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1. EINLEITUNG

1.1. Biologische Membranen

Die Zelle qilt als die kleinste raumliche und fuiokielle Einheit des Lebens. Ein kritischer
Schritt in der zellularen Evolution war die EntwigRg eines Lipidfilmes, welche die Zelle
raumlich abschloss (Hille, 2001). Heute bezeichwardiesen Lipidfilm als Zellmembran,
dessen Aufbau seit 1972 mittels dEkiid-Mosaik-Models beschrieben wird (Singer,
Nicolson, 1972). Mit der Entwicklung der Biomembr&onnten vitale Zellorganellen,
welche selber von einer Membran umgeben sind, géxctverden. Gleichzeitig musste
auch nach der Bildung der Biomembran die Versorgung lebensnotwendigen
Substanzen sichergestellt werden (Ashcroft, 200@]e,H2001). Da eine lipophile
Membran entstand, war diese fur hydrophile Substanavie lonen, nicht mehr
durchlassig. Somit mussten sich Transportsystentwickeln, die die Versorgung mit

Nahrstoffen garantierten. Dabei entstanden devekind passive Transport.

Der passive Transport verbraucht keine Energie, @& entlang des
Konzentrationsgradienten transportiert (Ashcrofd0& Hille, 2001). Dies ist bei der
einfachen Diffusion von kleinen lipophilen Molekilewie Kohlenstoffdioxid, durch die
Plasmamembran mdglich. Weiterhin gibt es durch drmet gebildete, wassergefullte
Poren, die, analog eines Kanals oder Tunnels, gedsubstanzen, wie Natriumionen, in

die Zelle hineinlassen.

Der aktive Transport dagegen ist Energie verbrangthda er Substanzen entgegen des
Konzentrationsgradienten transportieren kann (Aghc2006; Hille, 2001). Dies wird
einerseits durclCarrier-Proteine ermoglicht, welche ihre zu transportideanSubstanzen
binden und dann nur unter Adenosintriphosphat (AHIfAJrolyse in das Zellinnere bzw.
ZellaulRere abgeben konnen. Andererseits gibt ed dooenporen, welche ATP

verbrauchen, um lonen in oder aus der Zelle ziesskeh.

1.2. Ruhe- und Aktionspotential

Der raumliche Abschluss von Zellen fuhrt zu veredenen lonenkonzentrationen im
Zellinneren sowie Zellaul3eren, wodurch ein Konzminsgradient der verschiedenen
lonen im Inneren sowie AuReren der Zelle entst€ab( 1) (Hille, 2001). Da lonen aber

auch Ladungstrager sind, ergibt sich so nicht muKenzentrationsgradient, sondern auch
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ein elektrischer Gradient. Ladungstrager sind bestrmoglichst ein Gleichgewicht aus
dem Konzentrationsgradienten und dem elektrischeadi@nten herzustellen. Dieses
Gleichgewicht hat in der Regel ein Potential urggieiNull und wird mit dem
Gleichgewichtspotential eines lons angegeben (Thab.

Tabelle 1: Ubersicht verschiedener lonen und ihrerKonzentrationen im intrazellularen und
extrazellularen Raum sowie GleichgewichtspotentialeDie extrazellularen lonenkonzentrationen sind in

humanem Blut vermessen worden, wahrend die inttd@edn lonenkonzentrationen aus typischen
Saugetierzellen gewonnen wurden. Adaptiert nache(t#001).

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

Kaliumionen akkumulieren innerhalb der Zelle, wéttr@uRerhalb der Zelle Natriumionen
zu finden sind (Hille, 2001). Offnet sich die Biomieran, so verlasst Kalium die Zelle,
wahrend Natrium in die Zelle stromt. Das Potendies Zellinneren richtet sich nach dem
Gleichgewichtspotential aller in der Zelle vorhanele lonen und wird als Ruhepotential

bezeichnet. Dieses liegt bei den meisten Zeller-t& mV (Ashcroft, 2006).

Erregbare Zellen, wie Kardiomyozyten oder Neurongmnen ihr Potential als Reaktion
auf Stimuli veréandern (Abb. 1) (Grant, 2009; Natt&hrlsson, 2006; Yensen et al., 2002).

Frithe
+30mV| Repolarisation Plateau

-55mV

-90 mV

Abbildung 1: Aktionspotential eines Kardiomyozyten.Nach Stimulation 6ffnen sich zunachst langsame
Kaliumkanéale, welche das Potential der Zelle inithbeese Bereiche anheben. Anschliel3end 6ffnen aigh
circa -55 mV spannungsabhéngige Natriumkanéle,heelon spannungsabhangigen Kaliumkanélen gefolgt
werden. Die Kaliumkandle vermindern das Potentigr Kardiomyozyte, wodurch die Offnung
spannungsabhéngiger Kalziumkanale eine Plateaupeasettelt, in welcher die Zelle kontrahiert. Fefdd
flieBen Uber transiente und sehr schnelle Kaliurdlataliumionen aus der Zelle. Daraufhin folgentauc
langsame und rapide Kaliumstrome, welche die Rejgakion weiter vorantreiben, bis das Ruhepotential
wieder erreicht wird. dach: Kir3.1 + Kir3.4; ki: Kir2.1; Ina: Navl.5; fo: Kv4.3 + KChIP2.2; ¢a: Cavl.2;

Ikur: KV1.5; Iks: Kv7.1 + KCNEL,; ks Kv11.1 + KCNE2. Pfeil nach oben: Ausfluss vondaraus der Zelle.
Pfeil nach unten: Einfluss von lonen in die ZeRdaptiert nach (Grant, 2009; Nattel, Carlsson, 2006

Wird ein Kardiomyozyt erregt, so 6ffnen sich traamée und ultra-schnelle Kaliumkanale
(Abb. 1), welche das Potential leicht ansteigesdag Grant, 2009; Nattel, Carlsson, 2006;



1. Einleitung | 3

Yensen et al., 2002). Ab einem Potential von cirea55 mV o6ffnen sich
spannungsabhangige Natriumkanale, welche zu eina@mnellen Einstrom von
Natriumionen fuhren. Dadurch schiel3t das PotedgalZelle in positivere Bereiche, was
als Depolarisation bezeichnet wird. Ab circa 0 — 8O/ schlieBen sich diese
Natriumkanéle wieder, wodurch die Depolarisatiorerimet wird (Aktories K., 2009).
Damit beginnt die Repolarisation, in der das Padémieder in den Ausgangszustand
zurtckgefuhrt wird. Die Repolarisationsphase eikardiomyozyte wird in frihe und
spate Repolarisation unterteilt. In der frihen BHasmmt es mittels transientem und ultra-
schnellem Kaliumeinstromes zu einer leichten sdaneVerminderung des Potentials.
Dadurch kann die Plateauphase ausgeldost werdendein Kalziumionen aus dem
extrazelluldren Milieu einstromen und die Kontrakti des Herzmuskels
ermoglichen (Grant, 2009). Daraufhin folgt die spdRepolarisation, in der wieder
vermehrt spannungsabhéangige Kaliumkanale geoffeeten, die das Potential wieder auf
das Niveau des Ruhepotentials zurtckfuhren. Allehstrome, die das Aktionspotential
eines Kardiomyozyten beeinflussen, setzen sichvatschiedenen Proteinen zusammen,
die in Abbildung 1 fur die verschiedenen lonensiedamgegeben sind (Nattel, Carlsson,
2006).

1.3. lonenkanale

lonenkandle sind Proteine, die mehrfach die Memldarchspannen und dabei eine
Wasser-gefillte Pore bilden (Abbott, Goldstein, ZOBshcroft, 2006; Hille et al., 1999;
Hille, 2001; Zhou, McCammon, 2010). Durch dieseePkiinnen passiv hydrophile lonen
die lipophile Zellmembran passieren. Die Familie tmenkanale ist sehr heterogen, da
mehr als 340 Gene fur verschiedene Familienmitghdadieren (Ashcroft, 2006; Hille et
al., 1999; Hille, 2001). lonenkanale unterteilt nm@ach den lonen, fur die sie die hochste
Spezifitat aufweisen, wie Natrium-, Kalium- oder |@amkanale (Grant, 2009; Hille,
2001). Es gibt aber auch lonenkanéle, tdamsient receptor potentig[TRP)-Kanale, die
unspezifisch fur bestimmte lonen sind (Nilius et 2007). Diese sind fir mono- sowie
bivalente lonen durchlassig und scheinen eine wgehRolle in der Kalziumhomdostase

zu spielen.

Eine weitere Einteilungsmoéglichkeit der lonenkand@datet sich nach der Art und Weise,
wie sie aktiviert werden (Grant, 2009; Hille, 200Mattel, Carlsson, 2006; Zhou,
McCammon, 2010). Die Aktivierung von lonenkanaldre im Grundzustand der Zelle
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geschlossen sind, kann durch Bindung eines Liganeealgen (Ligand-gesteuerte
Kanéle). Alternativ fuhren auch Verdnderungen im 8pannung (spannungsabhangige
Kanale) oder Stimulationen mit &u3eren Reizen,meéehanische Reize, Veranderung der
pH-Werte, der Lichteinstrahlung oder der Temperé&rant, 2009; Hille, 2001; Nattel,
Carlsson, 2006; Zhou, McCammon, 2010), zu einermédffvon lonenkanalen. Dennoch
gibt es auch Kalium- und Natriumkandle, die im Glzustand der Zelle einen lonenfluss
ermoglichen leak channels(Enyedi, Czirjak, 2010; Goldstein et al., 2001amfegazza et
al., 2010; Ren, 2011; Schroeder et al., 2000). sk channelsind zur Erhaltung des

Ruhepotentials von kritischer Bedeutung (s. 1.2.).

Die spannungsabhéangigen lonenkanale reagierenexdhderungen im Ruhepotential und
werden demnach in erregbaren Zellen aktiviert €1itt001; Hodgkin, Huxley, 1952;
Yensen et al.,, 2002). Dabei 6ffnen sie sich nur igeenMillisekunden und lassen
wahrenddessen 46 10’ lonen pro Sekunde die Pore passieren. Demna@eflizvahrend
der Offnung eines spannungsabhangigen lonenkaridgles 100.000 lonen durch die
Kanalpore. Spannungsabhéngige lonenkanéle werdéarkwe nach der Selektivitat fur
das entsprechende lon in Natrium-, Kalium-, Kalziwder Chloridkanéle unterteilt. Die
dabei am besten untersuchte Gruppe sind die spgsabinangigen Kaliumkanéle (Yu et
al., 2005).

1.4. Spannungsabhangige Kaliumkanale

Spannungsabhéngige Kaliumkanéale sind die grol3tepperwder spannungsabhangigen
lonenkanéle (Yu et al., 2005). Diese Gruppe bestebt11l verschiedenen Familien, die
alle sechs Transmembrandoméanen besitzen. Weitdrbgtehen spannungsabhangige
Kaliumkanéle aus einemltage-sensing domaiuie auf Potentialanderungen reagiert, und
einer pore domain durch welche die lonen flieRen kdnnen. Zusatzlildzu gibt es
zytoplasmatische N- und C-Termini (Moreau et 8014 Yu et al., 2005).

Die voltage-sensing domainesteht aus den vier Transmembrandoméanen S1 Babéi
enthalten die ersten drei Membran-spannenden HKel{&1 — S3) negativ geladene
Aminosauren und sind demnach negativ geladen. &&el Transmembrandoméane (S4)
der voltage-sensing domainagegen ist durch vermehrt vorkommende Arginind un
Lysine gekennzeichnet und hat demnach eine poditideing (Hille et al., 1999). Digore

domain besteht aus zwei Transmembrandomanen (S5 undw@@he Uber eine kleine
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extrazellulare Schleife miteinander verbunden ¢Mdreau et al., 2014; Yu et al., 2005).
Je vier Untereinheiten (N- und C-Terminwsltage sensing domaiand pore domaif
finden in der Membran zusammesntereinheit) und bilden eine mit Wasser gefillte
Fass-ahnliche Struktur, den eigentlichen Kanal ¢Asth, 2006; MacKinnon, 1991).

1.5. Die Familie der Kv7-Kanale

Diese Familie besteht aus funf Mitgliedern (Tab, @jlche stets in der Lage sind,
Tetramere bilden zu kdénnen (Abb. 2, rechts) (J&nt&600). Gleichzeitig sind aber auch
verschiedene Familienmitglieder in der Lage, maanter Heteromere zu formen.

Tabelle 2: Ubersicht der fiinf Kv7-Familienmitgliede. Zuséatzlich zum kodierenden Gen, Protein und
moglichen Interaktionspartnern sind Krankheitenagen, die durch Mutationen im jeweiligen Gen auéne
kénnen. LQT-S:long QTFSyndrome; BFNChenigne familiar neonatal convulsignBFNA2: autosomal
dominant nonsyndromic deafness typ@@aptiert nach (Gutman et al., 2005; Jentschp200

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 al., 1996;
Magen, Gehirn Grunnet et al., 2002;

Preston et al., 2010;
Roepke et al., 2006;
Roepke et al., 2010;
Roepke et al., 2011a;
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 Hessler et al., 2015;
Plazenta, Darm, Kv7.5 Robbins, 2001; Tinel et
Auge KCNE1 al., 2000b)
KCNE2
BACE1
KCNQ4 Kv7.4 Inneres Ohr, Kv7.3 DFNA2 (Chadha et al., 2014;
Nukleus des Kv7.5 Strutz-Seebohm et al.,
Hirnstammes, KCNE1 -5 2006)
Plazenta
KCNQ5 Kv7.5 Gehirn, Kv7.1 Nicht (Oliveras et al., 2014;
Skelettmuskulatur ~ Kv7.3 bekannt Roura-Ferrer et al., 2012)
KCNE1
KCNE3

Wie Tabelle 2 zu entnehmen, sind Kv7.2 und Kv7.8 enihrer Funktion miteinander
verbunden. Kv7.2 und Kv7.3 werden zusammen im @edprimiert, wo sie fur den M-
Strom verantwortlich sind (Wang et al., 1998a). Der Me&trkann durch muskarinerge
Rezeptoren gehemmt werden, weswegen dieser Stran MalStrom bezeichnet
wird (Brown, Adams, 1980). Er ist schon bei neutemaRuhepotential aktiv und lasst
Kalium aus der Zelle hinaus (Marrion, 1997). Danifdrdert der M-Strom die
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Repolarisation. Dadurch wird Uber die Inaktivierwan Kv7.2 und Kv7.3 ein Auslésen
eines Aktionspotentiales gefordert. Mutationen m7KR und Kv7.3 sind bekannt dafir,
neonatale Epilepsien auszulésen (Tab. 2) (Biereedl., 1998). Es wird unter anderem
angenommen, dass Mutationen in Kv7.2 oder Kv7.8iaar fehlenden Assemblierung der
Homo- oder Heteromere von Kv7.2 und Kv7.3 fuhremresB Mutationen in Kv7.2 und
Kv7.3 bedingen zum Beispiel einen fehlgeleiteteantport von Kv7.2 und Kv7.3 zur
Zellmembran, was die Pathophysiologie der von Kwh@d Kv7.3 abhangigen Epilepsien

erklaren konnte.

Gleichzeitig ist aber auch Kv7.5 in der Lage, defSivomzu beeinflussen, da er in den
gleichen Hirnregionen wie Kv7.2 und Kv7.3 expriniiesird und auch in der Lage ist, mit
Kv7.3 zu assemblieren (Jentsch, 2000). Eine Spitante (verkirzter C-Terminus) von
Kv7.5 konnte in der Skelettmuskulatur gefunden wardwobei die Funktion dieser
Splicevariante noch zu klaren ist. Zusatzlich smttlerweile auch Mutationen von Kv7.5
beschrieben wurden (Arcangeli et al., 2009; Sjobétral., 2006). Dennoch scheinen diese
Mutationen nicht mit Krankheitsbildern zu assoaier Neueste Daten deuten Kv7.5 als
Tumorsuppressorgen an, da Mutationen in Kv7.5 nscleéedensten Krebsarten gefunden
wurden (Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013).

Kv7.4 ist im Ohr und in manchen Bereichen des Hamsnes zu finden, wo er fir die
Weiterleitung und Vermittlung des Horens mitveramtilich ist (Jentsch, 2000). Weiterhin
ist er auch in der glatten Gefalimuskulatur exprinf@hadha et al., 2012).

Die Kv7.-Familie besteht wie alle spannungsabh&midgaliumkanédle aus sechs
Transmembrandomanen (Abb. 2). Zusatzlich liegemumt C-Terminus intrazellular vor,
wobei im C-Terminus vier homologe Helices (Helix -A D) zu finden sind (Abb.
2) (Hernandez et al., 2008; Jentsch, 2000; Schweala., 2006). Helix A und Helix B
ermoglichen die Calmodulin- und Phosphatidylindsit®-bisphosphat (PHrBindung
und sind demnach fir den Transport zur Zellmembdad, korrekten Faltung und die
Aktivierung der Kv7-Kanéle von Bedeutung (Haitintta#i, 2008; Roden, 2006; Suh,
Hille, 2007; Zaydman, Cui, 2014). Die zytoplasmetisn Helix A und Helix B nehmen
dabei eine antiparallel@oiled-coil Struktur ein, bei der eine Helix A und eine Heixdes
jeweiligen Proteins miteinander interagieren (Sacdht al., 2014). Die C-terminale Helix
C und Helix D zeichnen sich durch ihre hohe Walesdithkeit aus, ebenfallSoiled-coll
Doméanen zu bilden (Kanki et al., 2004; Schwake let 2006; Wiener et al., 2008).

Schwake und Kollegen konnten zeigen, dass die Helind Helix D fur die Homo- und
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Heteromerbildung der Kv7-Kanéle relevant (Schwakale 2003; Schwake et al., 2006).
Da in dieser Arbeit vor allem mit Kv7.1 gearbeitetirde, soll auf diesen Kaliumkanal

genauer eingegangen werden.

1.6. Kv7.1

1.6.1. Struktur von Kv7.1
VSD PD

"
i

man
s ¥dd

Abbildung 2: Aufbau von Kv7.1. Die sechs Transmembrandomanen mit ihren Ladungah gezeigt.
Zwischen der 5. und 6. Transmembrandomane liegKdiimpore, wobei vier Untereinheiten assemblieren
mussen, damit ein funktioneller Kanal entsteht. Demge C-Terminus ist mit seinen vier Helices
hervorgehoben, wobei die intrazellulare Helix A undlix B sowie zytoplasmatische Helix C und Helix D
jeweils miteinander interagieren. Die KCNE-Proteik@nnen alsp-Untereinheiten in den von Kv7.1
gebildeten Komplex integriert werden und sind repréiativ mit einem Beispiel in griin gezeigt.

Die voltage-sensing domaimnind pore domainsind analog der spannungsabhangigen
Kaliumkanéle angeordnet, wobei Kv7.1 an der Zelllem tetramerisiert vorliegt (Abb.
2) (Hernandez et al., 2008). Der C-Terminus von .KWeinhaltet vier Helices (Helix A —
D), welche fir die Bindung an Interaktionspartneékasemblierung und Kanalfunktion von
Kv7.1 von zentraler Bedeutung sind (Abb. 2). Kvistldas einzige Familienmitglied, das
nicht mit den anderen Kv7-Kandalen tetramerisied(T2). Stattdessen bildet Kv7.1 stets
Heteromere mit der Familie der KCNE-Proteine (Al).(Abbott, Goldstein, 2001;
Abbott, 2012, 2014). Dies@-Untereinheiten assemblieren mit ihren respektiven
Untereinheiten (Kv7.1) (s. 1.5.), sodass Kv7.1 wdgtith stets an Interaktionspartner
gebunden ist.



1. Einleitung | 8

1.6.2. KCNE-Proteine als Interaktionspartner von Kv7.1

Die Familie der KCNE-Proteine besteht aus funf Heammitgliedern (KCNE1 — 5),
welche alle in der Lage sind, mit Kv7.1 zu asseetbh (Angelo et al., 2002; Barhanin et
al., 1996; Grunnet et al., 2002; Sanguinetti etl#196; Schroeder et al., 2000; Tinel et al.,
2000a). Sie sind Typ 1 Transmembranproteine underhadinen extrazellularen N-
Terminus, eine Transmembrandomane und einen itltrizelokalisierten C-Terminus.
Alle scheinen an deroltage-sensing domainnd derpore domainvon Kv7.1 binden zu
kénnen (Liu et al., 2007; Lundby et al., 2010; Nak&ubo, 2014; Zheng et al., 2010).
Weiterhin ist auch gezeigt worden, dass die KCNé&dtne mit der zytoplasmatischen
Helix A und Helix C interagieren (Dvir et al., 201H4aitin et al., 2009; Zheng et al., 2010).
Vier a-Untereinheiten von Kv7.1 assemblieren mit je zW&NE-Proteinen (Kobertz,
2014; Plant et al., 2014). Die Assemblierung vorNE=Proteinen an Kv7.1 verandert die
elektrophysiologischen Eigenschaften sowie die Reakauf pharmakologisch wirksame
Substanzen von Kv7.1 (Abbott, Goldstein, 2001; Ahb2012, 2014). Gleichzeitig fuhrt
die Assemblierung von Kv7.1 und KCNE-Proteinen mem vermehrten Transport beider
Proteine zur Zellmembran und einer stabileren Esgiom des jeweils anderen (Abbott,
Goldstein, 2001; Abbott, 2012, 2014).

Als Grindungsmitglied dieser Familie ist KCNE1 behi welches zunachst atsinimal
inward potassium rectifiefMink) beschrieben wurde (Takumi et al., 198808 9vurde in
zwei zeitgleich erschienenen Publikationen die Addeerung von KCNE1 mit Kv7.1
beschrieben (Barhanin et al., 1996; Sanguinettalet 1996). Dabei wurde in beiden
Arbeiten festgestellt, dass Kv7.1 und KCNE1 im Herazlenslow rectifier Strom (Iks)
darstellen, womit beide fir die spate Repolarisiggphase des kardialen
Aktionspotentials relevant sind (Abb. 1). Mutationen Kv7.1 und KCNE1 kdénnen zu
mitunter todlichen Arrhythmien fuhren, bei denee @T-Phase im Elektrokardiogramm
(EKG) verlangert ist llong QFSyndrom, LQT-S, Tab. 2, Abb. 3) (Abbott, Goldstein
2001; Abbott, 2012, 2014).
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Abbildung 3: Beispiel eines Elektrokardiogramms (EKG). Ein typisches EKG beginnt mit der P-Welle,
geht in den QRS-Komplex tber und endet mit der T&V&/erandert sich das EKG, so spricht man von
einer Arrhythmie. Die Zeitspanne von Beginn des ®plexes bis zum Ende der T-Welle wird als QT-
Intervall bezeichnet. Ist das QT-Intervall verlarigeo spricht man von einebong QFSyndrom. Adaptiert
nach (Aktories K., 2009).

Treten Mutationen in Kv7.1 dominant auf, so sprigtdan vom Romano-Wardo-Syndrom
(RWS) (Jentsch, 2000). Patienten, die vom Jervell uange-Nielsen Syndrom betroffen
sind, tragen Genveranderungen in Kv7.1, die rezdgsertragen werden. Dadurch leiden
die betroffenen Patienten nicht nur unter Arrhyamisondern auch unter Taubheit.
Demnach konnte auf eine Funktion von Kv7.1 im Ofesaplossen werden. In

weiterfuhrenden Analysen an Kv7.1 und KCNEiock-out Tieren konnte festgestellt

werden, dass Kv7.1 und KCNE1 wichtig fur die Bildutier Endolymphe im inneren Ohr
sind (Rivas, Francis, 2005). Eine falsche Zusametensg dieses Elektrolyts verursacht
eine fehlerhafte Entwicklung des Ohres, was zuneik®rverlust fihrt. KCNE1 veréandert

die Kanalfunktion von Kv7.1, in dem es die Aktiwieg von Kv7.1 stark verlangsamt.

Dennoch kommt es uUber Assemblierung von Kv7.1 u@NE1l zu einem vermehrten

Kaliumausstrom (Barhanin et al., 1996; Sanguirettél., 1996).

Assembliert KCNE2 mit Kv7.1 entsteht ein stetigenfér Kanal (Tinel et al., 2000a).
Heteromere von Kv7.1 und KCNE2 findet man einesseit Herzen, wo KCNE2 einen
weiteren Regulator des lks-Stromes (Kv7.1 und KCNHArstellt (Jiang et al., 2009).
Vermehrte Tetramere von Kv7.1 und KCNE2 sind ahmham Magen, Schilddrise und
Gehirn zu finden (Roepke et al., 2006; Roepke.e28D9; Roepke et al., 2010; Roepke et
al., 2011a). Im Magen sind Kv7.1 und KCNEZ2 fur d&aliumausgleich in den
Becherzellen verantwortlich, sodass eine Defizienzeiden Proteinen zu einer gestorten
Sekretion der Magenséaure fihrt (Roepke et al., 260&epke et al.,, 2010). KCNE2-
defiziente Mause zeigten zuséatzlich eine Funktion Kv7.1 in der Schilddrise, bei der
Kv7.1 und KCNE2 wichtig fur die Erhaltung der Kaiithomoéostase in den Thyreozyten
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sind (Roepke et al., 2009). Ohne einen korrektenliuKdnaushalt in den
Schilddrisenzellen kommt es zu keiner Akkumulatiam lodidionen in dieser Druse,
wodurch die Hormonbildung von Triiodthyronin und yFbxin gestért wird. Weiterhin
wurde die Funktion von Kv7.1 im Gehirn Uber Untetsungen an KCNE2-defizienten
Mausen beschrieben. So konnte gezeigt werden, ldagsl und KCNE2 imPlexus

choroideusm Gehirn vorkommen, wo sie fur die Bildung deirgifliissigkeit notwendig
sind (Abbott et al., 2014; Roepke et al., 2011a).

KCNES hat auf die Kanalfunktion von Kv7.1 den ghea Effekt wie KCNE2 und fihrt zu
einem stetig offenen Kaliumkanal (Schroeder et 2000). KCNE3 ist mit Kv7.1 im
Magen, Darm und Lunge ko-exprimiert, wo sie zusamneen Kaliumhaushalt
regulieren (Preston et al., 2010; Roepke et al.1B]

KCNE4 inhibiert die Kanalfunktion von Kv7.1, wahieeiKCNES die Aktivierung von
Kv7.1 verlangsamt und gleichzeitig die Inaktiviegumon Kv7.1 beschleunigt (Angelo et
al., 2002; Grunnet et al., 2002; Manderfield et @009). Die genaue Funktion der
Heteromere aus Kv7.1] und KCNE4 beziehungsweise KE&ME noch nicht geklart.
Patientenmutationen in KCNE4 oder KCNE5 zeigen,sdd€NE4 oder KCNE5 fur
allergische Rhinitis, arterielle Fibrillation undirf das Brugada-Syndrom (eine weitere
Form der kardialen Arrhythmie) bedeutend sind (reiet al., 2013; Mao et al., 2013;
Ohno et al., 2011; Palmer et al., 2012; Ravn eR8D5; Ravn et al., 2008).

