Maegawa, 2007). Betrachtet man Kv7.1 hinsichtlich dieser
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Anforderungen, so findet sich in P1-Position m glic herweise mit Glycin 348 eine kleine
Aminos ure (Abb. 61). In P4- und P2 -Position aber sind mit je einem Glycin keine gro en
hydrophoben Aminos uren in Kv7.1 vorhanden (Abb. 61). Ob Kv7.1 eine instabile Helix
tr gt, kann nicht abschlieend gekl rt werden, da d ie Kristallstruktur von Kv7.1 nicht
bekannt ist. Weiterf hrend msste die Proteolyse vo n Kv7.1 unter Inhibition der
Rhomboid-Aktivitt untersucht werden. Dafr k nnten Inhibitoren wie 3/4-
Dichloroisocoumarin (DCI) oder S016 (Vosyka et al., 2013; Wolf et a., 2013), genutzt

werden.

5.6. Zusammenhang der Proteolyse und Kanalaktivit t von Kv7.1

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Proteolyse zum CTF1 und CTF2 die
Kanalaktivit t von Kv7.1 beeinflusst.

Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit offenbarten, dass die Proteolyse zum CTF2 Kv7.1
inaktiviert. Diesist mit weiteren Kv7.1-Mutanten in dieser Arbeit best tigt worden. Kv7.1-
G460S und Kv7.1-G460E zeigten beide eine vermehrte Prozessierung zum CTF2 und
waren ber verminderte Stromstrken in der Zwel-Ele ktrodenspannungsklemme in

Xenopus laevis Oozyten aufgefallen.

Mittels der Mutanten Kv7.1-G348A und Kv7.1-F351A konnte gezeigt werden, dass der
Schnitt zum CTF1 die Kanalfunktion von Kv7.1 aufhebt. Kv7.1-G348A und Kv7.1-F351A
sind auch von Boulet und Kollegen hinsichtlich ihrer Kanalaktivitt vermessen
worden (Boulet et al., 2007). Die Experimente von Boulet und Kollegen zeigten die
gleichen Kanalaktivit ten von Kv7.1-G348A und Kv7.1-F351A wie sie in dieser Arbeit
festgestellt worden sind.

Weiterhin stellt sich aber auch die Frage, wie die Schnitte an Kv7.1 dessen Kanalaktivit t
beeinflussen. Um dies zu untersuchen, wurde die Bindung von Camodulin am
prozessierten Kv7.1 betrachtet. Bedenkt man, dass das CTF2 in Kv7.1 zwischen der Helix
A und Helix B geschnitten wird, so befindet sich die Schnittstelle zum CTF2 mitten in der
Camodulin-Bindedom ne von Kv7.1 (Abb. 5). Demnach | ge es nahe, dass durch den
Schnitt zum CTF2 die Calmodulin-Bindung an Kv7.1 aufgehoben wird. Demnach w rde
der nach Prozessierung zum CTF2 brig gebliebene N- terminale Tell von Kv7.1 nicht
mehr an Calmodulin binden (Haitin, Attali, 2008; Wen, Levitan, 2002). Dies wurde
untersucht und festgestellt, dass Kv7.1 nach Prozessierung zum CTF2 nicht mehr in der
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Lage ist, Calmodulin zu binden (s. 4.6.1.). Die Interaktion von Camodulin mit Kv7.1 ist
aber fr die richtige Faltung, den korrekten Transport zur Membran, sowie fr die
Kanalaktivitt von Kv7.1 unabdingbar (Abb. 62). Dem nach sollte das prozessierte Kv7.1
keinen Kaliumfluss mehr zeigen. Da die Schnittstelle zum CTF1 in Kv7.1 auch die CTF2-
Schnittstelle enthIt, geht auch nach Prozessierung zum CTF1 die Bindung von
Camodulin an Kv7.1 verloren. Somit bedingt auch der Verlust der Calmodulinbindung

nach Proteolyse zum CTF1 die Inaktivierung des zum CTF1-prozessierten Kv7.1.