1.6.3. Weitere Regulatoren/Interaktionspartner von Kv7.1

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

Yotiao

Abbildung 4: Vereinfachte Ubersicht der verschiedeen Interaktionspartner von Kv7.1. Kv7.1 mit
seinen sechs Transmembrandomanen und seinem la&&yJ@arminus mit den vier intrazellularen Helices ist
in blau gezeigt. Calmodulin, das schematische Rtaiifylinositol-4,5-bisphosphat (PP Yotiao und
neuronal precursor cell expressed developmentabyrdegualted gene 4-likéNedd4.2) sind in den
verschiedenen Farben markiert. PHat verschiedene Bindungsstellen, die mit denrigbsiten Linien nur
exemplarisch hervorgehoben wurden. Adaptiert nbictitifh, Attali, 2008).

Calmodulin ist ein wichtiger Regulator von Kv7.ltXEberria et al., 2008; Gamper,
Shapiro, 2003; Roden, 2006; Sachyani et al., 2@b&mgar et al., 2006; Wen, Levitan,
2002; Wiener et al., 2008; Yus-Najera et al., 20@2) ist ein Calcium-bindendes Protein,
welches in der Lage ist, Ziel-Proteine zu binded daren Funktion zu modulieren (Ghosh
et al., 2006; Wen, Levitan, 2002). Dabei ist esrfianche Proteine von Bedeutung, ob
Calmodulin dabei Kalziumionen gebunden hat odehtnikv7.1 bindet konstitutiv beide
Formen von Calmodulin (Haitin, Attali, 2008; Wen,elitan, 2002). Assemblieren
Kalzium gebundenes Calmodulin und Kv7.1, so wiré d&analaktivitat von Kv7.1
verstarkt (Bai et al., 2005; Gamper, Shapiro, 2044&tin, Attali, 2008). Die Bindung von
Calmodulin an Kv7.1 beeinflusst die Faltung, Akii¢iund den Transport von Kv7.1. Eine
Calmodulin-Bindestelle (IQ-Motiv) wurde in der iafzellularen Helix A von Kv7.1
beschrieben (Abb. 4), wobei aber die Bindung vorn@dulin an Kv7.1 an der
zytoplasmatischen Helix A und Helix B stattfind&amper, Shapiro, 2003; Ghosh et al.,
2006; Shamgar et al., 2006; Wen, Levitan, 2002;-Magera et al., 2002). Dabei bindet je
ein Calmodulin an ein Kv7.1-Protein (Sachyani et2014).
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Ein weiterer Regulator der Kanalfunktion von Kv7idt Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PH, welches alle Familienmitglieder der Kv7-Famibendet (Suh, Hille,
2007; Woodcock et al., 2009; Zaydman, Cui, 2014righet al., 2003). Die Bindung von
PIP. ist fur die Kanalaktivitéat aller Kv7-Kanéalen unésklich, da PIPzur Stabilisierung
der offenen Form der Kv7-Kanéle beitragt (Haitirtta¥i, 2008; Loussouarn et al., 2003;
Zhang et al., 2003). An Kv7.1 kann Riéalog zu Calmodulin an die intrazellulare Helix
A und Helix B binden (Abb. 4) (Hernandez et al.080 Thomas et al., 2011). Da die
Interaktionsstellen von Calmodulin und P&h Kv7.1 sehr &hnlich sind (Abb. 4), kommt
es zu einer konkurrierenden Bindung von Calmoduhd PIR an Kv7.1. Kommt es zur
Phospholipase C-Aktivierung und RiBepletion, so bindet Calmodulin anstelle von PIP
an Kv7.1. Dadurch wird die Kanalaktivitdt von Kv7icht verandert (Loussouarn et al.,
2003). Bindestellen fur P¥an Kv7.1 sind zusétzlich an deoltage-sensing domaimler
pore domainund intrazellularen Helix C in Kv7.1 beschriebearden (Abb. 4) (Dvir et
al., 2014; Kasimova et al., 2015; Park et al., 2005

Weiterhin ist gezeigt worden, dass Phosphorylieeandes Kv7.1 wichtige Regulatoren
der Kanalaktivitat von Kv7.1 sind (Kurokawa et 2004). Dabei bindet im C-Terminus an
der Helix C und Helix D von Kv7.1 daA-Kinase Anchoring Protein QAKAP9 oder
Yotiao) (Abb. 4) (Haitin, Attali, 2008; Kinoshitat eal., 2014; Kurokawa et al., 2004,
Kurokawa et al., 2009; Marx et al., 2002). Die Bind von Yotiao an Kv7.1 fuhrt zu einer
Phosphorylierung des Kv7.1 Uber die Proteinkinasenéd/oder Proteinkinase C, wéhrend
die Proteinphosphatase 1 diese Phosphatgruppeterspgednn (Kathofer et al., 2000;
Kathofer et al., 2003; Kurokawa et al., 2009; Maet al., 2002). Uber die
Phosphorylierung des Kv7.1 wird dessen Aktivitastggyert. Phosphorylierungen von
Kv7.1 finden in Kardiomyozyten statt, wo Ulfgadrenerge Rezeptoren die Proteinkinase
A aktiviert werden kann. Dies ist bei der Adrenalisschittung der Fall, wobei dann der
Iks-Strom (Kv7.1 und KCNEL1), als Konsequenz auf den erhOH#mmzschlag, durch

Phosphorylierungen angepasst werden kann.

Als weiterer Regulator von Kv7.1 ist aucheuronal precursor cell expressed
developmentally gene 4-lik®dedd4.2) bekannt. Als E3 Ligase ist Nedd4.2 in ldege,
Kv7.1 zu ubiquitinylieren und somit dessen Abbaulmschleunigen (Abb. 4) (Haitin,
Attali, 2008; Jespersen et al., 2007).
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1.6.4. Funktionen von Kv7.1

Die Funktionen von Kv7.1 sind auch durch die Uniehsingen der KCNE-Untereinheiten
erschlossen worden. Somit weil3 man heute, dasslKii7 die Funktion des Herzens, bei
der Sekretion der Magenséaure und bei der Aufrelcaliemg der Kaliumkonzentrationen in
der Schilddriise, Ohr, Darm und Lunge wichtig isbi§att et al., 2014; Barhanin et al.,
1996; Drici et al., 1998; Preston et al., 2010; pkeeet al., 2006; Roepke et al., 2008;
Roepke et al., 2009; Roepke et al., 2010; Roepksd. eR011a; Sanguinetti et al., 1996).
Weiterhin wurde Kv7.1 durch genetische Studienen tktzten Jahren als relevant fur die
Tumorbildung und Insulinsekretion beschrieben (Maet al., 2011; Starr et al., 2009;
Than et al., 2014; Unoki et al., 2008). Zuséatzlgibt es auch Studien, die Kv7.1 in
Proliferationsprozessen und Apoptose beschreibarafiion et al., 2010; Morokuma et
al., 2008a; Morokuma et al., 2008b; Zhang et 81,3).

1.7. Apoptose

1.7.1. Funktion von Apoptose

Apoptose ist der programmierte Zelltod, der in dartwicklung von multizellularen

Organismen von zentraler Bedeutung ist (Galluzal e2012; Grutter, 2000; Vucic et al.,
2011). Apoptose ist zur Erhaltung der Homdostas@ Weeweben und Organen
entscheidend und wird ausgeldst, wenn eine Zeldtnmehr in der Lage ist, ihrer
vorgegebenen Funktion nachzugehen oder nicht melwagcht wird. Um wahrend der
Apoptose sicherzustellen, dass keine Nachbarzegschadigt oder beeinflusst werden,
muss die Integritdt der Zellmembran im Verlauf dgroptose erhalten bleiben. Dafir
schrumpft die Zelle zunéachst (apoptotische Volureduaktion), was fir die Auslésung des
Zelltodes von entscheidender Bedeutung ist (Wan@Q4R Um die apoptotischen
Volumenreduktion zu vermitteln, flieRen Kalium- u@dhloridionen aus der Zelle. Dieser
Ausfluss an lonen bewirkt weiterfihrend einen Was=tust, durch welchen die Zelle
schlussendlich ihr Volumen verkleinert. Nachdem Aedle Apoptose durchlaufen hat,
werden kleine Vesikel abgeschnirt, die dann schwaii mononuklearen Phagozyten
aufgenommen werden kénnen (Erwig, Henson, 2008ugalet al., 2012; Grutter, 2000;

Vucic et al., 2011). Als Signal zur Phagozytose ddbei unter anderem die Exposition
von Phosphatidylserin in den extrazellularen Béreider Zelle (Burlacu, 2003).

Dysregulationen von Apoptose konnen zu Krebs, AsathnNeurodegenerationen,
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Autoimmunerkrankungen oder kardialen Erkrankungamedn. Apoptose wird durch die
Cystein abhéngigen Aspartat vermittelten Prote&Sespasen) und Mitgliedern der B-Zell

Lymphoma-2 (BCL-2)-Familie beeinflusst.

1.7.2. Caspasen

Caspasen sind Cysteinproteasen, die typischerwbise Peptidsubstrate hinter einem
Aspartatrest hydrolysieren (Galluzzi et al., 201QGrutter, 2000; Nicholson, 1999).
Caspasen werden unter anderem wahrend des progeasiemrmzZelltodes aktiviert und sind
fur die Ausfihrung von Apoptose mit verantwortli@eswegen spricht man bei Apoptose
unter anderem auch vom Caspase-abhangigen Zdiiegksamt wurden mittlerweile 14
Caspasen identifiziert, die sich in ihrer Struldéianeln. Alle Caspasen bestehen aus einer
Prodomane, sowie einea-Kette (grofRer Untereinheit) und eind-Kette (kleine
Untereinheit) (Abb. 6). Kommt es zur Aktivierungrvé\poptose, so wird die Prodomane
der Caspase abgespalten. Gleichzeitig kommt egrateolytischen Spaltung zwischen der
groBRen und kleinen Untereinheit der Caspasen, wabei kleine und zwei grof3e
Untereinheiten der gleichen Caspasen den aktivengfex ausbilden (Abb. 5).

| ]

proteolytische Spaltung proteolytische Spaltung

. aktives Zentrum

Abbildung 5: Aufbau der Caspasen.Jede Caspase besteht aus einer Prodoméane sowieggeifien und
einer kleinen Untereinheit. Zur Aktivierung der @asen wird die Prodoméane abgespalten und gleidpzeit
die zwei Untereinheiten proteolytisch voneinandetrennt. Zwei so proteolysierte Caspasen dimeesier
dann zu einem aktiven Heteromer. Das aktive Zentistrblau hervorgehoben. N: N-Terminus. C: C-
Terminus. Adaptiert nach (Grutter, 2000).

Eingeteilt werden Caspasen dabei nach verschiedelassifikationen (Tab. 3) (Galluzzi
et al.,, 2012; Grutter, 2000; Vucic et al., 2011)ndfseits werden Caspasen nach der
Funktion, die sie Ubernehmen, unterteilt. Entwespiten diese Caspasen Substrate in der

Zelle, was den Tod der Zellen verursacht. Diesep&sen nennt man Effektorcaspasen,
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wie Caspase-3 oder -7, da sie den eigentlichenodellber Proteolyse von Zielproteinen
vermitteln. Caspase-8, -9 und -10 dagegen aktwiggenau diese Effektorcaspasen,
weswegen man Caspase-8, -9 und -10 als Initiajpasas bezeichnet. Weiterhin gibt es
auch Caspasen, die in Entzindungsprozessen eiseheittende Rolle spielen, weshalb
man bei Caspase-1, -4 und -13 von Entziindungscassmsicht (Galluzzi et al., 2012;

Grutter, 2000; Vucic et al., 2011; Wang et al., 889 In den letzten Jahren ist eine weitere
Klasse von Caspasen identifiziert worden, die bdertndBigem Stress im

Endoplasmatischen Retikulum aktiviert werden. Dist fur die Caspase-12 gezeigt

worden (Nakagawa et al., 2000).

Eine andere Einteilungsmaoglichkeit der Caspasedntaicsich nach der Substratspezifitat
der jeweiligen Caspasen (Galluzzi et al., 2012;t@ru2000; Vucic et al., 2011). Dabei
stellte man drei verschiedene Gruppen bezuglich Sidystratspezifitdt fest. Die erste
Gruppe der Caspasen schneidet bevorzugt an einétDAEEhnittstelle, wobei stets nach
dem Aspartat geschnitten wird. Die zweite Gruppeobaugt DEXD-Motive, wahrend die
letzte Gruppe der Caspasen vermehrt nach (I/V/L)BX@ive schneidet. Die Struktur der
Caspase bedingt ihre Praferenz fur die jeweiligbn@istelle und letztendlich auch die
Funktion der jeweiligen Caspase. Somit haben aflzithdungscaspasen eine Préferenz
fur WEHD-Motive in ihren Substraten, wahrend Effaktaspasen eher nach einem
DEXD-Motiv schneiden. Initiatorcaspasen dagegen obawgen eine (I/V/L)EXD-
Schnittstelle. Die meisten Substrate der Caspas#raleen auch nur eine Schnittstelle. Es
ist aber auch mdglich, dass zwei Caspaseschrigtsteh einem Protein direkt
hintereinander liegen (geklusterte Schnittstellemjer aber ein Substrat mehrere
Proteolysestellen fir Caspasen enthalt (GruttédQPMDie genannten Klassifikationen sind

in Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: Einteilung ausgewahlter Caspasen nach Riution und Substratspezifitat. Die Struktur der
Caspase bedingt die Substratspezifitdt und Funldemjeweiligen Protease. Caspase-2 kann als Bffekt
und Initiatorcaspase agieren. Auf Grund der Sutsgiezifitdt ist Caspase-2 in dieser Einteilung als
Effektorcaspase gekennzeichnet. Adaptiert nacht{(&@r2000).

Funktion Caspase Substratspezifitat

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

Entziindung WEHD

Caspase-6

Caspase-8 (I/VIL)EXD
Initiator Caspase-9
Caspase-10

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

Wie zuvor erwéhnt, tbernimmt die Familie der B-ZeYimphoma-2 (BCL-2)-Proteine
eine kritische Rolle in der Apoptose (Burlacu, 20QBipuk et al., 2010; Czabotar et al.,
2014; Danial, 2007; Dewson, 2010; Gross et al., 9199sujimoto, 2002). Als
Grindungsmitglied dieser Familie wurde 1987 B-Zdllymphoma-2 (BCL-2)
beschrieben (Tsujimoto, 1987), auch wenn erst Japéter die Rolle von BCL-2 in der
Apoptose entdeckt wurde. Uber Sequenzvergleiche BGh-2 mit anderen Proteinen
charakterisierte man 17 Familienmitglieder (Burla2003; Chipuk et al., 2010; Czabotar
et al., 2014; Danial, 2007; Dewson, 2010; Grosslet 1999; Tsujimoto, 2002) und
beschrieb vier homologe Doméanen dieser Familierimitgr, die _BCL-2-
Homologiedoménen (BH-Domanen). Es wurden vier \eeslene _BCL-2-
Homologiedoménen (BH1, BH2, BH3 und BH4) benanrib&i die BH1-Domane, BH2-
Doméne und BH4-Doméne eine anti-apoptotische Fonldinnehmen. Die BH3-Domane
vermittelt dagegen pro-apoptotische Interaktionehle BCL-2-Familienmitglieder
enthalten eine C-terminale Transmembrandomane, heeliiir den Transport zum
Mitochondrium sowie fur die Integrierung in die @@ Mitochondrienmembran
unabdinglich ist. Durch Strukturvergleiche der Méder teilt man die BCL-2-Familie
mittlerweile in drei verschiedene Gruppen ein (AB). Insgesamt zeichnet sich diese
Proteinfamilie durch ihre Féhigkeit aus, Homo- sewieterodimere zu bilden und damit
Apoptose beeinflussen zu kénnen.
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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: Ubersicht der BCL-2-Proteinfamilie. Alle drei Familien, anti-apoptotisch multiple BH-
Domanen, pro-apoptotisch multiple BH-Domanen undiidly Proteine sind in ihrer Struktur gezeigt. BH:
BCL-2-Homologiedoméane. C: C-Terminus. N: N-Terminu§M: Transmembrandoméane. Adaptiert
nach (Danial, 2007; Dewson, 2010; Gross et al.91.99

Die erste Gruppe der BCL-2-Familie beinhaltet apiptotische Proteine, die alle vier
BH-Doménen tragen (Burlacu, 2003; Chipuk et al1®0Czabotar et al., 2014; Danial,
2007; Dewson, 2010; Gross et al., 1999; Tsujim2d®2). Als bekanntestes Mitglied zahlt
dabei BCL-2, welches im Mitochondrium an Cytochr@ngebunden ist. Gleichzeitig kann
BCL-2 aber auch da$3CL-2 associated X proteiBAX) und BCL-2 homologous
antagonist killer(BAK) binden und die pro-apoptotische Funktion VBAX und BAK
unterbinden. Alle anti-apoptotischen Mitgliederdsiim Mitochondrium, in der Membran

des Endoplasmatischen Retikulums und/oder in ddeédten Membran zu finden.

In der zweiten Gruppe der BCL-2-Familie befindechsnur pro-apoptotische Mitglieder,
welche vier BH-Doméanen enthalten, analog =zur erst@nuppe der BCL-2-
Familie (Burlacu, 2003; Chipuk et al., 2010; Czabadt al., 2014; Danial, 2007; Dewson,
2010; Gross et al.,, 1999; Tsujimoto, 2002). BAX uB&K sind die am besten

beschriebenen Vertreter dieser Gruppe und derektibarwird unter 1.7.4. diskutiert.

Die dritte Gruppe der BCL-2-Familie setzt sich pus-apoptotische Proteinen zusammen,
die alle jeweils nur die BH3-Domane enthalten. Daaimwerden diese Proteine auch
BH3-only genannt (Burlacu, 2003; Chipuk et al., 2010; @tabet al., 2014; Danial,
2007; Dewson, 2010; Gross et al., 1999; Tsujim@002). Diese Proteine sind als
Modulatoren der anderen Familienmitglieder bekanngem sie die Aktivitat und
Lokalisation der jeweiligen Bindungspartner beeisfien. Die BH3®nly Proteine binden

an anti-apoptotische Familienmitglieder, wodurclredeEinfluss auf BAX und BAK



1. Einleitung | 18

aufgehoben werden kann. Andererseits sind BHI$-Proteine in der Lage, an BAX und
BAK zu binden und stehen damit in Bindungskonkuzreau den anti-apoptotischen
Familienmitgliedern. Die Bindung von BH®ly Proteinen an BAX und BAK hat stets
eine Konformationsanderung von BAX und BAK zur Fglgvelche die Dimerisierung von

beiden Proteinen begunstigt.

Insgesamt lasst sich erkennen, dass die BCL-24Rfateilie eine zentrale Rolle in der
Modulation der Apoptose einnimmt (Burlacu, 2003;iitik et al., 2010; Czabotar et al.,
2014; Danial, 2007; Dewson, 2010; Gross et al.,919Bsujimoto, 2002). Um das
Zusammenspiel verschiedener BCL-2-Familienmitglieda gewdahrleisten, haben die
jeweiligen Familienmitglieder die Fahigkeit sichggaseitig zu binden und dariber ihre
Aktivitat zu verandern beziehungsweise ihren Transpder Lokalisation zu beeinflussen.
Wenn nun aber die Expression von anti-apoptotisdfremilienmitgliedern, wie BCL-2,
verandert wird, so kann damit das Zellschicksalridkesst werden. Gerade das Verhaltnis
von pro-apoptotischen und anti-apoptotischen Rrete(BAX und BAKversusBCL-2) ist
dabei kritisch und in vielen Erkrankungen verdnderas deren Pathophysiologie stark
beeinflusst. Zum Teil wird das Verhéltnis aus BAKduBCL-2 oder BAK und BCL-2
sogar als klinischer Marker fur akute myolide Lemk& verwendet (Del Poeta et al.,
2003).

1.7.4. Signalwege, die zu Apoptose fuhren

Um den programmierten Zelltod in einer Zelle augzeah, bedarf es eines geeigneten
Stimulus (Galluzzi et al., 2012; Grutter, 2000; Yuet al., 2011). Apoptose kann dabei
durch die Bindung von extrazellularen Signalmolekiilwie dertumor necrosis factos
(TNF-a) oder den FAS-Liganden (CD95L), an ihre Rezeptoeersgelost werden.
Alternativ kann es Uber intrazellulare Signale Auslésung von Apoptose kommen.
Dabei ist vor allem die Akkumulation von reaktivBauerstoffspezies im Zellinneren oder
eine erhohte intrazellulare Kalziumkonzentrationiatrazellularer Ausloser von Apoptose
bekannt. Demnach unterscheidet man zwischen denmsisthen und extrinsischen

Signalweg, wobei beide Signalwege zu Apoptose filthre

Kommt es zu einem extrazellularen Apoptose-aushiserstimulus, so spricht man vom
extrinsischen Signalweg der Apoptose (Galluzzilet2®12; Grutter, 2000; Vucic et al.,
2011). Bei diesem Signalweg werden Uber die Bindungn extrazellularen
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Signalmolektlen, wie dentumor necrosis factos- (TNF-o) oder dem FAS-Liganden
(CD95L), Todesrezeptoren aktiviert (Ashkenazi, Didi998; Medema et al., 1997; Yang
et al., 1998). Durch die Aktivierung dieser Rezephowerden Caspasen proteolytisch

aktiviert (Nicholson, 1999), welche dann den eigeimen Zelltod vermitteln konnen.

Da in dieser Arbeit BAX, BAK und BCL-2 im Fokus stiéen, wird genauer auf den
intrinsischen Signalweg der Apoptose eingegangdab (AX). Kommt es zur Akkumulation
eines intrazellularen Stresssignales, so durchiieftZellen den intrinsischen Signalweg
der Apoptose (Galluzzi et al., 2012; Grutter, 200Qgic et al., 2011). Dabei kommt es
zunachst zu einer Translokation des pro-apoptaisciBAX vom Zytosol zum
Mitochondrium. Im Mitochondrium bildet BAX einen Miproteinkomplex mit BAK,
welches auf der auf3eren mitochondrialen Membraaligikrt ist. Durch den aus BAX und
BAK gebildeten Multikomplex entsteht eine Pore &r éul3eren Mitochondrienmembran,
die einerseits die Integritat der auf3eren mitochateh Membran aufhebt und andererseits
auch das mitochondriale Potential vermindert. Digsderum hebt die ATP-Synthese in
diesem Zellorganell auf. Somit fehlt der Zelle déchtigste Energielieferant. Gleichzeitig
wird die Bindung von BCL-2 an Cytochrom C aufgehmb&odurch Cytochrom C durch
die BAX/BAK-gebildete Pore zusammen mit deapoptosis inducing factofAlF), der
Endonuklease G, demapoptotic protease activating factor{Apaf-1), Diablo und der
HtrA Serinprotease-2 in das Zytosol gelangen. Apaid Cytochrom C bilden dann im
Zytosol zusammen mit der Proform der Caspase-9 Afagptosom, in welchem die
Caspase-9 aktiviert wird (Abb. 7) (Nicholson, 1999araufhin kann Caspase-9 wiederum
Caspase-3 und -7 aktivieren (Li et al., 1997; Nisbo, 1999; Srinivasula et al., 1998).
Caspase-3 und -7 zerstoren durch Degradation derZzioskelett zugehdrigen Proteine
das Zellgerist, wobei die HtrA Serinprotease-2 nstikzend wirkt (Galluzzi et al., 2012;
Grutter, 2000; Vucic et al., 2011). Gleichzeitigtimieren Caspase-3 und -7 aber die
Caspase-aktivierte DNAse (CAD), die zum DNA-Abbaahnend der Apoptose bendtigt
wird (Meiss, 2010). Zusatzlich translozieren absteAlF und die Endonuklease G in den
Zellkern, um dort DNA zu degradieren. Die Aktiviagider Caspase-3, -7 und -9 wird
durch Diablo und der HtrA Serinprotease-2 verstarth Diablo und die HtrA
Serinprotease-2 deK-linked inhibitor of apoptosigXIAP) inhibieren. Dieser ist dann
nicht mehr in der Lage ist, Caspasen zu inhibi¢Dmveraux et al., 1998). Diablo ist ein
mitochondrial lokalisiertes Protein, von welchemhweind der Apoptose die Prodoméne
abgeschnitten wird. Dadurch verlasst das maturtefdardas Mitochondrium, um XIAP im
Zytosol zu hemmen (de Almagro, Vucic, 2012; Shioz&hki, 2004; Vaux, Silkke, 2003).
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Schlussendlich kommt es Uber die Aktivierung velestdner 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 de intrinsischen Apoptose. Nach einem
intrazellularen Stressstimulus transloziert 883 -2-associated X ProteifBAX) zum Mitochondrium und
bildet Komplexe mit dem mitochondrial lokalisierteB€CL-2 homologous antagonist kill@BAK). Dadurch
wird die Integritdt der &uRReren Mitochondrienmembs® gestort, dass es Uber den aus BAK und BAX
gebildeten Multiproteinkomplex zur Freisetzung vBgtochrom C,apoptotic protease activating factor 1
(Apaf-1), Diablo, HtrA Serinprotease-2 (HtrA23poptosis inducing factofAlIF) und Endonuklease G
(EndoG) kommt. Cytochrom C, Apaf-1 und die Profataer Caspase-9 bilden einen weiteren Komplex, das
Apoptosom. Im Apoptosom wird Caspase-9 proteolfptisktiviert, wodurch Caspase-9 dann wiederum
Caspase-3 und -7 aktivieren kann. Gleichzeitig wliedInhibition von Caspasen lber déiinked inhibitor
of apoptosis(XIAP) durch Diablo und HtrA2 aufgehoben, was diktivitat der Caspasen verstarkt. Somit
kommt es Uber Caspase-3 und -7 zum Abbau des Afaitk Bei Abbau des Zellgeriistes werden Caspase-3
und -7 durch HtrA2 unterstitzt. Die DNA-Degradieguwird zusétzlich durch AIF und EndoG weiter
vorangetrieben. Adaptiert nach (de Almagro, Vu2ie]2; 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 Sp(AES) wurde als neuer Interaktionspartner von Kvid.
dieser Arbeit untersucht. AES gehort zur im Menschas vier Mitgliedern bestehenden
Familie derTransducin like Enhancer of SpiTLE)-Proteine (Beagle, Johnson, 2010;
Gasperowicz, Otto, 2005; Jennings, Ish-Horowic)80Diese Familie wurde zuerst in
Drosophila melanogastebeschrieben und die Mitglieder der Familie sind &lo-
Repressoren der Translation bekariransducin like Enhancer of SpRroteine binden
selber keine DNA, gehen aber Protein-Protein Iktevaen ein. Dabei binden diese
Proteine vor allem solche Proteine, die im Kompdex Translationsmaschinerie wichtig
sind, wie Histondeacetylasen oder Transkriptiortsigh, deren Funktionen von diesen
Familienmitgliedern moduliert werden konnen.

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
typischesTransducin like Enhancer of Spkamilienmitglied. B) Amino-Terminal Enhancer of Sp(AES)
Die Zahlen geben die jeweiligen Aminosauren von ABSQ: Glutamin. G: Glycin. P: Prolin. S: SerirenC
nukledre Lokalisationsequenz. Adaptiert nach (Beatphnson, 2010; Gasperowicz, Otto, 2005).

AES nimmt in dieser Familie eine Sonderstellung, eia AES nur aus einer Glutamin
reichen (Q)-Domane und einer Glycin und Prolin lmeit (GP)-Domane besteht (Abb.
8) (Beagle, Johnson, 2010; Gasperowicz, Otto, 2Q@#mnings, Ish-Horowicz, 2008).
Weiterhin ist AES nicht in der Lage, mit HistondeBdasen zu interagieren, bindet aber
vermehrt andere Familienmitglieder, damit AES deFemktion unterstiitzen kann. Im
Gegensatz zu anderefransducin like Enhancer of SpRroteinen kann AES auch
Signalwege, wie Apoptose, stimulieren, weswegesghes als Ko-Modulator gesehen wird.

AES hat seine hiéchste Expression im Sauger im iHeMaskeln und Gehirn.

Funktionen von AES sind im Zusammenhang mit Intkoakstudien entdeckt worden
(Tab. 4).
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Tabelle 4: Ausgewahlte Interaktionspartner von AEQund die Funktion dieser Interaktion. Adaptiert
nach (Beagle, Johnson, 2010; Gasperowicz, Ottd3)200

Transkriptionsfaktor Gewebe/Prozess, wo die Interakon bedeutend ist
Runt-related transcription factor Runx2) Entwickelnder Knochen

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

Androgenrezeptor Aktivitatsverminderung des Androgenrezeptors
Transkriptionsfaktor Il E (TFIIE) Transkriptionsnesnerie

p65 Untereinheit vomuclear factor ‘kappa-light-
chain-enhancer’of activated B cellSIFkB)
Homeobox protein 8Six3)

Homeobox protei® (Six6)

BCL-2 inhibitor of transcription 1Bit1) Apoptose

Apoptose?

Entwicklung des Auges

Dabei ist die Bindung von AES dunt-related transcription facta@2 (Runx2) besonders
gut beschrieben. Es wurde gezeigt, dass AES-defeieMause ein retardiertes
Korperwachstum zeigen (Wang et al., 2004; Wand.eP@02b), was Uber die Interaktion
von AES mitRunt-related transcription factd erklart werden konnte. Durch die fehlende
Bindung von AES kanrRunt-related transcription factor 2las Korperwachstum nicht
angemessen stimulieren. Gleichzeitig hat AES eiamfluss auf den Notch-Signalweg,
welchen AES auf ungeklarte Weise inhibieren kanmrig@ofori, 2011; Sonoshita et al.,
2011). Die Inhibition des Notch-Signalweges wumdesivo mit AES-defizienten Mausen
validiert, wobei festgestellt wurde, dass AES dieetddtasierung von Darmkrebs
vermindern kann. Weiterhin wird durch die BindungnvAES anBCL-2 inhibitor of
transcription 1(Bitl) die pro-apoptotische Funktion von Bitl wér&t (Jan et al., 2004).

1.8. Proteolyse

Wie schon im Abschnitt Uber Apoptose beschriebemnkdie Prozessierung/Proteolyse
von Proteinen ein bedeutender Schritt zur Modutatier Proteinfunktion sein (Puente,
Lopez-Otin, 2004; Puente et al., 2005). Proteobedber ist dabei nur die Hydrolyse von
Peptidbindungen, wie sie zur Aktivierung der Caspag dieser Arbeit beschrieben
worden ist. Die posttranslationale Modifikation vBnoteinen tGber Phosphorylierungen,
Glykosylierungen, Anbringen von Glycosylphosphdliiysitol (GPI)-Ankern, Proteolyse
oder Ubiquitinylierungen sind bekannt dafur, dienkionen von Proteinen beeinflussen
zu kénnen (Wang et al., 2014). Die Proteolyse &dieil besonders, da sie unwiderruflich
ist (Puente, Lopez-Otin, 2004; Puente et al., 2085 Substrate fir Proteasen sind unter
anderem  Transkriptionsfaktoren, = Membranproteine, tokige, Hormone oder
Wachstumsfaktoren identifiziert worden, womit digoteolyse wichtig flir DNA-

Replikation, Zellzyklus, Zellproliferation, Differezierung oder Abbau von Proteinen
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ist (Puente, Lopez-Otin, 2004; Puente et al.,, 200&ng et al., 2014). Der Mensch
exprimiert Uber 500 Proteasen, die entweder in glystAspartat-, Metallo-, Serin- oder
Threoninproteasen eingeteilt werden, je nachdentheelAminosaure die katalytische
Aktivitat der jeweiligen Protease bedingt (Puertepez-Otin, 2004; Puente et al., 2005;
Wang et al., 2014). Als besondere Proteolyse idtedalie Intramembranproteolyse
hervorzuheben, da ein Prozess, der Wasser benistigter lipophilen Umgebung der
Zellmembran stattfindet (De Strooper, Annaert, J0IMies wird Uber die Struktur der
Intramembranproteasen maoglich, welche eine Kanaligiite Struktur einnehmen und
somit eine Wasserpore in der Membran bilden (Liaét 2013). Damit kann eine
Proteolyse innerhalb der Zellmembran Uberhauptmedgflich werden.

Fur Kaliumkandle sind bis jetzt wenige proteolyiscSchnitte bekannt. Es ist gezeigt
worden, dass da&Beta-site_ Amyloid precursor protein Cleaving EnzyifBACE1) sowie
der y-Sekretase-Komplex diep-Untereinheiten KCNE1 und KCNE2 schneiden
kénnen (Sachse et al., 2013). In Bezug auf angenensingsabhangige lonenkanéle ist die
Proteolyse der-Untereinheiten2 und p4 der spannungsabhangigen Natriumkandale
Navl.1l und Nav1l.2 publiziert worden (Huth et a002; Kim et al., 2007). Fragmente, die
durch Proteolyse entstehen, kénnen auch zum Zellkesinslozieren, wo sie die
Genexpression beeinflussen kénnen (Chung, Jan).2D@3 ist vor allem am Beispiel des
Notchrezeptors intensiv untersucht worden (Chmsti2012; Prox et al., 2012; Selkoe,
Kopan, 2003). Damit gabe es fur diese Proteolydesttate eine neue Funktion, welche
unabhangig der urspringlichen Proteinfunktion Iregénnte. Bis jetzt ist dies aber flr

Kaliumkanéle noch nicht gezeigt worden.
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2. FRAGESTELLUNG

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigtdear dass der spannungsabhéangige
Kaliumkanal Kv7.1 zu zwei C-terminalen Fragment€ifF1 und CTF2, prozessiert wird.
Weiterhin war bekannt, dass das CTF2 durch einpd3as-vermittelte Prozessierung von
Kv7.1 entsteht.

Zunachst sollte in dieser Arbeit untersucht werdeelche Caspase/n fur die Proteolyse

von Kv7.1 verantwortlich ist/sind.

Da Caspasen besonders wahrend der Entzindung unoptosp aktiv sind
beziehungsweise aktiviert werden, sollte des Weaitedie Frage beantwortet werden,
inwieweit die proteolytische Prozessierung von Kwiahrend Entziindungsprozessen und

Apoptose von Bedeutung sein kénnte.

Weiterhin sollte die Funktion des CTF2 von Kv7.1lheé& untersucht werden. Durch
Vorarbeiten war bekannt, dass das CTF2-FragmeuleiLage ist, in den Zellkern zu
translozieren. Demnach sollte analysiert werdenda® CTF2-Fragment von Kv7.1 die
Expression von Genen regulieren und damit vielleiftrozesse, wie Apoptose,

beeinflussen kann.

Zusatzlich sollte die Bindung désmino-Terminal Enhancer of Spligsy Kv7.1, welcher
als neuer Interaktionspartner des Kv7.1 identifizieurde, weiter charakterisiert werden.

Eine funktionelle Analyse der Interaktion solltecwdurchgefiihrt werden.

Neben der Charakterisierung der Funktion des CldHResebenfalls die Entstehung des
groReren CTF1 von Kv7.1 untersucht werden und veeBadeutung die Prozessierung
zum CTF1 auf die Kanalaktivitat von Kv7.1 ausubt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Alle verwendeten Reagenzien wurden entweder bel Rath (Karlsruhe, D), Thermo

Fischer Waltham USA), Invitrogen (Karlsruhe, D), Merck Millipor@armstadt, D) oder

Sigma-Aldrich Gt. Louis USA) im Reinheitsgragber Analysisbezogen. Alle Lésungen
wurden, sofern nicht anders angegeben, mit bitledi##m Wasser angesetzt und
gegebenenfalls zur Sterilisation autoklaviert (Teroma Integra Biosciences GmbH,
Fernwald, D).

3.1.2. Zelllinien und Bakterienstamme

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten eukaryotische@elllinien und deren Referenzen.

Name Herkunft Referenz

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkatu

Cos-7 Niere der griinen Meerkatze (DMS2), Braunschweig

Humanes embryonales

Hek 293 T Nierenzellkarzinom Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ), Heidelberg
HelLa Humanes Cervixkarzinom DMSZ, Braunschweig

HL-1 Murine kardiale Tumorlinie (Claycomb et d1998)

SW707 Humanes Kolonkarzinom canSAR, London (Buktsal., 2014)

Als Bakterienstamm wurde stetBscherichia colis XL-1 blueder Firma Agilent

Technologies$anta Clara USA) verwendet.

3.1.3. Vektoren und Plasmide

Tabelle 6: Auflistung aller verwendeten Vektoren swie deren Resistenzgene.

Name Bakterielles ResistenzgenResistenzgen fir Saugetierzellen
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 AESACCN C-Ha
pFrog3 AESAGP C-Ha
pFrog3 CTF1 C-myc
pFrog3 CTF2 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 S464E C-myc
pFrog3 S468E C-myc
pFrog3 Y461E C-myc
pFrog3 AALKVQ C-myc
pFrog3 AG-KVQ C-myc
pFrog3 AGSGF C-myc
pFrog3 Al-STW C-myc
pFrog3 AK-SHT C-myc
pFrog3 ALxxLL C-myc
pFrog3 AQ-ASL C-myc
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Tabelle 8: Auflistung aller verwendeten Primer zurHerstellung der angegebenen KonstrukteDie
Sequenz ist stets in » 3' Richtung angezeigt.

Primer Sequenz Konstrukt Lange (bp)
AT el rawro 2
AES-ACCN_rv  ggatcccgagaggaggccggtgcec AEGEN 24
AES-AGP_fw caagcccaccagctgtccgegcetgggt AES-AGP 27
AES-AGP_rv ggaacccagcgcggacagctggtgggr 27
CTF2L589P v cotoqitgongoioatant . KVIA-CTF2:LS59P )
CTF2.L602P v cattagiosogcigeatoas . KVIA-CTF2:L602P )
FIA T cucagtgegctongages . KVIAFISIA o
FISTV  coagusagabescgagee  KVILUFISIS )
GaATY  ssaccocomggmagpatcce  KVIAG3A D)
GIOATY  cagggosmscgoegegoraag  KVIG3HA 3
GIOR N cagggeamaceiopagosaag  KVIGIHR o
S39A™  ggoassccceeocomngaat  KVIASHMOA o
S0P ggoasecocegogecaagaat  KVISHMIP o
SHOW  agoasscossegoaagaat | KVIASHMOW D)
MLKVOTY  atiigestcigoriigaasccosgs,  KVTAMALKVG 27
AGKVON  ctisgesiotgencigasgamese | KVIAAGKV 37
AGSGF W clgcigossctishggacaagamece KVIAAGSCF o7
ASTWN  ooomgtagaergagibagasgos KA 5
NS ceomtecnsogenegce wrdakst 2
WS gEGOgHCIGeOCe ragASL
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Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Kits und ihre Hersteller.

Kit

Hersteller

GeneJET Plasmid Miniprep Kit

High Pure PCR Product Purification Kit
MMESSAGE mMACHINE® T7 Transcription Kit
NucleoSpin RNA Kit Plus

PiercéM BCA Protein Assay Kit

PureYield Plasmid Midiprep System

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
TMA-6

Thermo Scientific
Roche

Life Techlomies

Machery-Nagel

Thermo Scientific
Promega
Thermaesiific

Baden Biotek

3.1.5. Verwendete Puffer

Tabelle 10: Alle verwendeten Puffer und deren Zusamensetzung.

Puffer

Zusammensetzung

1x Lammli

5x Lammli

Amminopersulfat (APS)-Ldsung
Kalziumchloridlésung

Kalziumchlorid-Glycerol-L6sung

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser

EBC-Puffer

Elektrophoresepuffer

Detektionslésung A

Detektionslésung B

Fluorescence-Activated Cell SortifgACS)-Puffer

Lysogeny Broti{LB)-Medium

LB-Platten

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

2 % Natriumdodecylsulfat (SDS)

100 mM Dithothreitol (DTT)

Bromphenolblau zum Anfarben

1 M Tris

86 % Glycin

10 % SDS

500 mM DTT

Bromphenolblau zum Anfarben

10 % APS in HO l6sen

0,1 M CaC} * 6 H,O

5 mM MgCkL * 6 H,O

pH = 7,0 und autoklavieren

1: 4 Kalziumchlorii 86 % Glycerol (steril filtriert)

0, 1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) und
autoklavieren

120 mM NacCl

50 mM Tris

0,5 % NP-40

0,192 M Glycin

25 mM Tris

3,5 mM SDS

0,1 M Tris

0,025 % Luminol

pH =8.6

0,11 % p-Coumarsaure (in Dimethylsulfoxid
(DMSO0))

2% fetales Kélberserum (FKS)

0,1 % NaN

2 mM Ethylendiamintetraessisaure (EDTA)
pH=7,4

10 g/l Trypton

10 g/l NaCl

5 g/l Hefeextrakt

pH = 7,0 und autoklavieren

LB-Medium

1 % Agar

Autoklavieren
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Mowiol/Dapi/DABCO

ND-96

Phosphate Buffered Sali{EBS)

Puffer A

Puffer C

Sammelgel

Stripping Puffer

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

TANK

Tris Buffered SalinéTBS)

TBS-Tween (TBS-T)

Trenngel

25 % Mowiol

3 % Glycerin

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

1 pg/ml DAPI

96 mM NaCl

2 mM KCI

1,8 mM CaCl

1 mM MgChb

50 pg/ml G418

pH=7,4

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM NaHPOy

1,8 mM KH:POy

pH=7,4

10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperazinethansulfonsdure (HEPES)
10 mM KCI

0,1 mM EDTA

0,1 mM Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)
1 mMDTT

20 mM Hepes

0,4 M NacCl

1 mM EDTA

1 mM EGTA

1 mM DTT

0,5 M Tris

0,4 % SDS

pH=6,8

2 % SDS

62,5 mM Tris

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

5,5 % Essigsaure

1 mM EDTA

25 mM Tris

200 mM Glycin

pH =8.3

0,1 M NaCl

5 mM Tris

5 mM MgCk * 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. Methoden

3.2.1. Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1. cDNA-Konstrukte

Zur Herstellung der Konstrukte wurde die kodierebd¢A-Sequenz des entsprechenden
Proteins in den pFrog3-Expressionsvektor klon@ur{ther et al., 1998) (Tab. 6), welcher
sich zur Proteinexpression in Bakterien, SaugedleEm und Xenopus laevigOozyten
eignet. Der pFrog3-Vektor ist ein Hybrid aus denDRN&3.1- (Invitrogen) und dem
Oozyten-Expressionsvektor pTLN (Lorenz et al., 12996Abb. 9). Oozyten-
Expressionsvektoren zeichnen sich dariiber aus,siasgsir Expression von Proteinen in
Saugetierzellen unXenopus laevi©ozyten geeignet sind. Dafur tragen diese Oozyten-
Expressionsvektoren zwei Promoterbereiche. EinemBtorbereich, um die Expression in
Saugetierzellen zu ermdglichen und einen weiteremBtorbereich, der die Expression in

Xenopus laevi®ozyten ermoglicht.

Abbildung 9: Schematische Darstellung des pFrog3-\ktors. Die wichtigsten Bereiche des Vektors sind
dargestellt. Der T7-Promoter ist fir die ExpressioSaugetierzellen von Bedeutung, wahrend der B&Hp
Bereich die Expression enopus laevi®ozyten sichert. MCSnultiple cloning site

Alle verwendeten Vektoren und Konstrukte sind imdlée 6 und 7 aufgelistet.

3.2.1.2. Polymerasenkettenreaktion (PCR)

Um Punktmutationen, Deletionen und veranderte Madkigen (Tag) einzufiigen, wurde
die 1983 erfundene Methode der Polymerasenkettiadimaa(PCR) angewendet (Saiki et

al., 1988). Daflur wurde das zwei-stufige SystemFlesions-PCR verwendet, in dem mit
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verschiedenen Oligonukleotiden (Primer) die Mutatideziehungsweise Deletion
eingebracht wird (Abb. 10).

PCR 1 PCR 2
Primer A Primer C
5 ¢ _> - 3 13 5 3 HXH) 3 ¢
X Primer B .
Primer D
PCR Produkt 1 PCR Produkt 2
Primer A
= 7N
N\ ‘

Primer D

PCR -Endprodukt

Abbildung 10: Ubersicht der Fusions-PCR.Die in dem Beispiel einzufiigende Mutation ist mit X
gekennzeichnet und ist in den Primern B und C dtethhawahrend die flankierenden Primer A und D kein
Veranderung gegeniiber der Matritze bildenden DNagen. Uber zwei Stufen der PCR kann dann die
Mutation in beiden Strangen der DNA eingearbeitetden.

In der ersten PCR wird je ein flankierender (A @)dund ein Mutations-tragender Primer
(B und C) mit dem in Tabelle 11 aufgefuhrten Protbkverwendet, welche die

Veranderung jeweils in einem DNA-Strang einfiihren.

Tabelle 11: Zusammensetzung der PCRDas unten angegebene Protokoll wurde fur alle Pé&iRgesetzt.

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

10x Pfu-Puffer ThermoScientific 5
Templatg10 ng/ul] - 5

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

Um die Mutation in Sense- und Antisensestrang diaman, wird eine weitere PCR aus
den beiden tberlappenden PCR-Produkten mit denlgeflankierenden Primern (A und
D) durchgefuhrt (Abb. 11). Als PCR-Protokoll wurdeets das in Tabelle 12 gelistete
Protokoll verwendet.

Tabelle 12: Ubersicht des PCR-Protokollsmin: Minuten. sec: Sekunden

Schritt Temperatur [°C] Zeit

Denaturierung 95 5 min
Denaturierung 95 30 sec

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

Kihlung 10 o0
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Die AnnealingTemperatur und Lange der Elongation richtete sielch dem jeweils
verwendeten Primerpaar und DNA-Matritze. Alle vendeten Primer sind in Tabelle 8

aufgefihrt.

3.2.1.3. Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA entsprechend ihrer Gro3e aufzutrennen, wulidse mit Ladepuffer (Thermo
Scientific) versetzt und auf ein horizontales 1,8 %iges Agarosegel geladen. Um dieses
herzustellen, wurden entsprechende Mengen Agaross00 ml TAE-Puffer (Tab. 10)
unter Hitzeeinwirkung geldst. Nachdem die erwarnhigsung mit 10 ul der zur
Visualisierung notwendigen Ethidiumbromidldsung setzt wurde und erstarrte, wurde
das Gel beladen und die Proben bei 120 — 130 G 25 Minuten in TAE-Puffer durch
die Porendichte des Gels aufgetrennt. Unter UVHBireg wurden die DNA-Banden

sichtbar und gegebenenfalls zur weiteren Aufreinggausgeschnitten.

3.2.1.4. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Ein ausgeschnittenes Gelstiick wurde mit dem Higle RCR Product Purification Kit
(Roche) aufgereinigt. Dafir wurde das ausgescm@tt&elstick mit 300 pBinding
Solutionversetzt und bei 60 °C so lange erhitzt, bis dakstGck vollstandig geldst war.
Daraufhin wurde 150 pl Isopropanol hinzugegebemmiseht und alles auf eine DNA-
bindende Saule gegeben. Nach Zentrifugation furitiuM bei 13.000 rpm wurde die
Saule zuerst mit 500 pl und dann mit 200 pl Wastfepgewaschen und dazwischen je 1
Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die DNA wurdann in 50 pul Wasser eluiert und

vermessen.

3.2.1.5. Restriktionsverdau

Um mutierte DNA-Sticke mit einem geeigneten Velgstsm, wie den pFrog3, zu
verbinden oder um einen Vektor zu linearisieren, rdgn Restriktionsenzyme
(ThermosScientific) eingesetzt. Diese schneiden DMA spezifischen Stellen und
ermoglichen nach Aufreinigung (s. 2.2.1.4.) ein Bdfieden von mehreren DNA-
Fragmenten. Zur Durchfihrung wurden jeweils 1 pgADhit 1 pl Restriktionsenzym und
mit dem Enzym entsprechenden Puffer (1x konzentrierein Gesamtvolumen von 20 pl

fur 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Bei Verdau miehm als einem Enzym wurden die
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Reaktionspuffer und Enzymmengen entsprechend derstéllerangeben (Thermo
Scientific) angepasst. PCRs wurden direkt mit Rdginsenzym und Restriktionspuffer

versetzt und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.6. Dephosphorylierung von DNA

Um eine DNA-Fragmente effizienter zusammenfugekdnen, wurden die 5'-Enden der
DNA mit FastAPM (ThermoFischer) dephosphoryliert. Dafiir wurden DA fiir 10
Minuten mit 1 pl der FastA® bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.7. Ligation

Um mehrere DNA-Fragmente, wie zum Beispiel lingartsn Vektor und Transgen, zu
verbinden, wurden diese mit unten stehendem Prbtokitels der T4-DNA-Ligase
(Thermo Scientific) zusammengefugt.

7 ul Transgen

1 pl linearisierter Vektor

1 pl 10x T4-Ligase-Puffer

1 pl T4-DNA-Ligase

Die Reaktion erfolgte Uber Nacht bei 17 °C und veudanach bei 65 °C fur 5 Minuten
abgestoppt. Zur Kontrolle wurde stets eine Wassémmitgefiihrt, bei der anstelle von

Transgen 7 ul Wasser eingesetzt wurden.

3.2.1.8. Vermessung von Nukleinsauren

Die Konzentration von RNA und DNA wurde mit dem $ygy HT (BioTek)
photometrisch gemessen. Da DNA ein Absorptionsmaxinbei 260 nm hat, wurde stets
das Verhaltnis von 260/280 nm bestimmt. Wenn eieeulreinigung mit RNA vorliegt,
liegt der Wert bei circa 2,0. Liegt eine Proteintonination vor, so liegt das Verhaltnis

unter 1,8.

3.2.1.9. Herstellung von chemisch kompetenten Zellen

Chemisch kompetentéscherichia coliBakterien zeichnen sich durch ihre Fahigkeit aus,

DNA nach Hitzeschock aufnehmen zu kdnnen. Dafiztnotan einen Gradienten aus
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Kalzium- und Natriumchlorid, der die Biomembran fdie Aufnahme vorbereitet. Zur
Herstellung impfte man mit 20 pg/ml Tetrazyklin setzted ysogeny Brotl{LB)-Medium
mit den Bakterien an und lie sie Uber Nacht beP@Avachsen. AnschlieRend erhohte
man das Volumen des Wachstumsmediums um das 508-fad lie3 die Bakterien bis
zur exponentiellen Wachstumsphase inkubieren (OD&€00,4 — 0.6). Nachdem die
Zellen 20 Minuten auf Eis geruht haben, zentrifugienan sie bei 4.000 rpm fur 15
Minuten ab und wusch die Bakterien in eiskaltem TB@%b. 10). Nach erneutem
Abzentrifugieren fir 10 Minuten bei 4.000 rpm wundalie Escherichia coliin
Kalziumchloridlosung (Tab. 10) fur 1 Stunde auf Hikubiert. Auf ein erneutes
Abzentrifugieren bei 4.000 rpm fur 10 Minuten fa@glie Resuspendierung der Bakterien
in Kalziumchloridlésung. Nach einer erneuten eindigjen Inkubationszeit wurde 86 %

Glycerol (Tab. 10) zu den Bakterien gegeben, daigeotiert und bei -80 °C gelagert.

3.2.1.10. Transformation von chemisch kompetenten Zellen

Um DNA in gréReren Mal3staben zu erhalten, wurdeedie aufnahmefahigescherichia
coli XL1 blueZzZellen transformiert. Dafiir wurden 3 pl DNA zu dBakterien pipettiert
und nach 20 min auf Eis fur 45 Sekunden bei 42r&@sformiert. Nach 3 Minuten auf Eis
wurden die Zellen in 300 pl LB-Medium (Tab. 10) fli'Stunde bei 37 °C inkubiert und
wuchsen danach entweder auf LB-Platten (Tab. 168} odentsprechenden Mengen LB-
Medium dber Nacht bei 37 °C. In allen Fallen wudbkr geeignete Selektionsmarker
entsprechend des verwendeten Plasmids hinzuged@laén 6). Ampicillin wurde ein
einer Konzentration von 50 pg/ml und Kanamycin iimee Konzentration von 10 pg/mi

eingesetzt.

3.2.1.11. Aufreinigung von Plasmiden

Um groRere Mengen DNA zu erhalten, wurden chemismhpetente Zellen (s. 2.2.1.9
und 2.2.1.10) transformiert und entweder in 3 mlinfpraperation) oder 100 ml
(Midipraperation) LB-Medium angeimpft. Nachdem dekterien Uber Nacht bei 37 °C
wuchsen, wurden sie mittels dem GeneJET Plasmidpk&éip Kit (Thermo Scientific) fur

Minipraperationen oder dem PureYield Plasmid Midppr System (Promega) fur

Midipraperationen aufgeschlossen und die DNA awdfigeyt.
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3.2.1.12. Minipraperation

Fur die Minipraperation wurden die Zellen zunachsi 8000 rpm fur 2 Minuten
abzentrifugiert, bevor sie in 250 ul Resuspendigspaffer (versetzt mit RNAse)
aufgenommen werden. Die Lyse erfolgte daraufhin28@ ul Lysispuffer, woraufhin mit
350 pl Neutralisationslésung die Fallung des SO8lgie. Um dieses abzutrennen, wurde
das Lysat fur 5 Minuten bei 13.000 rpm abzentrigémgund der Uberstand danach auf eine
DNA-bindende S&aule gegeben. Die DNA-Bindung erldann fur 1 Minute bei 13.000
rom. Restliche Uberstande wurde zweimal mit 500Maschpuffer gewaschen und die
Saule flir 1 Minute bei 13.000 rpm abzentrifugi®te DNA wurde daraufhin mit 50 pl
Wasser eluiert und vermessen (s. 2.2.1.8.).

3.2.1.13. Midipraperation

Fur die Midipraperationen wurden die Bakterien BEIOO rpm fir 10 Minuten
abzentrifugiert. Nach Dekantation wurden die Baktein 5 ml Resuspendierungspuffer
aufgenommen und daraufhin mit 3 ml Lysispuffer asfthlossen. Nach finfminttiger
Inkubationszeit wurde das SDS mit 5 ml Neutralmapuffer gefallt und bei 15.000 rpm
fir 10 Minuten abgetrennt. Der Uberstand wurde igee Clearing Saule auf die DNA-
Binding Saule geben und mittels Vakuum durchgezogen. Nswhiandotoxine mit 5 ml
Endotoxin Removal Buffer entfernt wurden, wurde @&t ml Waschlésung die DNA-
Saule gewaschen. Eluiert wurde die DNA mit 500 pds#ér und die DNA daraufhin
vermessen (s. 2.2.1.8.).