In dieser Arbeit ist nicht analysiert worden, ob die Proteolyse von Kv7.1 den Transport zur
Membran beeinflusst. Je mehr Kv7.1 in der Membran zu finden ist, umso mehr
Kanalaktivit t kann detektiert werden. Es besteht die M glichkeit, dass Kv7.1-Mutanten
mit weniger Proteolyse im Vergleich zu WT Kv7.1 vermehrt zur Membran transportiert
werden. Gleichzeitig k nnten Kv7.1-Mutationen mit m ehr Proteolyse als WT Kv7.1
weniger Membranlokalisation im Vergleich zu WT Kv7.1 zeigen. Wenn Kv7.1 geschnitten
wird, geht am N-terminal verblelbenden Teil von Kv7.1, der nach Proteolyse noch
vorhanden ist, die Camodulinbindung verloren. Ohne Calmodulinbindung kann Kv7.1
aber nicht mehr angemessen zur Membran transportiert werden (Haitin, Attali, 2008; Wen,
Levitan, 2002). Demnach kann die verloren gegangene Calmodulinbindung ein m glicher
Mechanismus sein, wie die Proteolyse die Membranlokalisation des Kv7.1 beeinflusst.
Dies m sste mit Biotinylierungs- und Immunofluoresz enzf rbungen von Kv7.1-Mutanten

mit ver nderter Proteol yse bestimmt werden (Abb. 62).
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Abbildung 62: bersicht zum Einfluss der Proteolyse auf die Kanalfunktion von Kv7.1. Repr sentativ
ist hier nur die Caspasen-bedingte Proteolyse gezeigt. In einer Zelle ohne aktive Caspasen wird Kv7.1 ber
das Endoplasmatische Retikulum (ER) effektiv zur Zellmembran transportiert. Sobald Caspasen aktiv
werden, wird der Kv7.1 entweder an der Zellmembran (@) oder im ER (b) prozessiert. Wird Kv7.1 im ER
geschnitten (b), kann der Transport zur Membran nur vermindert stattfinden. Zustzlich geht die
Kanalfunktion von Kv7.1 verloren.

Mit Kv7.1-S464E ist dagegen eine Mutante beschrieben worden, bel der eine verminderte
Proteolyse keine erh hte Kanaaktivitt zeigte. Die s spricht einerseits daf r, dass die
Proteolyse nicht den angenommenen Effekt auf die Kanalaktivitt von Kv7.1 hat.
Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Serin 464 f r die Kanalaktivit t

von Kv7.1 bedeutender ist, as fr die Proteolyse und anschlie ender Regulation der

Kanafunktion. Kath fer und Kollegen untersuchten K v7.1-S464A (Kathofer et al., 2003).
Sie stimulierten WT Kv7.1 und Kv7.1-S464A mit Isoproterenol. Isoproterenol ist bekannt
daf r, die Kanalfunktion von Kv7.1 zu steigern. Dab e konnten Kath fer und Kollegen mit
Isoproterenol die Kaliumstr me von WT Kv7.1 erh hen . Die Kanalaktivitt von Kv7.1-
SHA64A wurde aber im Vergleich zu WT Kv7.1 weniger effektiv mit Isoproterenol
angeregt. Fortf hrend wurde aber nicht untersucht, ob Kv7.1-S464A schon ohne
Isoproterenol-Stimulation reduzierte Kaliumstr me g egen ber WT Kv7.1 zeigte. Wenn

Kv7.1-$464A ohne Isoproterenol-Stimulation verminderte Kaliumstr me im Vergleich zu

WT Kv7.1 zeigte, erkl rt dies auch den Ph notyp von Kv7.1-S464A nach Isoproterenol-
Stimulation. Da Kv7.1-S464E einen reduzierten Kaliumefflux (ohne Stimulation) im
Vergleich zu WT Kv7.1 zeigte, scheint es mglich, dass auch Kv7.1-S464A (ohne
Stimulation) verminderte Stromkurven zeigt. Demnach kann davon ausgegangen werden,
dass das Serin in Position 464 eine bedeutendere Rolle f r die Kanalaktivitt von Kv7.1
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spielt. Es m ssten weitere Aminos uren an Position $464 in Kv7.1 getestet werden, um zu
analysieren, ob die verminderten Str me von Kv7.1-S 464E am Einf gen einer geladenen
Aminosure (Glutamat) in Position 464 liegen oder durch die verminderte Proteolyse
bedingt sind.