3.2.1.14. Sequenzierung

Sequenzierungen wurden mit dem Service der Firmal GAjemal deren Angaben
vorgenommen. Dafur wurden 5 pl von 80 — 100 ng/NAeingesetzt. Diese wurden mit
5 ul Primern (5 uM) (Tab. 13) vermischt und zur @swierung nach Konstanz

verschickt.
Tabelle 13: Auflistung aller verwendeten Sequenzi@rimer. Alle Sequenzen sind in 5> 3'-Richtung
gezeigt.
Name Sequenz Lange (bp)
pFrog_hin gagaacccactgcttactggc 21
pFrog_rick gagactccattcgggtgttca 21
KCNQ1_3 cagatcctgaggatgctacac 21

KCNQ1_sid catcgggccaccattaaggt 20
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Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte mit dem Rrmogr DNASTAR Lasergene 8
(Madison USA).

3.2.1.15. RNA-Isolierung

Um RNA aus Zellen zu isolieren, wurde das NucleaSpNA Plus Kit (Machery-Nagel)
verwendet. Daflir wurden die entsprechenden Zellgr380 ul Lysispuffer versetzt und
auf dieClearing Saule gegeben. Nach der Zentrifugation fir 30 8eén bei 11.000 rpm
wurde der Durchfluss mit 100 [Binding Solutionversetzt und auf die RNA-bindende
Saule gegeben. Diese wurde fur 15 Sekunden bei0Q1lrPm zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Die Saule wurde daraufhin 800 ul Waschpuffer 1 gewaschen
und wieder bei 11.000 rpm fur 15 Sekunden zentiefigDer Durchfluss wurde wieder
verworfen und die Saule daraufhin erst mit 600 pd Wann mit 300 pul Waschpuffer 2
gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte beim erdtéaschen fir 15 Sekunden bei 11.000
rpm und beim zweiten Waschen fur 2 Minuten bei @Q@.6om, um die Saule vollstandig
zu trocknen. Die RNA wurde dann mit 50 ul RNAsadne Wasser eluiert und vermessen
(s.2.2.1.8)).

3.2.1.16. Umschreiben von cDNA in mRNA

Um elektrophysiologische Strome Xenopus laevi©ozyten zu messen, missen zunachst
die DNA-Plasmide in mRNA umgeschrieben werden. Ra gFrog3-Vektor einen T7-
Promoter enthalt (Abb. 10), wurde dafir das T7 mRM&ssenger Kit von Ambion
(LifeTechnologies) genutzt. Nach Linearisierung v@nug des Plasmids mit Hpal (s.
2.2.1.5.) wurde der Vektor mittels dem High PureRPRroduct Purification Kit (Roche)
aufgereinigt. Dabei wurde als Wasser stets DEPCs#agerwendet, um RNAse effektiv
abtoten zu konnen. Zur Aufreinigung wurde der Rieaknsatz mit 300 pBinding
Solution und 150 pl Isopropanol gut vermischt. Dieses wudd@n auf eine DNA-
bindende Séaule gegeben und alles fur 1 Minute B€0OD rpm zentrifugiert. Die Saule
wurde dann zuerst mit 500 pl und dann mit 200 pkbMauffer versetzt und jeweils bei
13.000 rpm fur 1 Minute zentrifugiert. Die DNA wwddann in 50 pl DEPC-Wasser
eluiert. Der Reaktionsansatz zum Umschreiben deA [@Kolgte gemald Hersteller mit
dem mMMESSAGE mMACHINE® T7 Transcription Kit (Lifeethnologies). Dabei war
mit 5 pl NTP/CAP, 3 ul linearisierter DNA, 1 ul 1®eaktionspuffer und 1 pl Enzym-Mix
der Ansatz stets gleich. Das Umschreiben erfolgtenindestens 3 Stunden bei 37 °C. Die
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Lithiumchloridfallung erfolgte stets Giber Nacht be?20 °C, wofir der Reaktionsansatz mit
15 pl DEPC-Wasser und 12,5 pl Lithiumchlorid vezs&turde. Am nachsten Tag wurde
die RNA dann fur 20 Minuten bei 13.000 rpm abzémgiert und einmal mit 250 pl
Ethanol gewaschen. Nach erneutem Abzentrifugieten1® Minuten bei 13.000 rpm
wurde die RNA in 12 pl DEPC-Wasser gelost. Die @Qaalder RNA wurde mittels
Agarose-Gelelektrophorese (s. 2.2.1.3.) Uberpféeignete RNA wurde vermessen (s.
2.2.1.8.) und auf eine Konzentration von 0,2 u@ipgestellt, aliquotiert und bei — 20 °C

gelagert.

3.2.1.17. Umschreiben von mRNA in cDNA

cDNA wurde aus mRNA mittels des RevertAid Firstadtt cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific) synthetisiert. Dafiir wurde mRNA aus [2al isoliert (s. 2.2.1.15.) und 500 —
2000 ng pro cDNA-Synthese eingesetzt. Diese wundfeld pl Gesamtvolumen mit
Wasser aufgeflllt. Dazu gab man 1Random He¥rimer und inkubierte der Ansatz fir 5
Minuten bei 65 °C. Daraufhin wurden jeweils 4 plaRegonspuffer, 2 ul 10 mM NTPs, 1
pl Riboblockund 1 plReverse Transkriptaspro Probe hinzugegeben. Dieser Ansatz
wurde dann fir 5 Minuten bei 20 °C, 1 Stunde bef@%und danach fur 5 Minuten bei 70
°C inkubiert. Daraufhin wurde die cDNA entwederettir fir die gqRT-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 deamg¢en Menge an RNA aus
Zellen zu bestimmen, wurde die Methode der qRT-R§eRutzt. Daflr wurde zuerst

MRNA aus den Zellen isoliert (s. 2.2.1.15.) und mdan cDNA umgeschrieben (s.

2.2.1.17.) Fir die PCR wurde das System der Firozh®& mit der TagManProbe Library
verwendet, welche UPL-Sonden enthalt, die an frigaithetisierte PCR-Produkte binden,
um diese mit Fluoreszenz zu markieren. Uber dertiégsles Fluoreszenzsignals kann
dann auf die relative Menge an mRNA eines Gene&geschlossen werden. Alle

verwendeten Primer und UPL-Sonden pro Gen sindabvelle 14 aufgefihrt.
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Tabelle 14: Liste der verwendeten Primer und jeweigen Sonden fir die qRT-PCRAlle Sequenzen
sind in 5'> 3'-Richtung aufgeschrieben.

Gen Vorwartsprimer Ruckwartsprimer UPL-Sonde
BAK gttcttgattcagccaaatgc aggatagggggtggccta 16
BAX accttgacttgattagtgccttct gggtcatcaatgaacttgagc 1
BCL-2 gcacctgcacacctggat agggccaaactgagcaga 75
S-TUBULIN ccccttcaagttctagtcatgce gcattgccaatctggacac 58

Pro Probe wurde die cDNA 1:10 mit Probe Master NlRoche) verdinnt und 5 pl
eingesetzt. Primer wurden in einer Konzentration g2 uM eingesetzt und die UPL-
Sonden wurden 1:50 verdunnt. Insgesamt wurde preatxnl0 pl Gesamtvolumen auf
einer 384well-Platte genutzt. Zur Bestimmung der Primer-Effiziewurde stets eine
Verdunnungsreihe mitgefuhrt. Die PCR erfolgte aghitycler 480 Il (Roche) mit dem in

Tabelle 15 aufgefuhrten Protokoll durchgefihrt.
Tabelle 15: PCR-Protokoll zur Durchfiihrung der gqRT-PCR.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [sec]
Denaturierung 95 600
Denaturierung 95 15 A0x
AnnealingElongation 60 60

Kuhlung 10 0

Die  Analyse erfolgte mittels  der Effizienz-korrigien komparativen

Quantifizierungsmethode (Stahlberg et al., 2003).

3.2.2.  Zellbiologische und biochemische Methoden

3.2.2.1. Kultivierung von Zelllinien

Alle Zellen wurden bei 5 % CQund 37 °C in einem HERACELL 150i Inkubator (Thermo
Fischer) kultiviert. Hek 293 T-, Hek 293 Flp in-,ebHa- und Cos7-Zellen wurden in
Dulbecco’s Modified Eagle MediugfDMEM), versetzt mit 10 % fetalem Kalberserum
(FBS) (Biochrome), 100 U/ml Penicillin und 100 p¢/8treptomycin (von hier an volles
Medium), gehalten. SW707 wurden in RPMI-1640 mitaGBS, 100 U/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Zur Haltung veéiiL-1-Zellen (Claycomb et al., 1998)
wurden die Schalen zuerst mit 5 pg/ml Fibronektif,02 % Gelatine/¥D fir mindestens
2 Stunden bei Raumtemperatur beschichtet. Als Medider HL-1-Zellen diente
Claycomp Medium versetzt mit 10 % FBS (bestimmt@r@an der Firma SigmaAldrich),
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 0,1 mNborepinephrin und 2 mM L-

Glutamat genutzt.
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3.2.2.2. Passagieren von Zelllinien

Zum Passagieren von Saugetierzellen wurden digs&#chat mit sterilem PBS gewaschen
und mit 1 ml Trypsin/EDTA (SigmaAldrich) bis zur Kisung bei 37 °C und 5 % GO
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von stalhdigem Medium (s. 2.2.2.1.)
abgestoppt.

3.2.2.3. Einfrieren und Auftauen von Zelllinien

Zum Einfrieren von Saugetierzellen wurden dieseazbst durch Trypsin/EDTA (s.

2.2.2.2.) abgel6st und anschlie3end in vollstamdityeedium aufgenommen. Nachdem die
Zellen bei 600 rpm fir 5 Minuten abzentrifugiert ndlen, wurden diese in 1 ml des
entsprechenden Mediums, versetzt mit 20 % DMSQyemdmmen und zuerst kurzfristig

bei — 80 °C eingefroren. Eine langfristige Lagertemd in flissigem Stickstoff statt.

Zum Auftauen der Zellen wurden diese zunéachst gbtigj im 37 °C warmen Wasserbad
angetaut und in 1 ml vollstandigem Medium aufgen@mmNachdem die Zellen fir 5
Minuten bei 600 rpm abzentrifugiert wurden, nahmnmsie im entsprechenden
vollstandigen Medium zur Kultivierung auf. Gegebafadls wurden die
Kultivierungsschalen vorher beschichtet (s. 2.2)2.1

3.2.2.4. Transfektion von Zellen

Um DNA-Plasmide in Saugetierzellen zu integrieretird die DNA mittels lipophilen

Substanzen in eine Mizelle eingeschlossen, wel@dre dn der Lage ist, sich mit der
Biomembran der Zelle zu verbinden und so das Pthsmidas Zellinnere abzugeben.
Dafur wurde in dieser Arbeit ausschliel3lich Polys&heimine MW 40,000 (PEI)

(Polysciences) (Boussif et al., 1995; Vancha et28l04) genutzt. Die gewlnschte Menge
DNA wurde in Medium gel6st und pro pg DNA wurdeb p| PEI dazugegeben. Nach 20
mindtiger Inkubationszeit wurde das Gemisch votgiclzu den Zellen gegeben. Die

Kultivierung der transfizierten Zellen erfolgte wiater 2.2.2.1. beschrieben.

3.2.2.5. Herstellung von stabilen Zelllinien

Um eine durchgangige und gleichmalRige ExpressionRmoteinen in Saugetierzellen zu

gewahrleisten, wurden die Zellen wie unter 2.2.Bekschrieben transfiziert. Ein geringer
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Anteil des transfizierten Plasmids ist in der Lageh in das Genom der Wirtszelle
einzulagern und kann somit standig an Tochterzelleitergegeben werden. Die Selektion
dieser Zellen erfolgt mittels Antibiotika, in digsArbeit ausschliellich mit G418 (100
png/ml) (Invivogen) oder Hygromycin B (200 pg/minyivogen) (Tab. 6). 24 Stunden
nach der Transfektion (s. 2.2.2.4.) wurde das Agtikum hinzugegeben. Die Expression
wurde nach vollstdndiger Selektion mittels Westddlot und Immunofluoreszenz

Uberprift (s. 2.2.2.12 und 2.2.2.14).

3.2.2.6. Behandlung von Zellen

Chromanol 293 B inhibiert den durch Kv7.1-beding@malstrom (Bachmann et al., 2001,
Sun et al., 2001). Um Zellen mit Chromanol 293 Bbehhandeln, wurde dieses in DMSO
geldst und in einer Konzentration von 100 uM fugtinden in das Medium der Zellen
gegeben. Staurosporin (Hirobe, 1994; Maeno eR@00; Nakagawa et al., 2000; Wang et
al.,, 2008) wurde ebenfalls in DMSO gel6st und ddian 1 — 6 Stunden bei einer
Konzentration von 1 — 2 pM ins Medium der Zellepgttiert. 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 zunachst mit B® Bewaschen und anschlieRend in
1x PBS/Complete (1 Tablette pro 50 ml) (Roche) getr Nachdem sie bei 5.000 rpm fur
5 Minuten zentrifugiert wurden, lysierte man sieli PBS/Complete, versetzt mit 1 %
Triton-X, und vervollstandigte den Aufschluss mgtdJltraschall. Nach einstindiger
Inkubationszeit wurden sie bei 13.000 rpm fir 5 Mén zentrifugiert und anschlieend
die Proteinkonzentration mit Pief¢e BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
ermittelt (s. 2.2.2.8.), mit 5x Lammli (Tab. 10ngestellt und bei 55 °C fur 30 Minuten

erhitzt.

3.2.2.8. Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte mindeiercé™ BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fischer). Dafur wurden 10 pl einer Stankianee von 0 — 2 pg Albumin
eingesetzt. Die Proben wurden stets 1:10 verdundtl® pl pro Probe eingesetzt, wobei

von allen Lysaten und Standardkurven stets eingpBlopstimmung durchgefuhrt wurde.
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Zur Ausfuhrung der Reaktion wurden Lésung A und :BOlmiteinander vermischt und
200 pl pro Probe eingesetzt. Die Reaktion erfabgte37 °C fur 30 Minuten und wurde am
Synergy HT (Biotek) bei 562 nm vermessen. Mitteds &tandardkurve konnte auf die

Konzentration des Lysates riickgeschlossen werden.

3.2.2.9. Trennung von zytoplasmatischen — und Kernproteinen

Um zytoplasmatische Proteine und Kernproteine vaareder zu trennen, wurden die
Zellen zunéchst mit 1x PBS gewaschen und in Péff@omplete (1 Tablette auf 50 ml)
(Tab. 10) geerntet. Ein Zehntel des Lysates wurde Herstellung von Totallysat
abgenommen (s. 2.2.2.7.). Nach 15-minutiger Inkobareit wurde das Lysat mit 15 pl
NP-40 lysiert und 2 Minuten bei 6.800 rpm zentritwty Der Uberstand wurde als
Zytoplasma abgenommen und bei 13.000 rpm fir 20udim zentrifugiert. Das Pellet
wurde in Puffer A/Complete gewaschen, erneut Zeigigrt und dann fir 15 Minuten bei
4 °C in Puffer C/Complete (1 Tablette auf 50 mlplfT 10) geschittelt. Anschliel3end
wurde das Kernlysat fur 5 Minuten bei 13.300 rpmmtagigiert und von allen Proben
mittels PiercE! BCA Protein Assay Kit die Proteinkonzentration thest (s. 2.2.2.8.).

Die Proben wurden mit 5x Lammli eingestellt und\8iduten bei 55 °C erhitzt.

3.2.2.10. Ko-Immunoprazipitation

Um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen, rden Ko-
Immunoprazipitationsstudien durchgefuhrt. Dafir @ die Zellen zunachst mit 1x PBS
gewaschen und anschlieRend in 1x PBS/Complete tgeelach Zentrifugation bei 5.000
rpm far 5 Minuten wurden die Zellen in EBC-Puffeoi@plete (1 Tablette fir 50 ml) (Tab.
10) lysiert und der Aufschluss durch Ultraschallmjpdettiert. Nach einstindiger
Inkubationszeit wurden die Zellen bei 13.000 rpnt & Minuten zentrifugiert und
anschlieRend mit Pierfé BCA Protein Assay Kit die Proteinkonzentration tiramt (s.
2.2.2.8.). Ca. 95 % des Lysates wurde flr die Inopudzipitation genutzt, wahrend die
restlichen 5 % als Totallysat mit 5x Lammli einggdt wurden (s. 2.2.2.7.). Der
Immunoprazipitationsanteil inkubierte mit Ziege ianyc Antikdrper (GTX29106,
GeneTex) Uber Nacht bei 4 °C. Dyna- oder Agarosibéan (Pierce) wurden tber Nacht
bei 4 °C mit Sea Block Blocking Buffeblockiert. Die Prazipitation erfolgte bei
Raumtemperatur fur 30 Minuten. Nach dreimaligem &Wasa der Beads mit
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EBC/Complete wurden diese in 40 pl 1x Lammli (Ta0) aufgenommen und zusammen
mit dem Totallysat bei 70 °C fur 15 Minuten erhitzt

3.2.2.11. SDS-Polyacrylamidelektrophorese (SDS-Page)

Um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennewurde die vertikale SDS-
Polyacrylamidelektrophorese  (SDS-Page) genutzt. UDafwurde ein  SDS-
Polyacrylamidgel, wie in Tabelle 16 aufgezeigt, gegen.

Tabelle 16: Zusammensetzung des Trenn- und SammelgeZusammensetzung des Trenn- und
Sammelgelpuffers ist in Tabelle 10 aufgefihrt.

Trenngel Sammelgel (4,5 %)

Trenngelpuffer 2,6 ml -
Sammelgelpuffer 1,35 ml

3,3 ml (10 %)

0 .

30 % Polyacrylamid 4.2 ml (12,5 %) 1,75 ml
- 4,0 ml (10 %)

Destilliertes Wasser 3.1 ml (12,5 %) 3,45 ml

10 % APS 60 pl 60 pul

Temed 30 pl 30 pl

Nach Beladen der Gele mit den unter 2.2.2.7. 22.Q. hergestellten Lysaten erfolgte die
Elektrophorese in Elektrophoresepuffer (Tab. 10) 60 V bis das Sammelgel
durchlaufen war und anschlieBend bei 120 V bisLduffront das untere Ende des Gels

erreicht hatte.

3.2.2.12. Western Blot und Immunodetektion

Um Proteine immunodetektieren zu kdnnen, wurdeVestern Blot gemald de®emi-
Dry-Prinzip durchgefihrt. Dafir wurden SDS-Polyacryidgele (s. 2.2.2.11.) auf eine
Nitrozellulosemembran (GE Healthcare) gelegt unadl veiden Seiten mit je zwei in Tank-
Blotpuffer (Tab. 10) getrankteNhatmanpaperumrandet. Anschlieend wurde eine
Stromstarke von 60 mA pro Blot fur 2 Stunden anggelBie Membran wurde dann in 2
%iger Milch in TBS-T (Tab. 10) blockiert und Uberatht bei 4 °C mit primarem
Antikorper, gelost in 2 %iger Milch/TBS-T, inkubterAlle Priméarantikorper und ihre

verwendeten Konzentrationen kénnen in Tabelle Thgelesen werden.
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Tabelle 17: Verwendete Primarantikdrper im WesternBIot.

Antikorper erkennt Konzentration Herkunftsorganismus Hersteller (Klon)
a-3F10-Peroxidase Ha-Tag 1:1000 Ratte Roche

a-9B11 myc-Tag 1:1000 Maus Cell Signaling (9B11)
a-BAK BAK 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (D4E4)
a-BAX BAX 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (2772S)
a-BCL-2 BCL-2 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (8)E
a-Calmodulin Calmodulin 1 :1000 Kaninchen Abcam4Bd89)
a-Caspase-3 Caspase-3 1:1000 Kaninchen Cell $ign®&®G10)
a-eGFP eGFP 1:1000 Kaninchen Cell Signaling (D5.1)
a-Sp-1 Sp-1 1:1000 Kaninchen Merck Millipore (ABER)
a-B-Aktin B-Aktin 1:1000 Kaninchen Sigma Aldrich (A2066)
a-B-Tubulin B-Tubulin 1:1000 Maus Abcam (ab7751)

AnschlieBend wurden die Primarantikdrper mit Petage gekoppeltem Antikorper
(Sekundarantikérper) beladen. Dafiur wurde die Membdreimal 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit 1x TBS-T gewaschen und ansan@® Sekundarantikorer (gelost
in 2 9%iger Milch/TBS-T) inkubiert. Alle Konzentratmen und verwendeten
Sekundarantikdrper kbnnen in Tabelle 18 nachgeleseden.

Tabelle 18: Alle verwendeten Sekundéarantikérper firden Western Blot.Alle Antikdrper sind
Peroxidase (POD)-gekoppelt und richten sich gegsngiG des jeweiligen Organismus.

Antikorper Konzentration Hersteller

Eselu-Kaninchen 1:13.000 Dianova
Schafe-Maus 1:13.000 Dianova
Schafe-Ratte 1:13.000 Dianova

Die Detektion mittels Chemilumineszenz erfolgte dmage Quant LAS 400 (GE
Healtchcare). Dafur wurde die Membran mindestenslBiten 1x TBS-T gewaschen und
mit TMA-6 (Baden BioTek) benetzt. Daflr wurden 1 Bétektionslésung A mit 50 pl
Detektionslésung B, 50 pl Lumigen TMA-6 A, 50 plrhigen TMA-6 B und 4,7 pl EO>
vermischt. Diese Mischung enthalt Luminol, welcliesch die Peroxidase oxidiert wird
und dabei eine Chemilumineszenz freisetzt. Diese lgemessen werden und damit die
Proteine auf der Membran nachgewiesen und auchdewgn Menge riickgeschlossen
werden. Zur weiteren Datenanalyse wurden Photo§i8p(Adobe) und ImageJ genutzt.

3.2.2.13. Strippen von Blotmembranen

Um eine Blot mit einem weiteren Primarantikorpeladen zu kénnen, miussen die vorher
aufgebrachten Primarantikérper entfernt werden, wmadsels Strippen geschieht. Daflr

wird die Membran mit Stripping Puffer (Tab. 10) fliStunde bei 80 °C erhitzt. Daraufhin

folgt ein intensives Waschen mit 1x TBS-T, bis dwembran vollstandig vor-
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Mercaptoethanol befreit war. Daraufhin wird die Mman, wie unter 2.2.2.12.

beschrieben, blockiert und wieder mit Priméar- uedthdarantikorper beladen.

3.2.2.14. Immunofluoreszenzfarbung den Zellen

Zur Farbung von Proteinen in Zellen werden diesé eckglasern ausgesaht, zum
geeigneten Zeitpunkt einmal in 1x PBS gewaschen anskchlielend in 4 %igem
Paraformaldehyd fur 20 Minuten fixiert. Zur Permiéialerung wurde fur 5 Minuten 0,02
% Saponin/ PBS und fur 10 Minuten 0,02 % Saponif@ @ Glycin/PBS genutzt.
Anschlie3end folgte ein Blockierungsschritt in 10FPBS/ 0,02 % Saponin/PBS fur 30
Minuten. Die Inkubation mit Priméarantikdrper (Tath9) erfolgte fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur, geldst in 10 % FBS/ 0,02 % SapeBi&/

Tabelle 19: Alle verwendeten Primarantikorper in dg Immunfluoreszenz.

Antikorper erkennt Konzentration Hersteller
3F10 Ha-Tag 1:500 Roche
9B11 myc-Tag 1:500 Cell Signaling

Nach viermaligem Waschen in 0,02 % Saponin/PBS Igte€fo die Farbung des
Primarantikdrpers mit Fluoreszenz-gekoppeltem Airpler (Tab. 20) fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur, geldst in 10 % FBS/ 0,02 & Sap@Bs.

Tabelle 20: Ubersicht aller verwendeten Sekundératitorper in der Immunfluoreszenz. Die jeweiligen
Fluorophore sind im Namen angegeben und der Sekamikbrper erkennt das jeweilige IgG des
Organismus.

Antikorper Konzentration Hersteller

Esela-Maus-488 1:500 Invitrogen
Eselu-Maus-594 1:500 Invitrogen
Eselo-Ratte-488 1:500 Invitrogen
Eselu-Ratte-594 1:500 Invitrogen

Nach viermaligem Waschen in 0,02 % Saponin/PBSdalgwei weitere Waschschritte in
Wasser, bevor die Deckglaser in Mowiol/Dapco/Daal. 10) eingebettet wurden. Zur
Visualisierung wurde das FV1000 konfokale Lasermskop von Olympus verwendet.
Zur weiteren Verarbeitung wurde FV10-ASW 3.1 View@lympus) und Photoshop CS4
(Adobe) genutzt.
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3.2.2.15. Immunofluoreszenzfarbung von apoptotischen Zellen

Um apoptotische Zellen zu detektieren, wurde Anmékigenutzt. Dieses ist in der Lage,
an Phosphatidylserin zu binden, welches unter apisphen Bedingungen an die dul3ere
Zellmembran geflippt wird und somit ohne Permealdhung mittels Annexin-V geféarbt
werden kann (Burlacu, 2003; Galluzzi et al., 20&R;tter, 2000; Vucic et al., 2011). Hek
293 T- und Hela-Zellen wurden zunéchst wie obenchmésben ausgesaht. Zum
geeigneten Zeitpunkt erfolgte anschlie3end die @#tion mit 2 uM Staurosporin fir 6
Stunden, um Apoptose auszuldsen. Die Zellen wurbermit PBS und dann mit 1x
Annexin-Puffer (Biolegend) gewaschen. Die Farbuniglgte mittels Annexin-V-FITC
(Biolegend) fur 5 Minuten bei Raumtemperatur im kein. Anschlie3end wurden die
Zellen wieder zweimal mit Annexin-Puffer gewaschemd mit 0,5 % Paraformaldehyd
(PFA)/Annexin-Puffer fir 20 Minuten unter Ausschdugon Licht fixiert. Die weitere
Farbung erfolgte wie oben beschrieben. Die AnatleeFluoreszenzintensitat erfolgte mit
ImageJ nach (Burgess et al., 2010; Gavet, Pind§);, Botapova et al., 2011).

3.2.2.16. Durchflusszytometrie

Um zu Uberprufen, ob ein veranderter Zelltod vadehte, wurde auch die Methode der
Durchflusszytometrie angewendet. Daflir wurden Hebder SW707-Zellen ausgesaht
und mit eGFP markierten Proteinen transfizier(2.2.4.). 48 Stunden nach Transfektion
wurden die Zellen mit Staurosporin stimuliert (2.2.6.) und anschliel3end trypsiniert (s.
2.2.2.2.), wobei jeweils Medium und PBS aufgefangemden. Nach 5 - 10 Minuten

wurde PBS zu den abgeldsten Zellen gegeben urslwaiésler aufgefangen. Nachdem die
Zellen bei 210 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert werd wurden sie in 1x Annexin-Puffer
gewaschen und anschliel3end fur 15 Minuten mit Am¥XAPC (Biolegend) gefarbt.

Nach einmaligem Waschen mit 1x Annexin-Puffer warddie Zellen in 200 pl 1x

Annexin-Puffer mit 7-AAD (Bioscience) als Farbungr ftote Zellen resuspendiert.

Anschlie3end wurden die Zellen tber ein BD FACS¥eamsd FlowJo Software analysiert.

3.2.2.17. Farbung von reaktiven Sauerstoffspezies

Um zu Uberprufen, ob eine vermehrte Produktion \Reaktiven Sauerstoffspezies
vorliegt, wurden die Zellen mit MitoSox (LifeTechogies) gemal den Herstellerangaben

gefarbt. Dafur wurde 5 uM MitoSox ins Medium deil&e gegeben und fur 10 Minuten
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bei 37 °C und 5 % CfPweiter kultiviert. Anschlie3end wurde wie oben ddegeben mit 1x
PBS gewaschen und die Zellen mit 1x Trypsin/EDTAeabst. Die Zellen wurden einmal
abzentrifugiert und dann in FACS-Buffer (Tab. 1@fgenommen und unmittelbar mit
dem BD FACSVerse analysiert.

3.2.3. Elektrophysiologie

3.2.3.1.Mikroinjektion von Xenopus laevis Oozyten

Xenopus laeviDozyten wurden bei Ecocyte bestellt. Zur Mikroktien wurde eine
geeignete Glaskapillare gezogen und pro Oozyte dL®NA injiziert. Bei Mischungen
mehrerer Konstrukte wurde auch maximal 10 ng iaejizund gegebenenfalls mit DEPC-
Wasser das Volumen aufgefillt. Die injizierten Oenywurden bei 17 °C in ND-96 (Tab.
10), versetzt mit 50 pg/ml G418, gelagert.

3.2.3.2. Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Zur Messung der Strome wurden dénopus laevi©ozyten drei Tage nach Injektion
analysiert. Die Spannungsklemme erfolgte mit TUFB&-05X amplifier (npi electronics)
und wurde gemdall Abbildung 11A aufgebaut. Zur Referéir Spannungs- und
Stromstarkeelektrode wurde eine 3 M KCI-Losung bethwelche tber Agarbricken (1 M
KCl in 1 % Agarose) mit dem ND-96-Bad der Oozyterbumden war. Als
Qualitatsmerkmal der Glaspipetten wurde darauf lyfeac dass diese wéahrend der
gesamten Messung einen Widerstand zwischen 0,5 2ntMQ hatten. Mit der
Spannungselektrode wurde das Ruhepotential auf m80gehalten und wahrend der
aktiven Klemme in 20 mV Schritten fir 2,5 Sekundién Spannung zwischen — 80 und 40
mV verandert (Abb. 11B). Als Abschluss wurde @iail-Current bei — 30 mV fur 250
Millisekunden gemessen. Die gemessenen Strome wunthit pClamp8 (Axon

Instruments) aufgenommen.
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Abbildung 11: Aufbau der Zwei-Elektroden-Spannungsaielle. (A) Aufbau der Spannungsklemm@ie
Xenopus laevi©ozyten wurden stetig in ND-96 gehalten und diessétimg erfolgte bei Raumtemperati) (
Clamp-Protokoll der Spannungsklemme. Die blaue Linie tstehi 2,0 Sekunden und zeigt den Punkt zur

Analyse derSteady-Stat€&urrents. Die grine Linie zeigt bei 2,3 Sekundem Eankt zur Analyse défail-
Currents

‘ Stativ ‘

3.2.3.3. Datenanalyse der Spannungsklemme

Die Daten der Spannungsklemme wurden mit Origin®rb analysiert.Steady-State
Analysen geben an, wie viel lonen zum ausgewaldtstpunkt Gber den Kanal strémen,
womit sich der gesamte lonenfluss verschiedenerakearvergleichen lasst. Daflr
normalisiert man Stréme bei 2,0 Sekunden bei 40 an¥ den Referenzstrom (zum
Beispiel Wildtyp (WT) Kv7.1). DieTail-CurrentAnalyse zeigt die Funktionalitat der
vermessenen Kanale an. Da @rampProtokoll (Abb. 12B) von zum Beispiel 40 mV auf
— 30 mV gewechselt wird, muss der Kanal sich inadten. Gleichzeitig werden aber auch
Strome gemessen, bei dem man von — 80 mV auf —\BGpningt. Somit aktiviert der
Kanal in dieser Phase. In der gesamten Analyse kaam dann bei 2,3 Sekunden die
verschiedenen Aktivierungs- und Inaktivierungsphader Kanéle messen und somit auf
die Funktionalitat des Kanals rickgeschlossen werden dies durchzufuihren wurden die
Strome zunéchst auf den Mittelwert der Strome Bemd/ bei 2,3 Sekunden normalisiert.

Fur diese wurde dann die Stromstarke gegen dierbpgngeblotet, welcher dann mit der

Boltzmann-Funktion gefittet wurde. Diese Boltzmdfumktion lautel = A1+1‘&,§5 + A,,

1+e

wobei | fir denPeakcurrent A; fir die maximalePeakconductange?, fur die minimale
PeakconductangeVo s fur die halbmaximale Aktivitdt und k fur deBlopefaktorstehen.
Die halbmaximale Aktivitat reprasentiert dann digaBnung, zu der 50 % des Kanals
geo6ffnet sind.
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4. ERGEBNISSE

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

In Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit wurde festgjéis dass Kv7.1 zu zwei C-terminalen
Fragmenten, welche CTF1 und CTF2 genannt wurdezepsiert wird (Doktorarbeit von

"
i

CTF2
(D459)

C~—" |
Abbildung 12: Topologie des Kv7.1.

Das CTF1-Fragment von Kv7.1 kann bei ungefahr 4@ kid Western Blot detektiert
werden (Abb. 13). Fur das CTF2-Fragment wurde espaftat an Position 459 in Kv7.1
fur die Fragmentierung zum CTF2 verantwortlich gemta(Doktorarbeit C. Raab). Ob
wirklich nur das D459 in Kv7.1 fir den Schnitt zuBTF2 wichtig ist, wurde in dieser
Arbeit noch einmal Gberpruft (Abb. 13).
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Abbildung 13: Kv7.1 wird an D459 zum CTF2 prozessi¢. HeLa-Zellen wurden transient mit Wildtyp
(WT) Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-S457A-myc (S457A), KvFM458A-myc (V458A), Kv7.1-D459A-myc
(D459A), Kv7.1-G460A-myc (G460A), Kv7.1-Y461A-mycY461A) und Kv7.1-D462A-myc (D462A)
transfiziert und mittels Western Blot untersuchhtidnsfizierte Zellen dienten als NegativkontrolBF1:
C-Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragr2en

Der Western Blot zeigte das typische BandenmusiarWildtyp (WT) Kv7.1 mit einer
Bande bei 70 kDa, die dem unprozessierten Kv7.4peicht. Weiterhin wurde das CTF1-
Fragment bei 40 kDa und das CTF2-Fragment bei 28 &Btektiert. Nur wenn das
Aspartat an Position 459 zu einem Alanin verandende (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, daaspasen fur die Fragmentierung von
Kv7.1 zum CTF2 verantwortlich sind (Doktorarbeitrv€. Raab). Es wurde aber nicht
geklart, welche Caspase den Kv7.1 zum CTF2 praagssCaspasen kénnen in
Entzindungs-, Effektor- und Initiatorcaspasen ueikrwerden, wobei Caspase-1 eine
Entzindungscaspase, Caspase-2, -3 und -7 Effegpasan und Caspase-8 eine
Initiatorcaspase darstellt (Tab. 3). Um zu untensag welche Caspase den Kv7.1
prozessieren kann, wurden in Kv7.1 stabil transfiei Hek 293 T-Zellen Caspase-1, -2, -3,

-7 und -8 transfiziert (Abb. 14).
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Abbildung 14: Verschiedene Caspasen kénnen Kv7.1 auCTF2 prozessierenHek 293 T-Zellen, die
Kv7.1-myc stabil exprimieren, wurden zusatzlich @éspase-1, -2, -3, -7 und -8 transfiziert und imesW#rn
Blot untersucht. Untransfizierte und mit eGFP tfamsrte und stabil exprimierenden Kv7.1-myc Hel3ZB-
Zellen dienten als Kontrolle. Eine reprasentativiobildung von vier verschiedenen unabhangigen
Experimenten ist gezeigt. eGRFEhhanced green fluorescent prote@irF1: C-terminales Fragment 1. CTF2:
C-terminales Fragment 2.

Im Western Blot war fir Kv7.1 das typische Bandestau zu erkennen, bei dem eine
Bande bei 70 kDafll-length Kv7.1), 40 kDa (CTF1) und 25 kDa (CTF2) detektiert
werden konnte. Bei Uberexpression von Kv7.1 zusammié allen untersuchten Caspasen
konnte im Vergleich zur Ko-Expression von Kv7.1 @@&FP ein Anstieg der CTF2-Bande
detektiert werden. Demnach scheinen verschiedespaSan in der Lage zu sein, den

Kv7.1 zum CTF2 zu prozessieren.

Da der Kv7.1 zum CTF2 am Aspartat 459 von Caspasspalten wird (Abb. 13, 14),
kann die Proteolyse immer dann eine Bedeutung bmea, wenn Caspasen aktiv sind
(Abb. 15).
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Abbildung 15: Ubersicht zu potentiellen Funktionender Proteolyse des Kv7.1.

Aktive Caspasen sind zum Beispiel bei Entzindurggsgssen, sowie wahrend der
Apoptose zu finden (Gill et al., 2002; Grutter, @D0Qiang et al., 2001; Merkle et al., 2007,
Moorjani et al., 2006; Nicholson, 1999; Shiozakij,2004; Thornberry et al., 1992; Yang
et al., 2013). Zuné&chst wurde die Prozessierundge@sl wahrend Entziindungsprozessen

untersucht.

4.2. Eine Rolle der Proteolyse von Kv7.1 in Entziindungspzessen?

Uberexpressionsexperimente zeigten, dass Kv7.1 soohCaspase-1, der wichtigsten
Entziindungscaspase, zum CTF2 prozessiert werden(Rdnp. 14). Somit stellte sich die
Frage, ob Kv7.1 wahrend Entziindungsprozessen ventagespalten wird. Da Kv7.1 vor
allem im Herzen exprimiert wird (Jentsch, 2000),raeu die Proteolyse von Kv7.1 in
Entzindungsprozessen im Herzen untersucht. Um dénlammation im Herzen
auszulésen, kann man Mause mit dem Coxsackie BsV{@BV) infizieren (Brunetti,
DeSantis, 2008; Goudevenos et al., 1990; Hori.etl8B1; Joy et al., 1990; Karavidas et
al., 2011; Spotnitz, Lesch, 2006). Durch die Koagpien mit der Arbeitsgruppe voDr.
med. Mark Ludde (Klinik fir Innere Medizin Ill: Kéiplogie und Angiologie, UKSH, Kiel)
wurden Lysate von Mausherzen, die vorher mit CB¥ziert wurden, zur Verfigung
gestellt. Diese Lysate wurden hinsichtlich der Bssterung des Kv7.1 zum CTF2
untersucht (Abb. 16).
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Abbildung 16: Im murinen Herzen kann nach CoxsackieB Virus (CBV)-Injektion keine vermehrte
Prozessierung zum CTF2 determiniert werdenWestern Blot von Herzlysaten von Mausen, welche mit
Coxsackie B-Virus (CBV) infiziert wurden. Zur Kootte wurden Kv7.1-defiziente Herzlysate (Kv7-lund
Lysate von HL-1-Zellen, die entweder mit 4 uM Staporin (HL-1 + STS) oder mit DMSO (HL-1 - STS)
behandelt wurden, mitgefuihrt. Asterisk deutet andjpezifische Banden des C-terminalen Kv7.1-Antikésp
hin. CTF2: C-Terminales Fragment 2.

Zur Detektion des endogenen Kv7.1 in murinen Heatign im Western Blot wurde ein
Antikdrper genutzt, der Kv7.1 an den letzten 18 Aosduren erkennt. Mit diesem
Antikorper wurde die unprozessierte Form des Kwéilungefahr 70 kDa erkennbar. Das
CTF1-Fragment, was bei circa 40 kDa im Western Blotsehen sein sollte, war auf
endogener Expressionsebene im murinen Herzen rageni Kv7.1-Antikérper nicht
detektierbar. Mit Hilfe des Kv7.l-defizienten Heemgebes konnten drei unspezifische
Banden bei ungefahr 55, 35 und 25 kDa, welche méne Asterisk gekennzeichnet sind,
detektiert werden. Um das CTF2-Fragment sicher igsén Blot erkennbar zu machen,
wurden parallel HL-1-Zellen mit dem Apoptose aushiden Staurosporin (STS)
stimuliert (Hirobe, 1994; Maeno et al., 2000; Nakag et al., 2000; Wang et al., 2008).
Die HL-1-Zelllinie ist eine Kardiomyozytenzellliniedie Kv7.1 auf endogener Ebene
exprimiert. Durch die Stimulation der HL-1-ZellentrStaurosporin (STS) wird Apoptose
ausgelost, wodurch das CTF2-Fragment des Kv7.1cibea 25 kDa im Vergleich zu
Kontroll-behandelten HL-1-Zellen im Western Blotlgibar wird. Betrachtet man die
CTF2-Banden des Kv7.1 in den murinen Herzlysatenkante weder mit, noch ohne
CBV-Behandlung der Mause das CTF2-Fragment von Kdétektiert werden. Demnach
scheint es, dass die Prozessierung des Kv7.1 wdiligetziindungsprozessen keine Rolle
spielt. Deshalb wurde in den folgenden Versuchenkiefluss von Kv7.1 auf Apoptose

untersucht.
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4.3. Eine Rolle von Kv7.1 wahrend der Apoptose

4.3.1. Die Kanalaktivitat von Kv7.1 treibt Zellen in die Apoptose

Viele spannungsabhéangige Kaliumkanale sind fir Riechfihrung der Apoptose von
Bedeutung, indem sie die apoptotische Volumenreoluktermitteln (Maeno et al., 2000;
Shimizu et al., 2007). Diese apoptotische Voluméak&on fihrt zum Schrumpfen der
Zelle wahrend der Apoptose. Dies ist eine Voraussef, damit Caspasen Uberhaupt
wahrend des programmierten Zelltodes aktiv werdimgn (Felipe et al., 2006; Maeno et
al., 2000; Shimizu et al., 2007). Somit stelltehsdie Frage, ob auch Kv7.1, wie viele
andere spannungsabhangige Kaliumkanéle, in der isag#en programmierten Zelltod zu
beeinflussen. Der potentielle Einfluss von Kv7.1 Apoptose konnte dann entweder Gber

die Kanalaktivitat von Kv7.1 und/oder Uber die Rayse vermittelt werden.

Zunachst sollte die Frage beantwortet werden, ofd.Kwen programmierten Zelltod
Uberhaupt verandern kann. Um einen ersten Eindruakhalten, wurde Kv7.1 in SW707-
Zellen transfiziert. SW707-Zellen wurden genuta, dies eine kolorektale Krebszelllinie
ist, die ein leicht erhbhtes Membranpotential aiser (Yang, Brackenbury, 2013). Dieser
Anstieg des Membranpotentials kann die Kanalaldiwbn Kv7.1 leicht steigern. Wirde
Kv7.1 einen Einfluss auf Apoptose nehmen, so missté Expression von Kv7.1 sich die
Anzahl der apoptotischen Zellen, welche mit AnneXigefarbt wurden, verandern (Abb.
17).
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Abbildung 17: Die Expression von Kv7.1 erhéht Apoptse in SW707-ZellenSW707-Zellen wurden mit
Kv7.1-eGFP transfiziert und 48 Stunden spater fiBténden mit DMSO oder 2 uM Staurosporin (STS)
behandelt. Die dargestellte Analyse vergleicht diansfizierten Zellen (Kv7.1-eGFP) gegen die
untransfizierten Zellen (eGFP Die Statistik wurde mittels zweiseitigem unpgarh student’s t-Test
ermittelt und ab p < 0,05 als signifikant angeseh#r0,001 < p < 0,01. *** p > 0,001. eGFRenhanced
green fluorescent protein

Die Expression von Kv7.1-eGFP erhohte im Vergledohden untransfizierten Zellen die
Anzahl der apoptotischen Zellen. Dieser Effekt waabhangig der Exposition mit dem
Apoptose-auslosenden Staurosporin. Somit ist gexaigden, dass die Expression von

Kv7.1 Apoptose beeinflussen kann. Es sollte weitettersucht werden, ob die
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Kanalaktivitdt von Kv7.1 eine Rolle wahrend der ppmse spielt. Um dies festzustellen,
wurde eine Kanal-inaktive Mutante von Kv7.1 genufzieses Kv7.1-Konstrukt enthalt
eine Mutation am Aspartat 317 in Kv7.1 (Kv7.1-D3)7Awobei D317 im
Selektivitatsfilter von Kv7.1 liegt (Abb. 2). Durathen Austausch von Aspartat zu Alanin
in Kv7.1-D317A ist die gesamte Kanalaktivitdt vomK1l aufgehoben. Vergleicht man die
Anzahl der apoptotischen Zellen bei Expression ibestiven Kv7.1-D371A mit der
Anzahl an apoptotischen Zellen nach eGFP-Expressmerhélt man einen Einblick, wie
viele Zellen durch die Expression eines Kv7.1-Kanges ohne Kanalfunktion entstehen.
Im Gegenzug kann der Vergleich der Apoptoseratesa@van WT Kv7.1 und inaktivem
Kv7.1-D317A einen Einblick geben, in wie weit dieakalfunktion von Kv7.1 einen
Einfluss auf Apoptose nimmt. Daher wurden eGFP, K¥¥.1-eGFP und Kv7.1-D317A-
eGFP in SW707-Zellen transfiziert und die Anzahl d@optotischen Zellen mittels

Annexin-V-Farbung untersucht (Abb. 18).
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Abbildung 18: Die Kanalaktivitat von Kv7.1 fordert Apoptose.SW707-Zellen wurden mit eGFP, Kv7.1-
eGFP und Kv7.1-D317A-eGFP transfiziert und 48 Seimdpater fir 6 Stunden mit DMSO oder 2 uM
Staurosporin (STS) stimuliert. Die Statistik wurdeittels One-Way-Anovagefolgt von Bonferroni’s
multiplen Vergleichstest ermittelt und ab p < 0405 signifikant angesehen. * 0,81p < 0,05. ** 0,001< p
< 0,01. eGFPenhanced green fluorescent protein

Die Expression der Kanal-inaktiven Mutante Kv7.1138 erhdhte im Vergleich zu den
eGFP transfizierten Zellen die Anzahl der apoptbies Zellen. Dennoch zeigte sich bei
Expression des Kanal-inaktiven Kv7.1-D317A im Veigh zu WT Kv7.1 unter allen
gemessenen Bedingungen eine leichte, signifikargdukkion der apoptotische Zellen.
Demnach kann die Kanalfunktion von Kv7.1 nach Ukgression von Kv7.1 in SW707-

Zellen einen geringen Einfluss auf Apoptose nehmen.

Um weiter zu verifizieren, dass der Kv7.l-bedingtaliumfluss Auswirkungen auf
Apoptose hat, musste der Einfluss der Kanalaktiwi@n Kv7.1 auf Apoptose unter
endogener Expression des Kv7.1 analysiert werdaflrDwurde die HL-1-Zelllinie

genutzt. Diese murine Kardiomyozytenzelllinie zeaich unter basalen Bedingungen
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einen Kaliumausstrom durch Kv7.1, der mit Chroma2@BB (C293B) inhibiert werden

kann (Bachmann et al., 2001; Fujisawa et al., 2@y et al., 2001). Unter Behandlung
der Zellen mit Chromanol 293B (Inhibition von Kv7uhd KCNE1) und Staurosporin

kann der Einfluss der endogenen Kanalaktivitat Koid.1 auf Apoptose bestimmt werden
(Abb. 19).
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Abbildung 19: Die Hemmung der Kanalaktivitat von Kv7.1 fihrt zu weniger Apoptose.Die HL-1-
Zellen wurden zunéachst fiir 2 Stunden mit 10 uM @Gtaool 293B (C293B) inhibiert und darauffolgend fiir
6 Stunden mit DMSO oder 4 uM Staurosporin (STShuliiert. Die Statistik wurde mittel®ne-Way-Anova
gefolgt von Bonferroni’'s multiplen Vergleichstestrattelt und ab p < 0,05 als signifikant angesete®01
<p <0,05.

Die Behandlung mit Chromanol 293B (C293B) zusammm#nStaurosporin verminderte
die Anzahl der apoptotischen Zellen signifikant. Alve Chromanol 293B ohne
Staurosporin genutzt wird, gab es keine Verandeilander Anzahl der apoptotischen
Zellen. Da Chromanol 293B die Kanalfunktion von Kiinhibiert, ist es mdglich, dass

die Kanalaktivitat von Kv7.1 einen Einfluss auf Agpose nimmt.

Soweit ist durch Inhibition gezeigt worden, dass7Kvmit seiner Kanalaktivitat Apoptose
beeinflussen kann. Demnach sollte eine Mutante Wurv.1l, die eine erhdhte
Kanalfunktion von Kv7.1 zeigt, mehr Apoptose austisKv7.1-D459A ist eine Mutante
von Kv7.1 (Abb. 14), die bei Ko-Expression mit KCNEine erhdohte Kanalaktivitat
ausweist (Doktorarbeit von C. Raab). Wirde alsokdiealfunktion von Kv7.1 Apoptose
beeinflussen kénnen, mussten bei der Expression Kioh1-D459A mit KCNE1 im
Vergleich zu WT Kv7.1, welches mit KCNE1 ko-exprarti wird, die Anzahl der
apoptotischen Zellen steigen (Abb. 20).
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Abbildung 20: Die Mutation D459A in Kv7.1 verstéarkt Apoptose. SW707-Zellen wurden mit Kv7.1-
eGFP zusammen mit KCNE1 (Kv7.1-eGFP + KCNE1) oder.K-D459A-eGFP zusammen mit KCNE1
(Kv7.1-D459A-eGFP + KCNE1) transfiziert und 48 Slen spater mit DMSO oder 2 UM Staurosporin
(STS) fur 6 Stunden stimuliert. Die Statistik wuntiétels einseitigem unpaarigestudent’st-Test ermittelt
und mit p < 0,05 als signifikant angesehen. * Gsqil< 0,05. ** 0,00k p < 0,01
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Die Expression von Kv7.1-D459A zusammen mit KCNE@QGate im Vergleich zu WT
Kv7.1, welches mit KCNE1 ko-exprimiert wird, untaien getesteten Bedingungen die
Anzahl der apoptotischen Zellen. Da Kv7.1-D459A KetExpression mit KCNE1 mehr
Kanalaktivitat als WT Kv7.1, welches mit KCNE1 kgpgimiert wird, zeigt (Daten nicht
gezeigt), konnte der Kv7.1-D459A-bedingte Anstiag apoptotischen Zellen tber die
erhohte Kanalfunktion von Kv7.1-D459A vermittelt rden.

Um zu verifizieren, dass Kv7.1-D459A wirklich Apase erhdhen kann, wurde diese
Kv7.1-Mutante nicht nur nach transienter Expressigondern auch nach stabiler
Expression in Hek 293 T-Zellen untersucht. Bei sranten Transfektionen kommt es
haufig zu ungewollter, indirekter Auslosung von Apmse durch Uberexpression des
jeweiligen DNA-Konstruktes. Es wurden zwei Hek ZBZelllinien, die WT Kv7.1-myc

und Kv7.1-D459A stabil exprimieren, etabliert (Dataicht gezeigt). Apoptose wurde
nach Applikation mit Staurosporin zunachst in damiunofluoreszenzfarbung in diesen

zwei Zelllinien untersucht (Abb. 21).
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Abbildung 21: Kv7.1-D459A zeigt mehr Annexin-FITC-Farbung. (A) Mit Kv7.1-myc stabil transfizierte
Hek 293 T-Zellen (WT) wurden fir 6 Stunden mit 2 |[Bthurosporin (STS) stimuliert. Mal3stab steht fir 5
pum. B) Mit Kv7.1-D459A-myc stabil transfizierte Hek 293Zellen (D459A) wurden fur 6 Stunden mit 2
MM Staurosporin (STS) stimuliert. MaRstab steht Simum. C) Auswertung der korrigierten totalen
Zellfluoreszenzintensitat nach (Burgess et al.,02@avet, Pines, 2010; Potapova et al., 2011).Siadistik
wurde mittels einseitigem unpaarigestudent’st-Test ermittelt und eine Signifikanz wurde ab 005
festgesetzt. * 0,0% p < 0,05.

Die Kv7.1-D459A-myc stabil transfizierten Zellen igen signifikant hohere
Fluoreszenzintensitaten von Annexin-V-FITC im Veigh zu den mit WT Kv7.1 stabil
transfizierten Zellen. Der Anstieg an Fluoreszetizdlt spricht fir einen Anstieg an
Apoptose. Um dieses Ergebnis aus der Immunofluereg@rbung zu verifizieren, wurden
die mit WT Kv7.1 oder Kv7.1-D459A stabil transfidien Zellen mit Annexin-V-APC
gefarbt und in der Durchflusszytometrie hinsichitlsler 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 fur 6 8tlen mit DMSO oder 2 pM Staurosporin (STS)
stimuliert. Die Statistik wurde mittels unpaarigemseitigemstudent’st-Test ermittelt und mit p < 0,05 als
signifikant angesehen. * 0,&lp < 0,05.
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Ohne Staurosporinexposition war in den mit WT Kvifigc oder Kv7.1-D459A-myc
stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen keine Veréanahg der Apoptoserate zu bemerken.
Wurden die Zellen zusatzlich mit dem Apoptose-asehilen Staurosporin behandelt, so
erhohte die Expression von Kv7.1-D459A im Verglemh WT Kv7.1 die Anzahl der
apoptotischen Zellen. Die Kanalaktivitat von KvD259A ist nur nach Applikation mit
Staurosporin hoher als die Kanalfunktion von WT Kv{Doktorarbeit von C. Raab).
Demnach kodnnte dieser Unterschied an Kanalaktivdég verdnderte Anzahl der

Apoptoserate bedingen. Somit scheint der Kv7.1-uiteglte Kaliumefflux pro-apoptotisch

sein.

Zusammengefasst ist gezeigt worden, dass Apoptlash die Expression einer inaktiven
Kv7.1-Mutante (Kv7.1-D317A) (Abb. 18), sowie durden pharmakologischen Block der
endogenen Kanalaktivitdt von Kv7.1 (Abb. 19) vegert werden konnte. Weiterhin wird
durch eine Mutante von Kv7.1 (Kv7.1-D459A), die gegjber WT Kv7.1 eine verstarkte
Kanalaktivitat zeigt, auch mehr Apoptose ausgeldbb. 20 — 22). Demnach scheint die
Kanalfunktion von Kv7.1 einen geringen Einfluss &optose zu haben, so wie es auch
Duranton und Kollegen 2010 in einer Nierenzelllihgschrieben (Duranton et al., 2010).