Die Regulation der Kanafunktion des Kv7.1 ber Proteolyse k nnte in vivo dann von
Bedeutung sein, wenn Apoptose vermehrt ausgel st wi rd. Man wei , dass in Patienten, die
an Herzversagen leiden, verst rkt Apoptose im Herzen vorkommt (Yang et al., 2013). Es
ist auch bekannt, dass der Kv7.1-bedingte Iks-Strom nach einem Herzinfarkt vermindert
ist (Borlak, Thum, 2003; Li et al., 2000; Tsuji et a., 2000; Verkerk et a., 2003). Viele
Studien versuchten zu analysieren, ob die Verminderung des Kv7.1-abh ngigen Stromes
nach Herzinfarkt durch eine reduzierte Expression von Kv7.1 vermittelt wird. Mittlerweile
wei man, dass dies nicht der Fall ist. Nattel disk utierte schon 2007, dass die Reduktion
des Iks-Stromes nach Herzinfarkt eine posttranslationale Ursache haben sollte (Nattel et
al., 2007). Damit kann die Proteolyse von Kv7.1 genau die durch Nattel beschriebene
posttransationale Ver nderung des Kv7.1 sein. Dies muss aber erst im entsprechenden

Mausmodell abgesichert werden.

5.7.  Einflussvon Phosphorylierung auf die Proteolyse von Kv7.1

Weiterf hrend wurde in dieser Arbeit der Einfluss v on Phosphorylierungen des Kv7.1 auf
die Proteolyse zum CTF2 untersucht. Es ist bekannt, dass Phosphorylierungen an Caspase-
Substraten deren Prozessierung durch Caspasen ver ndern k nnen (Dix et a., 2008; Dix et
a., 2012). Gerade eine Phosphorylierung in P3-Position kann die Proteolyse durch
Caspasen beeinflussen (Dix et a., 2012). In Kv7.1 ist in P3-Position an der CTF2-
Schnittstelle mit Serin 457 eine potentielle Phosphorylierungsstelle vorhanden (Abb. 56).
Es muss noch untersucht werden, ob eine negative Ladung an $457 in Kv7.1 die Caspasen-
abh ngige Prozessierung ver ndern kann. Es wurden a ber auch weitere potentielle
Phosphorylierungsstellen in Kv7.1 hinsichtlich ihres Einflusses auf die Proteolyse
untersucht. Dabel wurde festgestellt, dass das Einbringen der negativ geladenen
Aminosure Glutamat in N he der Schnittstelle zum C TF2 die Caspasen-abh ngige
Proteolyse von Kv7.1 beeinflusst. Eine ver nderte Proteolyse von Kv7.1 zum CTF1 konnte
dabel nicht festgestellt werden. Demnach scheint es m glich, dass Phosphorylierungen an
der CTF2-Schnittstelle die Prozessierung des Kv7.1 beeinflussen.
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Dennoch ist weder in dieser noch in einer anderen publizierten Arbeit gezeigt worden, an
welchen Aminosuren Kv7.1 in N he der CTF2-Schnitts telle tats chlich phosphoryliert
wird. Als mgliche Kinasen, die Kv7.1 phosphorylier en, sind Proteinkinase A und
Proteinkinase C bekannt (Suh, Hille, 2007; Woodcock et a., 2009; Zaydman, Cui, 2014,
Zhang et a., 2003). Mittels Aktivatoren der Proteinkinase A und Proteinkinase C k nnten
Phosphorylierungen an Kv7.1 ausgel st werden. Anschlieend msste man das

Prozessierungsverhalten des Kv7.1 im Western Blot berprfen. K me es zu einer

ver nderten Prozessierung von Kv7.1 nach Stimulation von Proteinkinase A und
Proteinkinase C, so erh It man den ersten wirklichen Hinweis, dass Phosphorylierungen
die Proteolyse von Kv7.1 ver ndern k nnen. Darauffo Igend kann man durch gezielte
Mutationsstudien untersuchen, welche Aminos uren in Kv7.1 f r das m gliche ver nderte

Proteolyseverhalten nach Phosphorylierung bedeutend w ren (Abb. 63).

Abbildung 63: bersicht zum Einflussder Phosphoryl ierung von Kv7.1 auf die Proteolyse desKv7.1.

Betrachtet man Bedingungen, bei denen Phosphorylierung an Kv7.1 in vivo ver ndert sind,
ist es bekannt, dass Patienten mit Herzerkrankungen ein ver ndertes
Phosphorylierungsmuster des Kv7.1 zeigen. Diese ver nderten Phosphorylierungen an
Kv7.1 sollen ber eine vermehrten Expression der ad renergen 2-Rezeptors bei Patienten
mit Herzerkrankungen vermittelt werden (Reiken et a., 2003; Wehrens et al., 2003). Die
Phosphorylierung an Kv7.1 selber erhht die Kanalak tivitt von Kv7.1. Somit kann
r ckgeschlossen werden, dass in Patienten, die an H erzversagen leiden, Kv7.1 eine erh hte
Kanalaktivit t zeigen sollte. Ob m gliche Phosphory lierungen an Kv7.1 in Patienten mit
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Herzerkrankungen die Proteolyse ver ndern, m sste n och mit entsprechendem Gewebe

von Patienten, die an Herzversagen leiden, untersucht werden.

5.8. Ausblick

In dieser Arbeit wurde versucht, die Proteolyse des Kv7.1 weiter zu charakterisieren.
Dabel wurde festgestellt, dass Kv7.1 in einem Zellaterungsmodell vermehrt zum CTF2
prozessiert wird. Dies muss in gealtertem Gewebe, wie Herzgewebe, best tigt werden.
Allgemein konnte gezeigt werden, dass die Prozessierung des Kv7.1 seine Kanafunktion
beeinflusst. In gedlterten oder durch Herzinfarkt gest rte Kardiomyozyten k nnte die
Proteolyse des Kv7.1 einen sch digenden Einfluss auf die Herzfunktion nehmen. Auch
dies muss weiterf hrend in Alterungs- oder Infarktm odellen an Maus-, Ratten- oder

humanen Herzen analysiert werden.

Zustzlich wurde gezeigt, dass Kv7.1 mit seinem Kal iumefflux eine pro-apoptotische
Funktion hat. Dies ist in dieser Arbeit nur mit be rexpressionstudien untersucht worden.
Ein Einfluss des Kv7.1 auf Apoptose muss in vivo best tigt werden. Daf r k nnte man

zum Beispiel Tumorproben verwenden.

Weliterhin wurde das CTF2-Fragment des Kv7.1 in Zelkulturmodellen as m glicher
Regulator der Genexpression analysiert. Dies muss endogen weiter abgesichert werden.
Zombie-like Kardiomyozyten w ren ein geeignetes System, bei dem das CTF2-Fragment
eine Regulation der Genexpression m glicherweise vo rnehmen kann. Fortf hrend ist nicht
gekl rt, wie das CTF2-Fragment die Expression von G enen beeinflusst. Mit dem Amino-
Terminal Enhancer of Split ist dabei ein m glicher Modulator der genregulator ischen
Funktion des CTF2 identifiziert worden. Es konnte gezeigt werden, dass AES und Kv7.1in

berexpressionstudien interagieren. Dies muss endog en validiert werden.