4.3.2. Untersuchung zum Einfluss des CTF2 von Kv7.1 auf Agptose

Zunachst wurde untersucht, ob die Kanalaktivitat ¥w7.1 einen positiven Einfluss auf
Apoptose nehmen kann. Weiterfilhrend sollte anatysmeerden, ob die Caspasen-
abhangige Proteolyse von Kv7.1 eine Rolle im progrgerten Zelltod einnimmt. Bei der
Proteolyse von Kv7.1 zum CTF2-Fragment (Abb. 14)dwdieses Fragment ins Zytosol
abgegeben (Abb. 15). Im Zytosol ist das CTF2-Fragmren Kv7.1 dann in der Lage, in

den Zellkern zu translozieren, wo es moglicherwdiseExpression von Genen beeinflusst
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(Doktorarbeit von C. Raab). Wirde das CTF2-FragnmBatExpression von Apoptose-
regulierenden Proteinen verandern, so hatte derlKmigcht nur mit seiner Kanalaktivitat
einen Einfluss auf Apoptose, sondern auch mit deisEtzung des CTF2-Fragmentes. Um
zu untersuchen, ob das CTF2-Fragment von Kv7.1 fgsepbeeinflussen kann, wurde

dieses Fragment von Kv7.1 in den pFrog3-Vektor ididr{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 Apoptoseuntersuchen, wurden HelLa Zellen

transient mit Kv7.1-CTF2-myc transfiziert und misténnexin-V-FITC die apoptotischen
Zellen gefarbt (Abb. 24).
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Abbildung 24: Die Expression vom CTF2 des Kv7.1 venindert Annexin-V-FITC-Farbung. Hela-
Zellen wurden transient mit Kv7.1-CTF2-myc (CTF2ephyransfiziert und 48 Stunden spater fir 6 Stunden
mit 2 uM Staurosporin stimuliert. Der Mal3stab eritdg 5 um (links). Die Auswertung der Farbung &gfe
nach (Burgess et al., 2010; Gavet, Pines, 201(poot et al., 2011). Die Statistik wurde mittelsnda
Whitney-U getestet, nachdem drei verschiedene TastsNormalverteilung fehlgeschlagen sind. Eine
Signifikanz wurde mit p < 0,05 angelegt. * 08D < 0,05 (rechts).

Die transient mit Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) trazsfirten HelLa-Zellen zeigten eine
erniedrigte Fluoreszenzintensitat im Vergleich a&n dintransfizierten HelLa-Zellen. Dies
deutet auf eine Verringerung der Apoptose durchr&gon von Kv7.1-CTF2-myc an.
Um diesen negativen Einfluss des CTF2-Fragmenteski¥.1 auf Apoptose weiter zu
bestatigen, wurden HelLa-Zellen transient mit KVZIF2-eGFP transfiziert und mit

Annexin-V-APC die Anzahl der apoptotischen Zellertausucht (Abb. 25).
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Abbildung 25: Die transiente Expression des Kv7.1-TF2-eGFP vermindert Apoptose.HelLa-Zellen
wurden transient mit Kv7.1-CTF2-eGFP transfiziend 8 Stunden spater fiir 6 Stunden mit DMSO oder 2
UM Staurosporin (STS) behandelt. Die Statistik veundit einseitigem unpaarigestudent’st-Test ermittelt
und mit p < 0,05 als signifikant definiert. * 0,8Ip < 0,05.

Die mit Kv7.1-CTF2-eGFP exprimierenden Zellen zemgunter Staurosporinbehandlung
etwas weniger Apoptose als die eGFP exprimierentigien. Die Kontroll-behandelten

Zellen zeigten keinen Unterschied in der Apoptose.

Soweit deuten die bisherigen Ergebnisse an, das€@&2-Fragment von Kv7.1 vielleicht
einen geringen Effekt auf Apoptose nimmt. Durch &fbeiten in der Arbeitsgruppe war
bekannt, dass das CTF2-Fragment in den Zellkenslvaieren kann (Doktorarbeit von C.
Raab). Da das CTF2-Fragment von Kv7.1 Uber einep&am-abhangige Proteolyse
entsteht (Abb. 14), wird diese Fragment unter apggthen Bedingungen gebildet. Um
nun zu untersuchen, ob das CTF2-Fragment auch wnélter Apoptose im Zellkern zu

finden ist, wurden die mit Kv7.1-CTF2-myc stabianisfizierten Hek 293 T-Zellen mit

Staurosporin behandelt und die Kernlokalisation WwY.1-CTF2-myc mittels Western

Blots Uberpruft (Abb. 26).
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Abbildung 26: Die subzelluldre Lokalisation von KvZ1-CTF2-myc unter apoptotischen Bedingungen.
(A) Stabil mit Kv7.1-CTF2-myc transfizierte Hek 293 Eilen wurden fir eins, drei oder sechs Stunden mit
2 pM Staurosporin (STS) behandelt und mittels WasBdots untersucht. Untransfizierte und mock (mo)
behandelte Proben dienten als Negativkontrolle. reprasentatives von drei unabhangigen Versuctten is
gezeigt. B) Densiometrische Analyse von drei unabhéngigen eBmmgnten der Kv7.1-CTF2-
Bandenintensititdt normalisiert auf die Bandenist&t vonp-Tubulin (zytosolisch) beziehungsweise SP-1
(nuklear).
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Die Western Blot Analyse ergab, dass Kv7.1-CTF2-mnyter apoptotischen Bedingungen
nicht degradiert wurde, da im Totallysat keine Afima von Kv7.1-CTF2-myc zu notieren
war. Die hochste Kernlokalisation von Kv7.1-CTF2anyeigte sich nach einer
einstindigen Stimulation mit Staurosporin, wobeicmalangerer Behandlung mit
Staurosporin die Kernlokalisation von Kv7.1-CTF2enwieder abnahm. Im Zytosol
nimmt die Expression von Kv7.1-CTF2-myc Uber deitrdam von ein bis sechs Stunden
Staurosporinbehandlung ab. Somit ist das CTF2 wéhAgpoptose exprimiert und zum

Teil auch im Zellkern vorhanden.

4.3.3. Mechanistische Untersuchungen zur potentiellen anapoptotischen

Funktion des CTF2

Nachdem festgestellt wurde, dass das CTF2-Fragmaecth wahrend der Apoptose im
Zellkern vorhanden ist, sollte weiterfihrend untetd werden, wie das CTF2-Fragment
von Kv7.1 Apoptose mdoglicherweise beeinflussen ké&ndunachst wurde Uberprift, ob
das CTF2-Fragment die Expression von apoptotisélarkern verédndern kann. Dafur
wurde die RNA-Expression von Genen, die Apoptosarifleissen, in Kv7.1-CTF2-myc

stabil transfizierten Zellen im Vergleich zu Vektimansfizierten Zellen untersucht (Abb.

27).
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Abbildung 27: Das CTF2-Fragment von Kv7.1 vermindet die mRNA-Expression vonBAX und BAK.

Mit Vektor oder Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) stabibtrsfizierte Hek 293 T-Zellen wurden mittels gRT-
PCR auf die Expression voBAX BAK und BCL-2 untersucht. Die Statistik wurde mit einseitigem
unpaarigem Mann-Whitney-U ermittelt, nachdem drest§ zur Normalverteilung fehlgeschlagen waren, und
eine Signifikanz ab p < 0,05 festgelegt. * 00f < 0,05. ** 0,00k p < 0,01.

Die qRT-PCR zeigte, dass Kv7.1-CTF2-myc in der Lage, die mRNA-Expression von
BAXundBAK signifikant zu verringern. Kv7.1-CTF2-myc hattebdakeinen Einfluss auf
die Expression voBCL-2 Zur Verifizierung wurde ebenfalls die Proteineagsion von

BCL-2, BAX und BAK in den mit Kv7.1-CTF2-myc stalilansfizierten Hek 293 T-Zellen

untersucht (Abb. 28).
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Abbildung 28: Die Expression von Kv7.1-CTF2-myc vemindert die Expression von BAX und BAK
auf Proteinebene.(A) Mit Vektor oder Kv7.1-CTF2-myc stabil transfizierHek 293 T-Zellen wurden
mittels Western Blot auf die Expression auf BAX, BAind BCL-2 analysiert. Vektor transfizierte Zellen
dienten als Kontrolle. Ein reprasentatives von drgiabhéngigen Experimenten ist gezeigB) (
Densiometrische Auswertung von drei unabhangigersihen der Bandenintensitat von BAX, BAK und
BCL-2 normalisiert auf die Bandenintensitat v@sAktin der mit Vektor oder Kv7.1-CTF2-myc stabil
transfizierten Hek 293 T-Zellen. Die Statistik wardhittels einseitigem unpaarigestudent’st-Test ermittelt
und p < 0,05 als signifikant angesehen. * Gsqi< 0,05.

Die Analyse des Western Blots zeigte, dass die tleggulation von Kv7.1-CTF2-myc
auf BAX und BAK auch auf Proteinebene bemerkbardguEine Regulation vom Kv7.1-
CTF2-myc auf BCL-2 war weiterhin nicht zu beobachtthsgesamt konnte so gezeigt
werden, dass das CTF2-Fragment Apoptose minimaingert und die Expression von
BAX und BAK negativ beeinflusst.

Da die Proteolyse des Kv7.1 weder in Entzindungsgssen im Herzen noch wahrend der
Apoptose wirklich bedeutend zu sein scheint, gteflich weiterhin die Frage, wo die

Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 eine Rolle spiktemte.

4.4. Kv7.1 wird in gealterten Zellen starker zum CTF2 prozessiert

Da eine vermehrte Aktivierung von Caspasen im ggait Herzen beschrieben worden
ist (Condorelli et al., 2001; Li et al., 2002; M&xlet al., 2007; Pollack et al., 2002; Yang et
al., 1998) erschien es moglich, dass Kv7.1 in @ité€ardiomyozyten vermehrt zum CTF2
gespalten wird. Um den Einfluss von Alterung a#f Brozessierung von Kv7.1 zum CTF2
zu untersuchen, wurde Progerin, eine verkirzteavisei des Lamin A, genutzt (Coutinho
et al.,, 2009; Miller et al., 2013). Lamin A wird bln mehrere proteolytische Schnitte
maturiert. Wenn dabei der letzte Prozessierungsgsathes Lamin A aufgehoben wird,
akkumuliert farnesyliertes Pralamin A (Progerinatienten mit denHutchinson-Gilford

progeria Syndrom zeigen neben Progerinakkumulation Altesergcheinungen innerhalb
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von ein bis zwei Lebensjahren. Somit wurde gessklos dass die Expression von
Progerin Zellen vorzeitig altern kann. Um nun ztewsuchen, ob Alterung von Zellen die
Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 beeinflussen kamnmge Progerin stabil in Kv7.1-
myc stabil transfizierte Hek 293 T-Zellen transdizi Da Progerin in der Membran des
Zellkernes akkumuliert, wurde zur Kontrolle eineitere Zelllinie erstellt. Diese Zelllinie
exprimiert neben Kv7.1 ein eGFP-Konstrukt, welchase nukledre Lokalisationssequenz
(NLS) enthélt (NLS-eGFP). Die Expression von NLSFGund eGFP-Progerin wurde
nach Antibiotikaselektion in den mit Kv7.1-myc dafipstabil transfizierten Hek 293 T-

Zellen mittels Western Blots Uberprift (Abb. 29).
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Abbildung 29: Expressionsuberprifung der stabil transfizierten Zellen. Hek 293 T-Zellen, die Kv7.1
stabil exprimierten, wurden mit eGFP-Progerin bleargysweise NLS-eGFP transfiziert und mittels
Hygromycin B selektioniert. Die Kontrolle der eGPPagerin- und NLS-eGFP-Expression erfolgte mittels
Western Blot. Asterisk zeigt eine unspezifische dadesi-eGFP-Antikorpers.

Der Western Blot zeigte eine ausreichende Expresgio NLS-eGFP und eGFP-Progerin
in den mit Kv7.1-myc doppelt stabil transfiziertetek 293 T-Zellen. Daher wurde die
Analyse der mit NLS-eGFP/Kv7.1-myc (von hier an NeSFP transfizierte Zelllinie) und
eGFP-Progerin/Kv7.1-myc (von hier an eGFP-Progeriransfizierte Zelllinie)
transfizierten Hek 293 T-Zellen fortgeflihrt. Es derzunachst Gberprift, ob tUberhaupt
eine Alterung durch die Expression von eGFP-Progéri diesen Hek 293 T-Zellen
stattgefunden hatte. Dafir wurden zwei Kriteriemget, die dafir bekannt sind, bei
Alterungsprozessen anzusteigen: 1) eine vermehrteduRtion von reaktiven
Sauerstoffspezien und 2) ein verstarktes VorkomwmenApoptose (Miller et al., 2013).
Zuerst wurde analysiert, ob vermehrt reaktive Ssto#fspezies in den mit eGFP-Progerin
transfizierten Zellen auftreten. Zur Bestimmung aktiven Sauerstoffspezies wurde der
Farbstoff Mitosox genutzt (s. 3.2.2.17.). Mitosogigt bei Bindung von reaktiven
Sauerstoffspezien eine Fluoreszenz bei 594 nmeinDadirchflusszytometrie kann dann

bestimmt werden, wie viele Zellen reaktive Saudispezien gebildet haben (Abb. 30).
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Abbildung 30: Reaktive Sauerstoffspezien akkumuliegn in Hek 293 T-Zellen nach Progerin-
Expression. Anzahl an FITC und Mitosox positiven Zellen der NeGFP/Kv7.1-myc oder eGFP-
Progerin/Kv7.1-myc stabil transfizierten Hek 293 Z&Hen. Die Analyse erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Eine von drei unabhéngigepetinenten ist reprasentativ gezeigt. Statistikdeur
mittels unpaarigem einseitigestudent’st-Test ermittelt und mit p < 0,05 als signifikamtgesehen. ** 0,001
<p<0,01.

Es zeigte sich, dass eGFP-Progerin im VergleiciNiz8-eGFP die Anzahl der reaktiven
Sauerstoffspezien in den Hek 293 T-Zellen erhdb@mnach konnte die eGFP-Progerin-
Expression die Hek 293 T-Zellen gealtert haben.dies weiter zu tUberprufen, wurde das
Ausmal’ der Apoptose in diesen Hek 293 T-Zellenifnest Dafir wurden die mit eGFP-

Progerin und NLS-eGFP transfizierten Zellen mitugsdaporin behandelt und die Intensitat
der aktiven Caspase-3 als indirektes Mittel zumhMaas fur Apoptose im Western Blot

ermittelt (Abb. 31).
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Abbildung 31: Hek 293 T-Zellen zeigen mehr aktive @spase-3 unter Expression von eGFP-Progerin.
(A) Hek 293 T Zellen, welche stabil Kv7.1-myc und NeSFP beziehungsweise eGFP-Progerin
exprimieren, wurden entweder mit DMSO (mock) odet \nuM Staurosporin (STS) fur sechs Stunden
behandelt und darauffolgend einer Zelllyse und \festBlot unterzogen (links). Densiometrische
Auswertung von drei unabhéngigen Experimenten diemkitat der aktiven Caspase 3-Banden normalisiert
auf B-Aktin / NLS-eGFP der mit Staurosporin behandelteroben (rechts). Statistik wurde mittels
unpaarigem einseitigestudent’st-Test ermittelt und mit p < 0,05 als signifikearigesehen. * 0,0% p <
0,05.

Die Expression von eGFP-Progerin im Vergleich zuSNAGFP zeigte mehr aktive
Caspase-3, wenn Apoptose zusatzlich mit Stauraspusgelost wurde. Da Caspase-3
eine wichtige Effektorcaspase ist, spricht das wmie Auftreten von aktiver Caspase-3

fur eine beschleunigte Apoptose nach Expression e@GiP-Progerin. Da die eGFP-
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Progerin-Expression die Anzahl der reaktiven SdoHspezies erhohte und Apoptose
beschleunigte, wurden die Hek 293 T-Zellen durckR®rogerin-Expression gealtert.

Schlussendlich wurde nun untersucht, ob der durogd?in bedingte Alterungsprozess zu
einer vermehrten Proteolyse von Kv7.1 zum CTF2 téihDafur wurden die NLS-
eGFP/Kv7.1-myc und eGFP-Progerin/Kv7.1-myc stat@hsfizierten Hek 293 T-Zellen
hinsichtlich der CTF2-Intensitat des Kv7.1 im WestBlot untersucht (Abb. 32).
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Abbildung 32: Alterung von Hek 293 T Zellen fihrt zu vermehrter Proteolyse von Kv7.1 zum CTF2.
Die mit NLS-eGFP/Kv7.1-myc und eGFP-Progerin/Kvimye stabil transfizierten Hek 293 T-Zellen wurde
mit mock (DMSO) oder mit 2 uM Staurosporin (STS) $échs Stunden stimuliert und nach der Zelllyse im
Western Blot untersucht (links). Densiometrischesvertung von drei unabhéngigen Experimenten der
Intensitat der CTF2-Bande normalisiert auf die Banfilir das unprozessierte Kv7.1 (rechts). Ein
reprasentatives von drei unabhdngigen Versuchergdgeigt. Die Statistik wurde mittels unpaarigem
einseitigenmstudent’st-Test ermittelt und mit p < 0,05 als signifikaarigesehen. ** 0,004 p < 0,01. CTF1:
C-Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragr2en

In der Western Blot Analyse wurde festgestellt,sdiig7.1 unter NLS-eGFP- und eGFP-
Progerinexpression das typische Bandenmuster d&slKwit unprozessierter Form (70
kDa) und CTF1-Bande (40 kDa) zeigte. Die CTF2-Bamtbs Kv7.1 war nur bei

Staurosporinexposition im Western Blot zu sehenicBuEXxpression von eGFP-Progerin
im Vergleich zu NLS-eGFP nahm die CTF2-Intensités &Kv7.1 bei Applikation eines

apoptotischen Stimulus signifikant zu. Somit kama Broteolyse von Kv7.1 in gealterten
Zellen von Bedeutung sein, wahrend sie fir Entziigdn oder Apoptose eine weniger

ausgepragte Rolle einnimmt.

4.5. Natirlich vorkommende Mutationen von Kv7.1 mit verénderter
Prozessierung des Kv7.1

Mutationen in Kv7.1 I6sen Herzarrythmien aus (Atadset al., 2007; Dvir et al., 2014,

Horr et al., 2011; Rivas, Francis, 2005; Robbirg)12 Schmitt et al., 2000; Splawski et

al., 2000). Daher stellte sich die Frage, ob dietddyse die Kv7.1l-bedingten
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Herzarrythmien beeinflussen kann. Somit wurde nagdtirlich vorkommenden

Mutationen von Kv7.1 gesucht, die in Patienten Hegthmien ausgel6st haben und
gleichzeitig eine veranderte Prozessierung zum CEZE®Rten. Bei der Suche nach
Patientenmutationen des Kv7.1 mit veranderter Bsieung wurden die Mutationen
Kv7.1-G460S und Kv7.1-A372D (Arnestad et al., 20@#ptti et al., 2012) mit einer

veranderte Proteolyse zum CTF2 gefunden (Abb. 33).
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Abbildung 33: Natirlich vorkommende Mutationen in Kv7.1 beeinflussen die Prozessierung von Kv7.1
zum CTF2. (A) Western Blot Analyse von HelLa-Zellen transient Wil Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-D459A-
myc (D459A), Kv7.1-A372D-myc (A372D) und Kv7.1-G480nyc (G460S) transfiziert. Untransfizierte,
WT Kv7.1 (WT) und Kv7.1-D459A-myc (D459A) transfesite Zellen dienten als Negativ- beziehungsweise
Positivkontrollen. Eine reprasentative von vier sedtiedenen Analysen ist gezeigB) (Densiometrische
Auswertung von vier verschiedenen unabhangigen filpaten der CTF2-Bandenintensitat normalisiert auf
die full-length Bande von Kv7.1. Die Statistik wurde mitteBne-Way-Anovagefolgt von Bonferroni’'s
multiplen Vergleichstest ermittelt und p < 0,05 deirals signifikant angesehen. * 08p < 0,05. CTF1: C-
Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragraent

Der Western Blot zeigte fur WT Kv7.1 das typiscrenBenmuster mit den Banden bei 70,
40 und 25 kDa. Zur Kontrolle wurde Kv7.1-D459A nafghrt, welches nur die 70 und 40
kDa Bande (unprozessiertes Kv7.1 und CTFl-Fragmemn Kv7.1 zeigte. Die
Caspaseschnittstelle zum CTF2 wurde durch den Assiiazu Alanin an Position 459 in
Kv7.1-D459A eliminiert. Die zwei untersuchten Patenmutationen, Kv7.1-A372D und
Kv7.1-G460S, zeigten auch die monomere Form von.Kbei 70 kDa, sowie die Bande
fur das CTF1-Fragment bei circa 40 kDa. Kv7.1-A3720rde im Vergleich zu WT Kv7.1
kaum bis gar nicht mehr zum CTF2 prozessiert. KNF460S zeigte im Vergleich zu WT
Kv7.1 eine vermehrte Proteolyse zum CTF2.

Um zu untersuchen, ob die veranderte Prozessiervag Kv7.1-G460S die

Pathophysiologie der G460S Mutation in Kv7.1 erdékonnte, wurde Kv7.1-G460S
hinsichtlich der Kanalaktivitat mit der Zwei-Ele&kttenspannungsklemme Menopus

laevisOozyten untersucht (Abb. 34).



4. Ergebnisse | 66

A
WT G460S

Stromstérke [LA]
ihe
Stromstérke [pnA]
N

0,0 1,0 2,0 0,0 1,0 2,0
Zeit [s] Zeit [s]
B C
1,2_ kK
1o ~EWT
= = —w—G460S
= =
[0} [0}
-~
5 061 —— 5 0,61
) )
0,0_ T 0,0 T T T T
WT G460S -80 -40 0 40

Spannung [mV]
Abbildung 34: Der Austausch von Glycin 460 zu Seririn Kv7.1 vermindert die Kanalaktivitat von
Kv7.1. (A) Charakteristische Stromkurven von WT Kv7.1 (W)= 36, links) und Kv7.1-G460S (G460S)
(n = 14, rechts).R) Steady-Staté\nalyse der auf WT Kv7.1 bei 40 mV bei 2,0 Sekunawrmalisierten
Stréme von WT Kv7.1 (WT) und Kv7.1-G460S (G460%)) Tail-CurrentAnalyse der bei 40 mV und 2,3
Sekunden normalisierten Strome von WT Kv7.1 (WTJ Hw7.1-G460S (G460S).

Die Stromkurven von Kv7.1-G460S waren im Verglemh WT Kv7.1 nahezu halbiert
(Abb. 34A). Dabei wurden keine weiteren Auffalligie in den Stromen festgestellt. Um
zu Uberprifen, ob Kv7.1-G460S wirklich vermindeBtomkurven gegeniber WT Kv7.1
zeigte, wurde dieSteady-Statdnalyse genutzt. In deBteady-Staténalyse werden die
Stromkurven von Kv7.1 bei 2,0 Sekunden untersuchtdiesem Zeitpunkt befindet sich
der Kaliumfluss von Kv7.1 im GleichgewichSteady-State Abb. 34A WT Kv7.1).
Demnach kann zu diesem Zeitpunkt analysiert werdemyiel Kalium tber verschiedene
Kv7.1-Varianten aus der Zelle fliel3t. Bteady-Staténalyse von WT Kv7.1 und Kv7.1-
G460S bestéatigte sich die Halbierung der Stromkuidb. 34B). Um weiterfihrend zu
untersuchen, ob Kv7.1-G460S noch weitere Auffadiggn als die halbierten Stromkurven
zeigte, wurde didail-CurrentAnalyse genutzt. Bei dieser Analyse wird die Reaktes
Kv7.1 nach Applikation von aktivierenden und inaldrenden Stromen untersucht. Indem
einerseits aktivierende Potentiale genutzt werdamn die Aktivierung von Kv7.1
betrachtet werden. Im Gegenzug ist durch die Apgbkh von inaktivierenden
Spannungen die Inaktivierung von Kv7.1 analysierBamnach kann in ddrail-Current
Analyse die Kanalfunktion von Kv7.1 detailliert Binhtlich der Aktivierung und

Inaktivierung von Kv7.1 betrachtet werden. Didsal-CurrentAnalyse von WT Kv7.1
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und Kv7.1-G460S zeigte, dass die Kanalfunktion ¥e@.1-G460S im Vergleich zu WT

Kv7.1 nicht verandert war (Abb. 34C). Somit sine #ianalstrome von Kv7.1-G460S im
Vergleich zu WT Kv7.1 lediglich vermindert. Da Ku?fG460S eine erstarkte
Fragmentierung zum CTF2 zeigte (Abb. 33), konntaisdie vermehrte Proteolyse eine

erhohte Inaktivierung von Kv7.1-G460S bedingen.

Es wurde aber nicht nur Kv7.1-G460S als Patienteatioaen mit veranderter Prozessierung
zum CTF2 untersucht. Auch Kv7.1-A372D fiel mit eesghrankter Proteolyse zum CTF2
auf (Abb. 33). Um zu erklaren, warum Kv7.1-A372Dniger Proteolyse im Vergleich zu

WT Kv7.1 zeigte (Abb. 33), wurde zuerst die Lokalien des Alanins an Position 372 in
Kv7.1 betrachtet (Abb. 35).
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Abbildung 35: Lokalisation von A372D und G460S in K7.1. Zur Ubersicht ist auch die Schnittstelle des
CTF2-Fragmentes an D459 in Kv7.1, sowie die Calrtiobindestellen in der intrazellularen Helix A und
Helix B von Kv7.1 gezeigt.

Dabei wurde festgestellt, dass das Alanin 372 zweninosauren vor einer
Calmodulinbindestelle in Kv7.1 liegt. Es ist bekgmotass geladene Reste, wie Aspartate,
in Nahe der Calmodulinbindestelle die Interaktioronv Calmodulin mit Kv7-
Familienmitgliedern einschranken (Etxeberria et 2008; Wen, Levitan, 2002; Yus-
Najera et al., 2002). Da Kv7.1-A372D ein negatilfagenes Aspartat zwei Aminosauren
vor der Calmodulinbindestelle enthalt, wurde gess$dn, dass diese Kv7.1l-Mutante
vielleicht weniger oder kein Calmodulin mehr bindeann. Um dies zu untersuchen,
wurde versucht, Calmodulin mit WT Kv7.1 und Kv7.B82AD zu ko-immunoprazipitieren
(Abb. 36).
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Abbildung 36: Kv7.1-A372D ist nicht mehr in der Lage, Calmodulin zu binden.HelLa-Zellen wurden
transient mit WT Kv7.1 (WT) oder Kv7.1-A372D-myc §&2D) transfiziert und 72 Stunden spéater im
Western Blot untersucht. Ein reprasentatives ven \egrschiedenen unabhéngigen Experimenten isigieze
A: Lysatkontrollen. B: Immunoprazipitate. CTF1: @fminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment
2. IB: Immunoblott. IP: Immunoprazipitation. TL: Tadlysat.

Die Totallysate zeigten eine Expression von WT Hvidnd Kv7.1-A372D (Abb. 36A).
Fur WT Kv7.1 war das typische Bandenmuster zu er&enFur Kv7.1-A372D waren nur
die Banden fur das unprozessierte Kv7.1 bei 70 kithdie Bande des CTF1 bei 40 kDa
zu erkennen. Weiterhin zeigte das Totallysat im MfesBlot die endogene Expression
von Calmodulin (Abb. 36A). Die Immunopréazipitatioon WT Kv7.1 und Kv7.1-A372D
mittels eines anti-myc-Antikorpers war erfolgrei€®almodulin konnte nur bei Expression
von WT Kv7.1 ko-prazipitiert werden (Abb. 36B). tter untransfizierten Probe ist eine
leichte unspezifische Bindung von Calmodulin an Aigarose-Beads zu sehen. Da aber
WT Kv7.1 sehr viel mehr Calmodulin ko-prazipitierteann von einer erfolgreichen Ko-
Immunoprazipitation gesprochen werden. In dem Kaezitat von Kv7.1-A372D ist eine
leichte Bande fur Calmodulin zu erkennen. Da diBaede aber genauso stark wie die
Calmodulin-Bande bei der untransfizierten Probe istheint Kv7.1-A372D kein
Calmodulin  mehr zu binden. Demnach bedingt die eietd Calmodulinbindung

maoglicherweise die aufgehobene Prozessierung vanlka372D.