Zustzlich konnte nicht abschlieend gekl rt werden , in welchem Bereich Kv7.1 zum
CTF1 geschnitten wird. Mit massenspektroskopischen Analysen muss der N-Terminus des

CTF1 determiniert und dann die verantwortliche Protease identifiziert werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der spannungsabh ngige Kaliumkanal
Kv7.1 zu zwe carboxyterminaen Fragmenten (CTF1 und CTF2) prozessiert wird. Das
kleinere CTF2 des Kv7.1 entsteht dabei durch Caspasen-vermittelte Proteolyse nach dem
Aspartatrest 459. Bisher konnte noch nicht gekl rt werden, an welcher Position in Kv7.1
das gr ere CTF1 entsteht. In dieser Arbeit sollte analysiert werden, welche Caspasen den
Kana unter welchen (patho-) physiologischen Bedingungen schneiden. Au erdem sollte
die Bildung des CTF1 sowie die Auswirkungen der Proteolyse auf die Kanafunktion von

Kv7.1 untersucht werden.

Zun chst ergaben Mutationsstudien, dass der Schnitt zum CTF1 an einem GSGF-Motiv
kurz nach der sechsten Transmembrandomne des Kv7.1 stattfindet. Stromkurven-
Anaysen von Kv7.1-Mutanten mit ver nderter CTF1-Prozessierung in Froscheizellen

konnten beweisen, dass die Proteolyse zum CTF1 die Kanaaktivit t von Kv7.1 beendet.

Zustzlich wurde untersucht, wie die proteolytische Prozessierung zum CTF2 die
Kanafunktion des Kv7.1 beeinflussen kann. Mittels Ko-Immunopr zipitationsstudien
wurde festgestellt, dass der Kv7.1 nach der limitierten Proteolyse zum CTF2 kein
Camodulin mehr bindet. Somit hebt auch die Spaltung zum CTF2 den Kv7.1-vermittelten
zellul ren Kaliumefflux auf.

Weiterf hrend wurde die funktionelle Bedeutung der Proteolyse zum CTF2 charakterisiert.
Mit Hilfe von berexpressionsexperimenten konnte ge zeigt werden, dass vor alem
Caspase-1, -3 und -7 bel der Spaltung des Kv7.1 zum CTF2 beteiligt sind. Demnach wird
Kv7.1 dann proteolytisch fragmentiert, wenn Caspasen aktiv sind, wie zum Beispiel bei

Entz ndungsprozessen, bel der Apoptose und in gealt erten Zellen.

In einem murinem Myokarditismodell konnte mittels Immunoblot-Analysen keine
vermehrte Caspase-abh ngige Proteolyse von Kv7.1 be obachtet werden. Daraufhin wurde
versucht, die Funktion des Kv7.1 w hrend induzierter apoptotischer Prozesse zu ki ren.
Mittels berexpressions- und Inhibitionsstudien kon nte gezeigt werden, dass Kv7.1 einen
pro-apoptotischen Kaliumausfluss vermittelt, der zum Schrumpfen der apoptotischen
Zellen beitr gt. RNA- und Protein-Expressionsanalysen best tigten, dass das CTF2 die
Expression der zwei pro-apoptotischen Proteine BCL-2 associated X protein und BCL-2

homologous antagonist killer vermindert. Diese genregulatorische Funktion des CTF2
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scheint aber nicht unmittelbar einen Einfluss auf das Einsetzen und das Ausma der
Apoptose zu nehmen.

Zustzlich wurde untersucht, ob der Amino-Terminal Enhancer of Split (AES) as
mglicher  Interaktionspartner des Kv7.1 ene Bedeutung hat. Ko-
Immunopr zipitationsanalysen ergaben, dass Kv7.1 und AES in Sugetierzellen
aneinander binden. Einen Einfluss der Interaktion von Kv7.1 und AES auf den
Kaliumstrom des Kv7.1 und auf die genannte genregulatorische Funktion des CTF2 konnte

bisher nicht ermittelt werden.

Weiterhin wurden Hek 293 T-Zellen mit Hilfe der gek rzten Lamin-A-Variante Progerin
gedtert, wobei Kv7.1 in diesen Seneszenz-induzierten Zellen vermehrt zum CTF2
gespalten wird. Demnach ist es m glich, dass die pr oteolytische Prozessierung den Kv7.1-
vermittelten 1ks-Strom im geaterten Herzen vermindert. Um den Einfluss dieses
Proteolyseereignisses auf Herzarrhythmien nher zu untersuchen, wurden klinisch
beschriebene Mutationen von Kv7.1 hinsichtlich der CTF2-Bildung betrachtet. Zwei dieser
untersuchten Mutationen, Kv7.1-G460S und Kv7.1-A372D, zeigten im Immunoblot eine

ver nderte Prozessierung des Kv7.1 zum CTF2.

Somit wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Kv7.1 zum einem von verschiedenen Caspasen
gespalten wird. Auf der anderen Seite beendet die limitierte Proteolyse innerhalb des
zytoplasmatischen Anteills von Kv7.1 dessen Kanafunktion. Weiterhin legen die
Experimente in dieser Arbeit eine Rolle der Kv7.1-Proteolyse bei der Entstehung von

Herzarrythmien beim Menschen nahe.
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7. SUMMARY

Previous studies indicated that the voltage-dependent potassium channel Kv7.1 undergoes
proteolysis, generating two C-terminal fragments (CTF1 and CTF2). While the smaller
CTF2 fragment is generated by caspases requiring an aspartate at position 459, the
cleavage position for the origination of the bigger CTF1 remained unknown. Thus, this
thesis aimed to elucidate which caspases are responsible for Kv7.1 cleavage. Additionaly,
the functional impact of the fragmentation under different (patho-) physiological
conditions as well as the consequence of proteolysis on the channel function of Kv7.1 was

analyzed.

The cleavage site of the CTF1 fragment at a GSGF-motif near the sixth transmembrane
domain of Kv7.1 was described using site-directed mutagenesis. The analysis of the
electrophysiology of Kv7.1 mutants with altered processing to the CTF1 in Xenopus laevis
oocytes revea ed that the channel function of Kv7.1 islost after fragmentation to the CTF1.

Additionally, it was analyzed how the caspase-dependent processing of Kv7.1 can interfere
with the Kv7.1-mediated potassium flux. Co-immunoprecipitations studies showed that
Kv7.1 cannot bind calmodulin after limited proteolysis. Therefore, a proteolyticaly

processed Kv7.1 remains inactive.

Furthermore, the functional impact of the cleavage of Kv7.1 to the CTF2 was
characterized. Overexpression studies revealed that caspase-1, -3 and -7 are primarily
responsible for cleaving Kv7.1 at position 459. These data suggest that the caspase-
dependent proteolysis of Kv7.1 occurs during processes, characterized by activated

caspases, such as apoptosis, inflammation and in aged cells.

The data presented here suggest arole of Kv7.1 as aregulator of apoptosis. Overexpression
studies and pharmacological inhibition of Kv7.1 channel function showed that Kv7.1
generates a pro-apoptotic potassium efflux necessary for shrinkage of cells in the initial
phase of apoptosis. qRT-PCR- and western blot-analysis revealed a decreased expression
of BCL-2 associated X protein and BCL-2 homologous antagonist killer, two important
regulators of apoptosis, upon CTF2 expression. However, the CTF2 as a possible
transcription factor does not seem to have a significant influence on the onset and degree

of apoptosis.
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Another focus of this study was the characterization of the Amino-termina Enhancer of
Split (AES) as a putative interaction partner of Kv7.1. The interaction of AES and Kv7.1
was established by co-immunopreci pitation-experiments in mammalian cells. A functiona
role of this interaction of Kv7.1 and AES on the Kv7.1 channel function or the function of

the CTF2 as atranscription factor could not yet be determined.

The anaysis of a murine myocarditis model also failed to revea an increase in Kv7.1
cleavage in immunoblots of murine heart lysates. The cleavage of Kv7.1 was also analyzed
in a cellular model of aging. Aging was induced by expressing the lamin-A variant
progerin in Hek 293 T-cells, which revealed an increased Kv7.1 proteolytic processing in
those cells. This indicates that enhanced Kv7.1 cleavage leads to a decrease in Kv7.1-
mediated Iks current, which might contribute to heart arrhythmias. In line with this,
clinically described Kv7.1-mutations were analyzed in regard of ther proteolysis.
Interestingly, two of those Kv7.1-mutations, Kv7.1-G460S and Kv7.1-A372D, showed an
altered cleavage pattern in western blot analysis.