Zusammengefasst scheint es mindestens zwei natirbckommende Mutationen von
Kv7.1 zu geben, welche die Proteolyse zum CTF2 dawchit gegebenenfalls auch die

Kanalaktivitat von Kv7.1 beeinflussen kdnnen.
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4.6. Einfluss der Proteolyse zum CTF2 auf die Kanalaktiitat von Kv7.1

4.6.1. Die Calmodulinbindung ist nach Prozessierung des K&l zum CTF2

vermindert

Durch Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe war bekanlass die Proteolyse zum CTF2 die
Kanalaktivitdt von Kv7.1 verringern kann (Doktoraitovon C. Raab). Dennoch konnte
noch nicht gezeigt werden, wie die Proteolyse dimadfunktion von Kv7.1 aufhebt. Die
Schnittstelle von Kv7.1 zum CTF2 liegt zwischen @aimodulin-bindenden Helix A und
Helix B (Abb. 35). Somit bestand die Moglichkeitas$s durch die Prozessierung zum
CTF2 der verbleibende N-Terminale, Membran-gebuad€&ail von Kv7.1 nicht mehr
Calmodulin binden kann. Ohne Calmodulinbindung kKri.1 auch keine Kanalaktivitat
mehr zeigen (Haitin, Attali, 2008; Wen, Levitan, 02). Um die Interaktion von
Calmodulin am prozessierten Kv7.1 zu untersuchamden in HeLa-Zellen WT Kv7.1-
myc und endogenes Calmodulin unter Kontroll- undopaptischen Bedingungen

(Staurosporinexposition) ko-immunoprazipitiert (AlXY).

A B
¥ Kv7.I-myc 9 Kv7.1-myc
kDa - & + STS kDa - & + STS
25— 25—
15— | A 157 ——
TL: a-Calmodulin IP: a-myc;
IB: a-Calmodulin
70— B - Kv7.1 70— - & | Kv7.1
55— 55—
<« CTF1 w— | CTF1
35— 35—
25— — <« CTF2 25— + wm |« CTF2
TL: a-myc [P: a-myc; IB: a-myc

Abbildung 37: Kv7.1 bindet unter apoptotischen Bedigungen kein Calmodulin mehr. HeLa-Zellen
wurden transient mit WT Kv7.1-myc transfiziert uA8 Stunden spater im Western Blot analysiert. Als
Negativkontrolle wurden untransfizierte und mockl{ehandelte Zellen genutzt. Die Stimulation mijil2
Staurosporin (STS) (+) erfolgte fur 6 Stunden. Ayshtkontrollen. B: Immunopréazipitate. CTF1: C-
Terminales Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragn2enB: Immunoblot. IP: Immunoprézipitation. TL:
Totallysat.

Die Western Blots der Abbildung 37A zeigen die Tgt&ate der untransfizierten und
Kv7.1 transfizierten Zellen. Eine Expression von7Kkmyc in den HelLa-Zellen war
gegeben. Die Behandlung mit dem Apoptose-ausloseBtiirosporin war erfolgreich, da
im Totallysat der Kv7.1 transfizierten Zellen di@2-Bande bei Staurosporin- aber nicht
bei Kontrollbehandlung anstieg. Gleichzeitig kandasch die Staurosporinbehandlung zu
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keinem Abbau von Calmodulin (Abb. 37A). Kv7.1-myonkte in den Kv7.1-myc

transfizierten HelLa-Zellen unter Kontroll- sowieaBtosporinbehandlung erfolgreich mit
einem anti-myc-Antikdrper prazipitiert werden (Ab®7B). Calmodulin dagegen wurde
unter apoptotischen Bedingungen im Vergleich zuntkalbehandlung weniger stark mit
Kv7.1 ko-préazipitiert. Die restliche Ko-Prazipitati von Calmodulin an Kv7.1 unter
Staurosporinexposition wird vermutlich an noch \artienem unprozessiertem Kv7.1-myc

erfolgen. Demnach bindet Kv7.1 unter apoptotisdBedingungen weniger Calmodulin.

Um weiter zu verifizieren, ob der zum CTF2 prozedsi Kv7.1 noch Calmodulin binden
kann, wurde eine Mutante von Kv7.1 erstellt, die $iopcodon direkt hinter dem Aspartat
459 enthalt (Kv7.1-G460X) (Abb. 38A). Kv7.1-G460Xtspricht damit dem N-terminalen
Teil von Kv7.1, der nach Prozessierung durch Caspach vorhanden ist. Es wurde

versucht, Kv7.1-G460X mit Calmodulin zu ko-prazgien (Abb. 38B).
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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 #68 Kv7.1. Demnach spiegelt es den Kv7.1-Teil
wider, der nach Prozessierung durch Caspasen ikleetbran vorhanden bleikB-C) HelLa-Zellen wurden
transient mit WT Kv7.1-myc (WT) und Kv7.1-G460X-myG460X) transfiziert und 48 Stunden spater im
Western Blot analysiert. Untransfizierte Zellenrden als Negativkontrolle. Eins von drei unabhaegig
Experimenten ist gezeigt. B: Lysatkontrollen. C:mmmoprézipitate. CTF1: C-Terminales Fragment 1.
CTF2: C-Terminales Fragment 2. IB: Immunoblot. iBmunoprazipitation. TL: Totallysat.

Im Western Blot der Abbildung 38B sind die Totaliyes der untransfizierten und mit WT
Kv7.1-myc oder Kv7.1-G460X-myc transfizierten Zellgezeigt. Eine Expression von
WT Kv7.1-myc und Kv7.1-G460X war gegeben, wobei @adiulin auf endogener
Expressionsebene detektiert werden konnte. WT Kwgigte wieder sein typisches
Bandenmuster. Kv7.1-G460X konnte bei circa 40 kDetektiert werden, sowie
womoglich das Dimer von Kv7.1-G460X bei 80 kDa. Miemunoprazipitation von WT
Kv7.1 und Kv7.1-G460X mit einem anti-myc Antikorpeerlief erfolgreich (Abb. 38C),
wobei Calmodulin nur mit WT Kv7.1-myc und nicht miKv7.1-G460X ko-

immunoprazipitiert werden konnte. Dies bedeutetssdder nach Caspasen-bedingter
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Prozessierung verbleibende N-Terminale Teil von Kwiicht mehr Calmodulin binden
kann. Dies steht im Einklang mit der Erkenntnissddas Auslosen der Proteolyse von
Kv7.1 mit Staurosporin zu einer verminderten Binglmon Calmodulin an Kv7.1 fuhrte
(Abb. 37). Somit hebt die Proteolyse die Bindungn v@almodulin an Kv7.1 auf, was
wiederum den Kv7.1-bedingten Kaliumfluss inaktivier

4.6.2. Einfluss von Phosphorylierungen an Kv7.1 auf die Riteolyse von Kv7.1

Weiterhin erhéhen Phosphorylierungen an Kv7.1 dimadaktivitat von Kv7.1 (Kathofer
et al., 2000; Kathofer et al., 2003; Kurokawa et a009; Marx et al., 2002). Da, wie
bereits zuvor gezeigt, die Proteolyse des Kv7.kreikinfluss auf die Kanalaktivitat
nimmt, sollten nun auch die Auswirkungen von Phosglierungen auf die Proteolyse des
Kv7.1 analysiert werden. Dafir musste zunéchst (gepverden, ob es potentielle
Phosphorylierungen an der CTF2-Schnittstelle in .Kv7gibt. Die Datenbank
PhosphoSitePlusvurde zur Analyse von diesen potentiellen Phospigoungsstellen
genutzt. (Abb. 39) (Hornbeck et al., 2012).
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Abbildung 39: Ubersicht der verschiedenen potentiéén Phosphorylierungsstellen an der Schnittstelle
zum CTF2 von Kv7.1. In Rot sind die Aminosauren hervorgehoben, die kmtersuchung der
Phosphorylierung an Kv7.1 in Nahe der CTF2-Schueitts untersucht werden sollten.

Die Analyse von Kv7.1 auPhosphositePluzeigte, dass es in der Nahe der CTF2
Schnittstelle an Position Y461, S464 und S468 in7.Kv drei potentielle
Phosphorylierungsstellen gibt. Um den Einfluss eliestglichen Phosphorylierungsstellen
in Kv7.1 auf die Proteolyse zum CTF2 zu analysierearden das Tyrosin 461 (Kv7.1-
Y461E) sowie die Serine an Position 464 und 4687(K\5464E, Kv7.1-S468E) in Kv7.1
zu einem Glutamat ausgetauscht. Glutamat enthdle ejro3e negativ geladene
Carboxylgruppe und kann mit dieser Gruppe Phospieompgen imitieren. Zusatzlich
wurde noch das Glycin 460 in Kv7.1 zu einem Glutaeesgetauscht (Kv7.1-G460E). In



4. Ergebnisse | 72

dieser Arbeit ist bereits gezeigt worden, dass Aestausch an G460 zu Serin die
Proteolyse von Kv7.1 beeinflussen kann (Abb. 33.das in Kv7.1-G460S eingebrachte
Serin eine potentielle Phosphorylierungsstelle talrs wurde Kv7.1-G460S auch in
diesem Kontext analysiert. Die Fragmentierung va7 .K-Y461E, Kv7.1-S464E, Kv7.1-
S468E und Kv7.1-G460E zum CTF2 im Vergleich zu WAI7KL wurde mittels Western

Blots untersucht (Abb. 40).
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Abbildung 40: Putative Phosphorylierungsstellen anKv7.1 kdnnen die Prozessierung zum CTF2-
Fragment beeinflussen.(A) HelLa-Zellen wurden transient mit WT Kv7.1-myc (YWTKv7.1-G460E
(G460E), Kv7.1-S464E (S464E), Kv7.1-S468E (S468k) Kv7.1-Y461E (Y461E) transfiziert und mittels
Western Blot analysiert. Untransfizierte sowie WTV7KL transfizierte Zellen dienten als Negativ-
beziehungsweise Positivkontrolle. Eins von dreilin@agigen Versuchen ist gezeigs) Densiometrische
Auswertung von drei unabhdngigen Experimenten dé&F2Bandenintensitdt normalisiert auf den
unprozessierten Kv7.1. Die Statistik wurde mitt€lae-WayAnova gefolgt von Bonferroni’'s multiplen
Vergleichstest ermittelt und die Signifikanz mikp0,05 definiert. * 0,0 p < 0,05. CTF1: C-Terminales
Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2.

Die Analyse der potentiellen Phosphorylierungsmigtarnvon Kv7.1 im Western Blot
zeigte das typische Bandenmuster fir den WT KWBel.einem Austausch von Serin 464
zu Glutamat (Kv7.1-G464E) wurde der Kanal im Veigiezu WT Kv7.1 weniger zum
CTF2 prozessiert. Es war eine Tendenz zu erkertdsess, beim Austausch von Glycin 460
auf Glutamat (Kv7.1-G460E) mehr CTF2 im Vergleich WT Kv7.1 abgeschnitten
wurde. Zwar war bei Kv7.1-G460E die CTF2-Bande géder der CTF2-Bande des WT
Kv7.1 nicht verandert, aber gleichzeitig ist auatniger unprozessierter Kv7.1 bei Kv7.1-
G460E im Vergleich zu WT Kv7.1 zu detektieren. Deaxcim kann Kv7.1-G460E vermehrt
zum CTF2 prozessiert werden. Somit kbnnen madgliehesphorylierungstellen an der
CTF2-Schnittstelle die Proteolyse von Kv7.1 beeisgen.

Weiterfiihrend sollte untersucht werden, ob die needte Proteolyse von Kv7.1, die durch
eine solche mogliche Phosphorylierung ausgelostd&udie Kanalaktivitat von Kv7.1
verandern. Daher wurden Kv7.1-G460E und Kv7.1-S464& der Zwei-

Elektrodenspannungsklemme vermessen (Abb. 41).
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Abbildung 41: Zwei putative Phosphorylierungsstella in Kv7.1 beeinflussen die Kanalfunktion von
Kv7.1. (A) Reprasentative Stromkurven von WT Kv7.1 (WT) (6=Bnks), Kv7.1-G460E (G460E) (n=18,
mittig) und Kv7.1-S464E (S464E) (n=21, rechtd)) Steady-Staténalyse von WT Kv7.1 (WT), Kv7.1-
G460E (G460E) und Kv7.1-S464E (S464E). Alle Strémarden auf WT Kv7.1 bei 40 mV bei 2,0
Sekunden normalisiertC} Tail-CurrentAnalyse der normalisierten Stréme bei 40 mV b& Sekunden
von WT Kv7.1 (WT), Kv7.1-G460E (G460E) und Kv7.168¢E (S464E).

In der makroskopischen Analyse der Stromkurven Wh Kv7.1 (WT), Kv7.1-G460E
(G460E) und Kv7.1-S464E (S464E) war zu erkenness diee Stromstarken von Kv7.1-
G460E und Kv7.1-S464E im Vergleich zu WT Kv7.1 verdert waren. Weitere Effekte
auf die Kanalfunktion von Kv7.1 durch die Mutati@460E oder S464E in Kv7.1 waren
nicht zu bemerken (Abb. 41A). Dies bestétigte siclden genauereBteady-Stateund
Tail-CurrentAnalysen. DieSteady-Staté\nalyse bestatigte, dass die Strome von Kv7.1-
G460E und Kv7.1-S464E im Vergleich zu WT Kv7.1 aittalbiert waren (Abb. 41B). Es
wurde keine zusatzliche Verdnderung in der Kanation von Kv7.1-G460E und Kv7.1-
S464E in derTail-CurrentAnalyse bemerkbar (Abb. 41C). Demnach vermindex$ d
Einflgen beider Glutamate an Position 460 bezietmese 464 in Kv7.1 lediglich den
Kv7.1-vermittelten Kaliumausstrom. Weitere Verandgyen in der Kanalaktivitat von
Kv7.1 waren nicht zu notieren. Somit ist es moglidass Phosphorylierungen tber die
Proteolyse die Kanalfunktion von Kv7.1 beeinfluskénnen.
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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 éiefeinteraktionsscreen zur
Identifizierung neuer Interaktionspartner des Kv#urchgefihrt. Dabei wurde als
potentieller neuer Interaktionspartner des Kv7.t Amino Terminal Enhancer of Split
(AES) beschrieben. Da AES ein Ko-Modulator von Biaiptionsfaktoren ist (s. 1.7.5.),
konnte eine Interaktion von AES und Kv7.1 die geafatorische Funktion des CTF2

vielleicht weiter charakterisieren.

Zunachst wurde in dieser Arbeit die Interaktion WOBS und Kv7.1 in Sdugetierzellen
validiert. Dafur wurde versucht, beide ProteinddelLa-Zellen zu ko-immunoprazipitieren
(Abb. 42).
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NiHaeHsHsaHsHel—H A HB ¢ HD}—=<
Kv7.1-CTF1-myc
B AES-Ha C AES-Ha
(9) ﬁo 450 ) %0 %Ca
,\@ & \"/\\ rw;& {(/\&»‘\ & \'& q;@
& L A PN
kDa @ >R < 9 kDa _0 S Q 9 9
25— 251
<« AES R — <« AES
TL: a-Ha IP: o-myc, IB: a-Ha
| a— «<Kv7.l 70— - - «<Kv7.1
| 55— ‘ -
e = < CTF1 | -— <« CTFI
o | < NTF -‘ “<NTF
35—
. 2 - CTF2
| |
tiberexponiert TL: a-myc tiberexponiert IP: a-myc, IB: a-myc

Abbildung 42: AES bindet Kv7.1 vor allem im C-Terminus von Kv7.1. (A) Ubersicht zu den
verschiedenen Kv7.1-Konstrukten. Die sechs Trandmnandoméanen von Kv7.1 sind mit 1 — 6 und die vier
C-terminalen Helices in Kv7.1 mit A — D markiertTR-myc hért mit L347 von Kv7.1 auf und CTF1-myc
beginnt bei G348 von Kv7.1, wahrend das CTF2-myt G¥60 von Kv7.1 startetB(C) HelLa-Zellen
wurden transient mit AES-Ha, Kv7.1-NTF-myc (NTF-my®/T Kv7.1-myc (WT-myc), Kv7.1-CTF1-myc
(CTF1-myc) und Kv7.1-CTF2-myc (CTF2-myc) transfiziaind ko-immunopréazipitiert. Eine von drei
reprasentativen Abbildungen ist gezeigt. B: Lysatkallen. C: Immunoprazipitate. CTF1: C-Terminales
Fragment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2. IB: Imahlot. IP: Immunoprazipitation. TL: Totallysat.

In Abbildung 42B ist der Western Blot mit den Tégahten der untransfizierten und mit
AES-Ha, Kv7.1-NTF-myc, WT Kv7.1-myc, Kv7.1-CTF1l-mygnd Kv7.1-CTF2-myc

transfizierten HelLa-Zellen gezeigt. AES war gleiéfdig in allen transfizierten Hela-
Zellen exprimiert. Eine verdnderte Prozessierurg) Khe7.1 bei Ko-Expression von AES
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konnte nicht nachgewiesen werden, da wie gewolenudprozessierte Form von Kv7.1
(70 kDa), das CTF1 (40 kDa) und das CTF2 (25 kDa)Tiotallysat detektiert wurde.
Demnach nimmt AES keinen Einfluss auf die Protemlysn Kv7.1. Die Konstrukte
Kv7.1-CTF1-myc und Kv7.1-CTF2-myc exprimierten &taKv7.1-CTF2-myc zeigte im
Western Blot zwei Banden, die beim CTF2-Fragmeas, wbn Kv7.1 abgeschnitten wird,
nicht auftraten. Kv7.1-NTF-myc reprasentiert derdar Membran befindlichen Teil von
Kv7.1. Dieser enthdlt allen sechs Transmembrandemaohne C-Terminus von Kv7.1
(Abb. 24A). Ohne den C-Terminus wird Kv7.1-NTF-msi@rker abgebaut, wodurch die
Expression von Kv7.1-NTF-myc nur gut bei Uberexposi des Western Blots zu

bemerken war.

Die Immunoprazipitation aller gezeigten Kv7.1 Kongte mit einem anti-myc-Antikérper

war erfolgreich (Abb. 42C). AES konnte bei Ko-Exgs®n mit WT Kv7.1, Kv7.1-CTF1-

myc und Kv7.1-CTF2-myc ko-prazipitiert werden, weéd Kv7.1-NTF-myc AES nicht

prazipitierte. Somit liegt im C-Terminus von Kv7elne mogliche Interaktionsstelle von
AES und Kv7.1

Um eine mogliche Bindung von AES und Kv7.1 weitan mntersuchen, wurden
Immunofluoreszenzfarbungen von AES zusammen mitRAMT.1-myc, Kv7.1-CTF1-myc
und Kv7.1-CTF2-myc in Cos 7-Zellen durchgefihrt BAB3).

CTF2-myc

Abbildung 43: AES ko-lokalisiert mit WT Kv7.1, CTF1-myc von Kv7.1 und CTF2-myc von Kv7.1Cos
7-Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesaht undt@@d8n spater transient mit AES-Ha, Kv7.1-myc,
Kv7.1-CTF1-myc (CTF1-myc ) oder Kv7.1-CTF2-myc (CFmyc) transfiziert. Mal3stab entspricht 5 pm.
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Die Immunofluoreszenzfarbung in Cos 7-Zellen zegjtee Ko-Lokalisation von AES mit
WT Kv7.1, Kv7.1-CTF1-myc und Kv7.1-CTF2-myc. AESigte eine diffuse Lokalisation
in der Zelle. Die Ko-Farbung von AES und Kv7.1 waiStrukturen zu erkennen, die dem
Endoplasmatischen Retikulum und/oder Golgi-Appatatlich sehen. Kv7.1-CTF1-myc
zeigte die starkste Ko-Farbung mit AES. Die Ko-LUddation von AES mit Kv7.1-CTF2-
myc ist am Rand des Zellkernes am starksten ausgiepveiterhin blieb die subzellulare
Lokalisation von AES nach Expression mit Kv7.1-my7.1-CTF1-myc oder Kv7.1-
CTF2-myc gleich (Daten nicht gezeigt). Zusatzlidranderte auch Kv7.1-myc, Kv7.1-
CTF1-myc oder Kv7.1-CTF2-myc ihre Lokalisation ierdelle nicht nach Expression von
AES (Daten nicht gezeigt). Somit scheint die Ko-Eegsion von AES und allen in
Abbildung 43 gezeigten Kv7.1-Konstrukten keinen flass auf die Lokalisation des
jeweiligen Anderen zu haben. Insgesamt bewahrhsitét die Assemblierung von AES
und Kv7.1 im C-terminalen Teil von Kv7.1 zunachstht nur im Western Blot (Abb. 42),

sondern auch in der Immunofluoreszenzfarbung (AB3Mp.

Es wurde gezeigt, dass die Bindung von AES an Kvprlallem am C-Terminus von
Kv7.1 stattfindet (Abb. 42, 43). Da AES ein Ko-Mdahor von Transkriptionsfaktoren ist
(s. 1.7.5.), wurde zuerst angenommen, dass dieuBmdon AES an Kv7.1 Uber ein
LxxLL-Motiv in der zytoplasmatischen Helix D stattflet. Dieses LxxLL-Motiv ist auch

im CTF2-Fragment des Kv7.1 zu finden. LxxLL-Motigend fur Transkriptionsfaktoren

bedeutend, da sie fir die Funktion eines Trangkripfaktors wichtige Protein-Protein-
Interaktionen mit Ko-Aktivatoren vermitteln. Ein Beiel dafur ist die Interaktion vom
nuclear receptor coactivator-ind demhomodimeric peroxisome proliferator-activated
receptory (Mclnerney et al., 1998; Plevin et al., 2005). Wmen madglichen Einfluss

dieses LxxLL-Motives im CTF2-Fragment des Kv7.1 alie Bindung an AES zu

untersuchen, wurde das LxxLL-Motiv in Kv7.1-CTF2-mydeletiert (Kv7.1-CTF2-

ALxxLL-myc). Daraufhin wurde versucht, AES mit KvZaTF2-myc und Kv7.1-CTF2-

ALXXLL-myc zu ko-prazipitieren (Abb. 44).
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Abbildung 44: Das LxxLL-Motiv ist fur die Bindung v on AES an Kv7.1 unerheblich.HelLa-Zellen
wurden transient mit AES-Ha und Kv7.1-CTF2-myc (Wil€) oder Kv7.1-CTF2LxxLL-myc (ALxxLL-

myc) transfiziert und 72 Stunden spater ko-préiggit Zur Kontrolle wurden untransfizierte und miES-

Ha einzeln transfizierte Zellen mitgefihrt. Ein r&pentativer von drei verschiedenen, unabhangigen
Versuchen ist gezeigt. A: Lysatkontrollen. B: Immprézipitate. IB: Immunoblot. IP: Immunoprazipitati

TL: Totallysat.

Der Western Blot in Abbildung 44A zeigt die Totallte der mit AES-Ha, Kv7.1-CTF2-
myc (WT-myc) und Kv7.1-CTF2ALxxLL-myc (ALxxLL—myc) exprimierenden Hela-
Zellen. Eine gleichmafiige Expression von AES-Ha7 KMCTF2-myc und Kv7.1-CTF2-
ALxxLL-myc war gegeben. Die Prazipitation von KvCI+2-myc und Kv7.1-CTF2-
ALXxXLL-myc mit einem anti-myc-AntikOrper war erfolgich, wobei AES mit Kv7.1-
CTF2-myc und Kv7.1-CTF2ALxxLL-myc ko-préazipitiert werden konnte (Abb. 44B).
Eine schwache Bindung von AES an Bignabeadsvar in der einzeln transfizierten Probe
von AES zu erkennen. Dennoch ist der Anstieg deSA&ande bei Ko-Expression von
Kv7.1-CTF2-myc und Kv7.1-CTFALxxLL-myc derartig stark, dass von einer
erfolgreichen Ko-Prazipitation von AES mit Kv7.1-EZ-myc und Kv7.1-CTF2LxxLL-
myc ausgegangen werden darf. Somit ist das LxxLLtWvidir die Bindung von Kv7.1 und
AES unerheblich.

Viele Interaktionen im C-Terminus von Kv7.1 werdelurch die zweiCoiled-coil
Domanen in Helix C und Helix D von Kv7.1 bestimn&bp. 3). Daher wurde auch
Uberprift, ob die Struktur der Helix C und HelixiibKv7.1 fur die Bindung von AES an
Kv7.1 bedeutend sind. Dafir wurden Punktmutationgdv7.1 in die intrazellulare Helix
C (L559P) und Helix D (L602P) in Kv7.1 eingefuhiter Austausch von Lysin zu Prolin
bedingt ein Aufbrechen der helikalen Struktur dgoplasmatischen Helix C und Helix D
von Kv7.1, wie man anhand de&oiled—coil Wahrscheinlichkeiten von WT Kv7.1,
Kv7.1-L559P, Kv7.1-L602P und Kv7.1-L559P-L602P erken kann (Abb. 45).
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Abbildung 45: Coiled-Coil Wahrscheinlichkeit von WT Kv7.1, Kv7.1-L559P, Kv71-L602P und Kv7.1-
L559P-L602P. Die Coiled-coil Wahrscheinlichkeiten von Kv7.1, Kv7.1-L559P, KwL&02P und Kv7.1-
L559P-L602P wurden mittelSoils Server 2.0 berechnet.

Die Struktur der zytoplasmatischen Helix C und Kdl von Kv7.1 wurde durch das
Einfuhren von Prolin an Position 559 (Helix C) uRdsition 602 (Helix D) verandert.

Deswegen wurde nun charakterisiert, ob diese Hehketrukturen in Kv7.1 die

Interaktion mit AES bedingen. Zur vereinfachten Kmsa wurden die Proline an Position
559 und Position 602 in Kv7.1-CTF2-myc eingeful#bly. 23). Es wurde dann versucht,
AES mit Kv7.1-CTF2, Kv7.1-CTF2-L559P, Kv7.1-CTF2-0%P und Kv7.1-CTF2-L559P-

L602P zu ko-préazipitieren (Abb. 46).