In summary, Kv7.1 can be processed by several caspases at aspartate 459, while this
proteolysis at the C-terminus of the channel interferes with the channel function of Kv7.1.
The experiments presented in this thesis indicate a role of the proteolysis of Kv7.1 in the
development of heart arrhythmias.
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9. ANHANG

9.1. Abk rzungsverzeichnis

AES Amino-Terminal Enhancer of Split
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AKAP-9 A-Kinase Anchoring Protein 9

Apaf-1 Apoptotic protease activating factor 1

APC Adenomatous Polyposis Coli

APS Amminopersulfat

ATP Adenosintriphosphat

BACE1 Beta-site Amyloid precursor protein Cleaving Enzyme 1
BAK BCL-2 homol ogous Antagonist Killer

BAX BCL-2 Associated X protein

BCL-2 B-Zell Lymphoma-2

BFNC Benigne Familiar Neonatal Convulsions
BH-Domne BCL-2 Homologie-Dom ne

Bitl BCL-2 Inhibitor of transcription 1

C293B Chromanol 293 B

CAD Caspase-aktivierte DNAse

Caspasen Cystein abh ngigen Aspartat vermittelten P roteasen
Ccen nukle re L okalisationssequenz

DABCO 1,4-Diazabicyclo(2,2,2,)-Oktan-Triethylendiamin
DNA deoxyribonucleic acid

DCI 3,4-Dichloroisocoumarin

DEPC Diethylpyrocarbonat

DFNA2 autosomal dominant nonsyndromic deafness type 2
DKFZ Deutsches K rebsforschungszentrum

DMEM Dulbecco s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DMSZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
DSIR Design of Small Interfering RNA

DTT Dithothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessis ure

EGTA Ethylenglycoltetraessigs ure

EKG Elektrokardiogramm

EndoG Endonuklease G

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting

FBS fetalesK Iberserum

FKBP12 FK506 binding protein with a mass of 12 kDa
FRP FKBP and rapamycin binding

GP-Domne Glycin-Prolin-reiche Dom ne

GPI Glycosyl phosphatidylinositol

Hepes 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfons ur e
HtrA2 HtrA Serinprotease-2

IBMX 3-1sobutyl-1-Methylxanthine
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PCR
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gRT-PCR
RNA
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SDS-Page
sek

sh

Six3
Six6
SP-1
SP-3
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SPP
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TNF-a
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TRP
VSD
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slow rectifier Strom

Lysogeny Broth

lysosomales Membranprotein-2
Long QT-Syndrome

Multiple Cloning Ste

Minuten

Minimal inward potassium rectifier
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neuronal precursor cell expressed developmentally downregualted gene 4-

like

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

nukle re Lokalisationssequenz
1-Oleoyl-2-Acetyl-Glycerol
phosphate buffered saline
Polymerasenkettenreaktion

pore domain

Polyethyleneimine
Phosphatidylinositol-4,5-bi sphosphat
Peroxidase

Glutamin-reiche Dom ne

quantitative Echtzeit-Polymerasenkettenreaktion
ribonucleic acid

rounds per minute

Runt-related transcription factor 2
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Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecyl sul fat-Polyacryl amidel ektrophorese
Sekunden

small hairpin

Homeobox protein 3

Homeobox protein 6

specificity protein-1

specificity protein-3
Serin-Prolin-reiche Dom ne

Sgnal Peptide Peptidase
Staurosporin

Tris-Acetat-EDTA

Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline-Tween

T-Zell Faktor-4

Transkriptionsfaktor Il E

Transducin like Enhancer of Split
Tumor Necrosis Factor
Tris-(Hydroxymethyl)-A minomethan
Transient Receptor Potential
Voltage-Sensing Domain

Wildtyp
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XIAP X-linked inhibitor of apoptosis
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