A AES-Ha & B AES-Ha &
$ $
I R K R 8 &K

RN PN

kDa @ NP kDa @ PSP

257 — 25—

| —— S M
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= - T2 2| “.. «CTF2
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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. HelLa-Zellen wurden transient mit AES, Kv7.1-CTF2 TW Kv7.1-
CTF2-L559P (L559P), Kv7.1-CTF2-L602P (L602P) und 7KMCTF2-L559P-L602P (L559P-L602P)
transfiziert und 72 Stunden spater ko-prazipitiéthtransfizierte und AES einzeln transfizierte Zall
dienten zur Negativkontrolle. Einen reprasentatwam drei unabhangigen Abbildungen ist gezeigt. A:
Lysatkontrollen. B: Immunoprazipitate. I1B: ImmunoblIP: Immunoprazipitation. TL: Totallysat.
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In Abbildung 46A ist der Western Blot mit den Tdyahten der untransfizierten und der
mit AES-Ha, Kv7.1-CTF2, Kv7.1-CTF2-L559P, Kv7.1-CZH#602P und Kv7.1-CTF2-
L559P-L602P exprimierenden HelLa-Zellen gezeigt. &lle Kv7.1-Konstrukte war eine
angemessene Expression im Totallysat in den traedgn HelLa-Zellen vorhanden. AES
war in der Einzeltransfektion der HelLa-Zellen nurhwach exprimiert. Bei Ko-
Transfektion von AES mit den Kv7.1-Konstrukten ktmeine starke Expression von AES
festgestellt werden. Die Prazipitation von Kv7.1F2T Kv7.1-CTF2-L559P, Kv7.1-CTF2-
L602P und Kv7.1-CTF2-L559P-L602P mit einem anti-rdytikbrper war erfolgreich
und fuhrte zur Ko-Préazipitation von AES mit alleerwendeten Kv7.1-Konstrukten (Abb.
46B). Demnach hat die Struktur der C-terminalenid€l 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 genameC-terminalen Teil von Kv7.1
eingegrenzt werden konnte, wurde versucht, die Bigdvon AES an Kv7.1 auf
bestimmte Bereiche von AES einzuschranken. Da AlisSdaei Bereichen besteht: einer
Glutamin-reichen Domane, einer Glycin/Prolin-reichBoméne sowie einer nukleédren
Lokalisationsequenz (Abb. 47A), wurden zwei Mutanteon AES konstruiert. Bei der
ersten Mutante (AEAGP) wurde die Glycin/Prolin-reiche Doméane in AE$etlert (Abb.
47A). Bei der zweiten Mutante (AESCSCN) wurde die nukleare Lokalisationssequenz aus
AES herausgenommen (Abb. 47A). Daraufhin wurde Kiielmmunoprazipitation von
WT AES, AESAGP und AESACCN mit Kv7.1-CTF2-myc (Abb. 23) durchgefiihrt (Abb.
A7B).
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Abbildung 47: Kv7.1 bindet AES in der Glutamin-reichen Domane von AES.(A) Schematische
Ubersicht der verschiedenen AES-Mutanten. WT AESdb aus einer Glutamin (Q)-reichen Doméne, einer
Glycin/Prolin (GP)-reichen Doméane und aus einerledilen Lokalisationsequenz (CCN). Die GP-reiche
beziehungsweise die nukleadre Lokalisationssequ&@Nj wurden in AESAGP beziehungsweise AES-
ACCN deletiert.(B-C) Hek 293 T-Zellen, welche das Kv7.1-CTF2-myc (CTFgejn Konstrukt stabil
exprimieren, wurden transient mit WT AES-Ha (WT)E&AGP-Ha AGP), AESACCN (ACCN)
transfiziert und anschlieend ko-immunoprazipitigdr Negativkontrolle wurden untransfizierte uné&2-
Ha einzeln transfizierte Zellen mitgefiihrt. Ein ré&pentatives von drei unabhéngigen Experimented wir
gezeigt. B: Lysatkontrollen. C: Immunoprazipitatd8: Immunoblott. IP: Immunoprazipitation. TL:
Totallysat.

In Abbildung 47B ist der Western Blot mit den Togahten dargestellt. Der Western Blot
der Totallysate zeigte die erfolgreiche Expresston WT AES, AESAGP und AES-
ACCN in den mit Kv7.1-CTF2-myc stabil transfiziertedek 293 T-Zellen. Die
Immunoprazipitation von Kv7.1-CTF2-myc mit einem tiamyc-AntikOrper war
erfolgreich, wobei WT AES, AEAGP und AESACCN mit Kv7.1-CTF2-myc ko-
immunoprazipitiert werden konnten (Abb. 47C). Desinarfolgt die Bindung von AES

an Kv7.1 moglicherweise Uber die Glutamin-reicheriaoe.

Weiterfuhrend sollte der Einfluss der nuklearen alationsequenz in AES auf die
subzellulare Lokalisation von AES analysiert werdeafir wurden Hela-Zellen mit WT
AES und der AES-Mutante, die keine nukledre Lokdiisissequenz mehr besitzt (AES-
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ACCN), transient transfiziert und diese Zellen intapyasma und Zellkern fraktioniert
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Abbildung 48: Die nukledre Lokalisationssequenz irAES reguliert die Kernlokalisation von AES. (A)
HelLa-Zellen wurden transient mit WT AES-Ha (WT) uAES-ACCN-Ha ACCN) transfiziert und 72
Stunden spéter in Totallysat (TL), zytosolischekkom (ZF) und Kernfraktion (NF) aufgetrennt undedi
einzelnen Fraktionen mittels Western Blot untersuéiis Negativkontrolle dienten untransfizierte [Eel.
(B) Densiometrische Auswertung von vier unabhéngigeeEimenten der WT AES (WT)- und AES=CN
(ACCN)-Banden normalisiert a@f Tubulin (Zytosol; links) oder Sp-1 (Nukleus, reghtEin reprasentatives
von vier unabhéngigen Experimenten ist gezeigt. Biatistik wurde mittels unpaarigem einseitigem
student'st-Test durchgefuhrt und mit p < 0,05 als signifikangesehen. ** 0,002 p < 0,01. * 0,0k p <
0,05.

WT AES und AESACCN waren im Totallysat gleichmaf3ig exprimiert. Meletion der

nuklearen Lokalisationsequenz von AES fuhrte zereuerstarkten Expression von AES
im Zellkern, wahrend die Expression im Zytoplasntmahm. Somit hat die nukleare
Lokalisationssequenz in AES scheinbar einen doninmsegativen Einfluss auf die

Translokation von AES.

Um zu verifizieren, dass AES ohne nukledre Lok#bsasequenz (AEACCN) vermehrt
in den Zellkern translozieren kann, wurden zusétzéiine Immunofluoreszenzfarbung von
AES und AESACCN in Cos7-Zellen durchgefuhrt (Abb. 49).

Abbildung 49: AES-ACCN ist im Vergleich zu WT AES vermehrt im Zellkern zu finden. Cos7-Zellen
wurden transient mit WT AES und AES=CN transfiziert und 48 Stunden spater mit der ugt2.2.14.
beschriebenen Methode geféarbt und visualisiert. NeBstab entspricht 5 pm.

Die Immunofluoreszenzfarbung der Cos7-Zellen zeidéss WT AES im Zellkern und in
der Peripherie der Zelle zu sehen war. Durch dieletiom der nukledren
Lokalisationsequenz (AESCCN) konnte AES vermehrt im Zellkern und vermindent
Zytosol detektiert werden. Demnach bestétigt siehvdestern Blot Analyse (Abb. 49). Es
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kann aber nicht ausgeschlossen werden, dass diadeste Translokation nach Deletion
der nukledaren Lokalisationssequenz ein Artefakt déerexpression ist. Gleichzeitig
besteht auch die Mdéglichkeit, dass durch die Datetler nukleédren Lokalisationssequenz

AES anders gefaltet wird, was eine erhéhte Expoassn Zellkern bedingen kénnte.

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

Nachdem gezeigt worden ist, dass Kv7.1 und AESinateler interagieren, sollte der
Einfluss von AES auf die Kanalfunktion von Kv7.1 tmider Zwei-
ElektrodenspannungsklemmeXenopus laevi©ozyten untersucht werden.
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Abbildung 50: Einfluss von AES auf die Kanalfunktion von Kv7.1.(A) Reprasentative Stromkurven von
Kv7.1 alleine (n = 14, links) oder mit AES (n = Iéchts) ko-exprimiert.B) Reprasentative Stromkurven
von Kv7.1 und KCNEL1 alleine (n = 15, links) odet AES (n = 17, rechts) ko-exprimierC) Steady-State
Analyse von Kv7.1, Kv7.1 und AES, Kv7.1 und KCNEly7.1 und KCNE1 und AES der bei 40 mV und
2,0 Sekunden normalisierten Stréme von Kv7.1 bexighweise Kv7.1 und KCNE1DJ} Tail-Current
Analyse der normalisierten Stréme bei 40 mV und 2eBunden von Kv7.1, Kv7. 1 und AES, Kv7.1 und
KCNE1 beziehungsweise Kv7.1 und KCNE1 und AHS). \WVestern Blot der analysiertéfenopus laevis
Oozyten.
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Die Analyse der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme #@7.1 mit AES zeigte, dass
AES die Stromkurven von Kv7.1 senkt. Weitere Vegimdg der Stromkurven von Kv7.1
bei Ko-Injektion mit AES war nicht zu notieren (AbBOA). Die durch AES bedingte
Reduktion der Stromkurven von Kv7.1 war auch berB&pression von KCNE1 mit
Kv7.1 und AES zu erkennen (Abb. 50B). Die Reduktdes Kaliumflusses von Kv7.1
durch AES bewahrheitete sich auch in 8¢eady-Staténalyse (Abb. 50C). In deFail-
CurrentAnalyse war zu erkennen, dass AES neben der Redulktr Stromkurven keinen
weiteren Effekt auf die Kanalfunktion von Kv7.1 ébse. Die Ko-Expression mit KCNE1
veranderte diesen Phanotyp nicht (Abb. 50D). DieveadetenXenopus laevi©ozyten
wurden hinsichtlich der Expression von AES und Kvim Western Blot Uberpruft (Abb.
50E). Dabei zeigte Kv7.1 bei Ko-Expression mit AEf&e schwéachere Expression im
Vergleich zu den mit Kv7.1 einzeln injizierten Otay. Eine verminderte Expression von
Kv7.1 unter AES-Ko-Expression konnte die Reduzigrder Stromkurven von Kv7.1 bei
gemeinsamer Expression mit AES erklaren. Da diegedssionsunterschiede aber nur in
Xenopus laevi©ozyten auftraten, kann nicht geklart werden, @SAeinen Einfluss auf

die Kanalfunktion von Kv7.1 nimmt.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass AES und Kam.CTF2 von Kv7.1 interagieren.
Eine Funktion dieser Assemblierung war nicht zudda

4.8. Prozessierung von Kv7.1 zum CTF1

4.8.1. Ein GSGF-Motiv in Kv7.1 konnte fur die Prozessierurg von Kv7.1 zum
CTF1 kritisch sein

Soweit ist in dieser Doktorarbeit vor allem die B¥ssierung von Kv7.1 zum CTF2
untersucht worden. Dennoch wird Kv7.1 auch zum Cgé4palten (Abb. 13). Das CTF1-
Fragment von Kv7.1 ist circa 40 kDa grol3 (Abb. 1Mxs ungefahr dem gesamten C-
Terminus von Kv7.1 entspricht. Demnach konnte da$1CFragment von Kv7.1 den
kompletten C-Terminus von Kv7.1 einschlieBen. Dahewrden zur ersten
Charakterisierung der CTF1-Schnittstelle von Kwielischiedene Bereiche am Anfang des
C-Terminus deletiert (Abb. 51A). Diese Trunkationgamten von Kv7.1 wurden im
Western Blot auf die Prozessierung zum CTF1-Fragmetersucht (Abb. 51B).
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Abbildung 51: Die Schnittstelle zum CTF1 von Kv7.liegt in einem GSGF-Motiv direkt im Anschluss

an die sechste TransmembrandomangA) Schematische Ubersicht zu WT Kv7.1-myc (WT), Ki7.
A348-356-myc £348-356), Kv7.1A348-351-myc £348-351) und Kv7.14352-356-myc £352-356). B)
WT Kv7.1-myc, Kv7.1A348-356-myc, Kv7.1A348-351-myc und Kv7.1x352-356-myc wurden in Hela-
Zellen exprimiert und mittels Western Blot unteftsu@ur Kontrolle wurden mit WT Kv7.1 transfiziertend
untransfizierte Zellen mitgefuhrt. Es wird eine né&gentative Abbildung aus drei verschiedenen
unabhangigen Versuchen gezeigt. CTF1: C-Terminatagment 1. CTF2: C-Terminales Fragment 2. S6:
sechste Transmembrandoméane.

Die Western Blot Analyse ergab das typische Bandmsten des WT Kv7.1. Die
Trunkation der Aminosauren G348 — Q356 (KvA348-356) zeigte keine Prozessierung
zum CTF1 von Kv7.1. Wenn in Kv7.1 nur G348 — F3&KWV{.1-A348-351) deletiert
wurden, war der Schnitt zum CTF1 auch nicht mekemmbar. Die Trunkation von Kv7.1
um A352 — Q356 (Kv7.1A352-356) dagegen zeigte wieder die ProzessieruaKueé.1
zum CTF1-Fragment. Alle Trunkationsmutanten von Hvwurden auch zum CTF2
prozessiert. Somit konnten die Aminosauren G34851kn Kv7.1 (Kv7.1A348-351) fur
die Proteolyse zum CTF1 als kritisch detektiertoeer.

Um nun die Schnittstelle zum CTF1-Fragment von K\éin GSGF-Motiv in Position 348
— 351 genauer zu untersuchen, wurde ein Al&uanin Position 348 — 351 in Kv7.1
durchgefuhrt. Dabei wurde jede dieser vier Aminosau(GSGF) zu einem Alanin
ausgetauscht. Diese Kv7.1-Konstrukte wurden dandek 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 Aminoséaure
eingeschrankt werden.(A) Western Blot der mit WT Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-G84-myc (G348A),
Kv7.1-S349A-myc (S349A), Kv7.1-G350A-myc (G350A) dukv7.1-F351A-myc (F351A) transfizierten
Hek 293 T-Zellen. Untransfizierte und mit WT Kv7(&/T) transfizierte Zellen dienten als Negativ- bzw.
Positivkontrolle. Eine reprasentative Abbildung vemchs verschiedenen unabhangigen Versuchen ist
gezeigt. B) Densiometrische Auswertung von sechs verschiedenabhangigen Analysen der CTF1-Bande
von Kv7.1 normalisiert auf die Bande fiir das unpssterte Kv7.1. Die Statistik wurde mittels Kruskal
Wallis Test gefolgt von Dunn’s multiplen Vergleitest ermittelt, nachdem mit drei verschiedenen sTest
festgestellt wurde, dass keine Normalverteilundiegt. Signifikanz wurde ab p < 0,05 definiert. J0Q<p

< 0,05. CTF1: C-Terminales Fragment 1.

Die Western Blot Analyse ergab das typische Bandesten des WT Kv7.1. Weiterhin
fuhrte lediglich der Austausch von G348 zu Alanm Kv7.1 zu einer signifikanten
Reduktion der CTF1-Bande. Zusatzlich zeigte Kv73B5EA im Vergleich zu WT Kv7.1
eine vermehrte Prozessierung zum CTF1. Dennochliezkgne der untersuchten Kv7.1-
Mutanten einen vollstadndigen Verlust des CTF1-Fragies. Demnach scheint eher das

gesamte GSGF-Motiv in Kv7.1 fir die Prozessierumgn £TF1 wichtig zu sein.

Um nach der verantwortlichen Protease, die das GAdfiLKv7.1 abspaltet, zu suchen,
wurde die Merops-Datenbank genutzt (Rawlings et 2014). Dennoch konnte keine
Protease definiert werden, die eine ahnliche Sequeme sie in Kv7.1 zum CTF1

gefunden wurde, bevorzugt. Daher sollte die Sdateite zum CTF1 von Kv7.1 genauer
charakterisiert werden, indem natirlich vorkommenridatationen in der N&he der
potentiellen CTF1-Schnittstelle untersucht wurdéts zu untersuchende Mutationen
wurden daflr S349W und S349P in Kv7.1 ausgesudhil@® et al., 2007; Horr et al.,

2011; Oberai et al., 2009). Zusatzlich wurde auas @lycin an Position 350 in Kv7.1 zu
einem Arginin verandert, um auch den Einfluss epusitiv geladenen Aminosaure in der
Nahe der CTF1-Schnittstelle in Kv7.1 zu untersuchen
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Abbildung 53: Natirlich vorkommende Mutationen in Kv7.1 kdnnen die Proteolyse von Kv7.1
beeinflussen.(A) WT Kv7.1-myc (WT), Kv7.1-S349W-myc (S349W), Kv#SB349P-myc (S349P) und
Kv7.1-G350R-myc (G350R) wurden transient in Hek ZBZellen transfiziert und mittels Western Blot
analysiert. Untransfizierte und mit WT Kv7.1 (WTansfizierte Zellen dienten zur Positiv- beziehungjse
Negativkontrolle. Ein représentatives von drei urdaigigen Experimenten ist gezeid?) (Densiometrische
Analyse von drei unabhangigen Versuchen der Bantlmsitat des CTF1 von Kv7.1 normalisiert auf die 7
kDa Bande des Kv7.l1l. Statistik wurde mitteBne-Way-Anovdest gefolgt von Dunn’s multiplem
Vergleichstest ermittelt. Die Signifikanz wurde nmt< 0,05 angesetzt. * 0,04 p < 0,05. CTF1: C-
Terminales Fragment 1.

Im Western Blot war das typische Bandenmuster dé&XKzu erkennen. Kv7.1-S349W
zeigte im Vergleich zu WT Kv7.1 eine leichte Redoktdes CTF1-Fragmentes, wahrend
Kv7.1-G350R gegenuber WT Kv7.1 sogar eine signifikaReduktion der CTF1-Bande
aufwies. Kv7.1-S349P zeigte im Vergleich zu WT KivKReine veranderte Proteolyse zum
CTF1. Keine der getesteten Kv7.1-Mutanten besalR der Zwei-Elektroden-

Spannungsklemme noch eine Kanalaktivitat (Datehtrgezeigt). Vergleicht man die so
gewonnenen Erkenntnisse uber die CTF1-Schnittsteite der Merops-Datenbank, so
erhalt man als mdgliche Proteasen, die fur deni8cum CTF1 in Kv7.1 verantwortlich

sein konnten, Chemotrypsin, Pepsin, ProteinasedTimr@rmolysin.

4.8.2. Die Proteolyse von Kv7.1 zum CTF1 inaktiviert Kv7.1

Nachdem analysiert wurde, dass das GSGF-Motiv &ir 8chnitt zum CTF1-Fragment
von Kv7.1 bedeutend ist, wurde der Einfluss des L$Ehnittes auf die Kanalfunktion
von Kv7.1 analysiert. Daftr wurden die Mutanten KwvG348A und Kv7.1-F351A aus
dem AlaninScanauf ihre Kanalaktivitat Gberprift. Beide waren dimzigen Mutanten
von Kv7.1, die eine veranderte Proteolyse zum CRKFlyment im Alanirscangezeigt
hatten (Abb. 52). Die Analyse in der Zwei-Elektroegpannungsklemme beider Kv7.1-
Mutanten zeigte stark verdnderte Strome (Abb. 5%, 5
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Abbildung 54: Zwei-Elektroden-Spannungsklemme der G48A-Mutante von Kv7.1. (A)
Charakteristische Stromkurven von WT Kv7.1 (WT)=r86, links) und Kv7.1-G348A (G348A) (n = 18,
rechts). B) Steady-Staténalyse der auf WT Kv7.1 normalisierten Strome H@i Sekunden und 40 mV von
Kv7.1 WT (WT) und Kv7.1-G348A (G348A). Die Statistivurde mittels unpaarigem zweiseitigsimdent’s
t-Test ermittelt. C) Tail-CurrentAnalyse der normalisierten Stréme bei 2,3 SekunadenWT Kv7.1 (WT)
und Kv7.1-G348A (G348A). Die Statistik wurde migd@iwo-WayAnova gefolgt vom Bonferonni‘s Posttest
ermittelt und Signifikanz galt in allen Tests ak p,05. ** 0,001< p < 0,01 *** p < 0,001.

WT G348A

Der Vergleich der Stromkurven von WT Kv7.1 und KMWIG348A zeigte, 1) dass die
G348A-Mutation in Kv7.1 im Vergleich zu WT Kv7.1 arhdhten Strémen fuhrte und 2)
eine schnellere Aktivierung von Kv7.1-G348A am Amgader Klemme bei circa 0,4
Sekunden im Vergleich zu WT Kv7.1 zu erkennen wesh( 54A). Um die Analyse der
Stromkurven weiter zu verifizieren, wurde zunachdie Steady-Statdnalyse
herangezogen. Diese Analyse von Kv7.1-G348A beséatie circa zehnfache Erhdhung
der Stromkurvenm Vergleich zu WT Kv7.1 (Abb. 54B). Der zweite Rainder bei der
Betrachtung der Stromkurven von WT Kv7.1 und KvB348A auffiel, war eine
Aktivierung des Kv7.1-G348A im Vergleich zu WT Kw7bei niedrigerer Spannung. Die
Aktivierung von Kv7.1-G348A im Vergleich zu WT KV wurde Uber didail-Current
Analyse weiter charakterisiert. Diese Analyse ergaten Verlagerung der Stromkurven
der G348A-Mutante gegenuber WT Kv7.1 nach links{A®4C). Demnach wirde Kv7.1-
G348A schon bei niedrigerer Spannung Kalium ausZadle stromen lassen. Um weiter
zu verifizieren, dass Kv7.1-G348A gegenuber WT Hwviei niedrigerer Spannung offnet,
wurde die halbmaximale Aktivierung von WT Kv7.1 uKd7.1-G348A berechnet. Die
halbmaximale Aktivierung gibt an, bei welcher Spamgp 50 % des zu untersuchenden

Kanals gedffnet sind (analog einer IC50 eines lindib). Diese halbmaximale Aktivierung
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erniedrigte sich bei Kv7.1-G348A von — 25 + 0,87 fWT Kv7.1) auf — 39,36 + 0,53 mV
(Kv7.1-G348A). Fasst man digteady-Stateund Tail-CurrentAnalyse von Kv7.1-G348A

zusammen, so kann man schliel3en, dass die G348aAnkuvon Kv7.1 im Vergleich zu
WT Kv7.1 schon bei niedrigerer Spannung offnet datiei mehr Kalium aus der Zelle

schleust.

Da auch Kv7.1-F351A ein verandertes ProteolyseWemaum CTF1 im Vergleich zu
WT Kv7.1 zeigte (Abb. 52), wurde diese Kv7.1-Mutarteziglich der Kanalaktivitat in

der Zwei-Elektrodenspannungsklemme untersucht (Ab).

>
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Abbildung 55: Zwei-Elektrodenspannungsklemme der F31A-Mutante von Kv7.1. (A)
Charakteristische Stromkurven des lks-Stromes, veelgon WT Kv7.1 (WT) und KCNE1 gebildet wird. (n
= 52). B) Charakteristische Strome von WT Kv7.1 (WT) (n6).3C) Charakteristische Strome von Kv7.1-
F351A (F351A) (n = 9).

04

Der Iks-Strom, welcher von WT Kv7.1 und KCNE1l gdeil wird, zeigte seine
charakteristischen Stromkurven (Abb. 55A) (Barhaeinal., 1996; Sanguinetti et al.,
1996). Gegenuber WT Kv7.1 (ohne KCNEL) ist der $t®am durch eine verlangsamte
Aktivierung und erhdhte Stromkurven gekennzeici{adétb. 55B) (Barhanin et al., 1996;
Sanguinetti et al., 1996). Uberraschenderweise teeigv7.1-F351A das gleiche
Aktivierungsmuster wie der Iks-Strom (Abb. 55C).rmbech waren die Stromkurven von
Kv7.1-F351A genauso niedrig wie die Stromkurven Wil Kv7.1. Demnach imitiert
Kv7.1-F351A den Iks-Strom, zeichnet sich aber Uberminderte Stromkurven im

Vergleich zum Iks-Strom aus.

Kv7.1-G348A und Kv7.1-F351A zeigten eine verandétezessierung zum CTF1 sowie
eine veranderte Kanalfunktion. Somit inaktiviert &shnitt zum CTF1 die Kanalfunktion
von Kv7.1.
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5. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es, die Proteolyse des spagsabhangigen Kaliumkanals Kv7.1
weiter zu charakterisieren. Vorarbeiten hatten ggzdass Kv7.1 zu zwei C-terminalen
Fragmenten (CTF1 und CTF2) prozessiert werden k&mrdieser Arbeit standen die
funktionelle Charakterisierung der Caspasen-ablg@ngPProteolyse zum CTF2, sowie die

Untersuchung der Proteolyse des Kv7.1 zum CTF1 amd®tgrund.

5.1. Kv7.1 wird von mehreren Caspasen zum CTF2 prozesste

In dieser Arbeit konnte bestéatigt werden, dass Kvd@m Aspartat 459 zum CTF2
geschnitten wird (s. 4.1.). Weiterfuhrend wurdeajgiz dass Caspase-1, -2, -3, -7 und -8
den Kv7.1 zum CTF2 prozessieren kbnnen. Demnacéirsai diverse Caspasen fur die
Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 verantwortlich sein. Initiatorcaspasen, wie
Caspase-2 und -8, sind in der Lage, Effektorcaspage Caspase-3 und -7, zu aktivieren.
Somit erhdht sich nach Expression von Initiatoreasp nicht nur die Aktivitat dieser
Caspasen, sondern auch die Aktivitat von Effekigpaaen (Grutter, 2000). Demnach kann
fur Caspase-2 und -8 nicht geklart werden, ob sereAhstieg an CTF2-Prozessierung nach
Expression direkt vermitteln. Alternativ kdnnen @ase-2 und -8 auch eine vermehrte
Proteolyse von Kv7.1 vermitteln, indem sie andemspgasen aktivieren, welche dann
Kv7.1 prozessieren. Es kann aber geschlossen weddsa zumindest Caspase-1, -3 und
-7 den Kv7.1 schneiden.

Diese Erkenntnisse sind aber aus Uberexpressialisstuigewonnen worden. Durch
Uberexpression von Proteasen konnen Effekte dgreetistarkt werden, dass sievitro
detektierbar sind, aber si@h vivo nicht verifizieren lassen. In den Vorarbeiten zesdr
Doktorarbeit ging klar hervor, dass endogen exmitai Caspasen den Kv7.1 zum CTF2
hydrolysieren konnen. Welche Caspase(n) fur demiBchum CTF2 in Kv7.lin vivo

verantwortlich ist (sind), muss noch genauer untdrswerden.

Es gibt auch andere Substrate, die von mehrerepaSas geschnitten werden (Grutter,
2000). Das bekannteste Beispiel fur ein derarti@aspase-Substrat ist die Poly [ADP-
Ribose] Polymerase 1 (PARP-1) (Grutter, 2000). &#tret man die Caspase-Schnittstelle
in Kv7.1 (Abb. 56), so ist festzustellen, dass Entiungs-, Initiator- und Effektorcaspasen

in der Lage sein sollten, den Kv7.1 zu prozessieren
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Abbildung 56: Ubersicht zur Schnittstelle des CTF2n Kv7.1.
Entziindungscaspasen bevorzugen an ihrer Schiétsiel Aspartat in P1-Position und
eine Raum einnehmende Aminoséaure in P4-Positioes Bit beim Kv7.1 mit D459 (P1)
und F456 (P4) gegeben. Effektorcaspasen nutzen DEXfive in ihren Substraten,
wobei nur das Aspartat in P1-Position kritisch(@Gtutter, 2000). Auch dies ist an der
Schnittstelle zum CTF2 in Kv7.1 vorhanden. Initraspasen schneiden an (I/V/L)EXD-
Motiven und bendtigen zwingend ein Aspartat in Bsitfon. In P4-Position bedarf es
lediglich einer Raum einnehmenden Aminosaure. Riean der Schnittstelle zum CTF2
mit F456 und D459 der Fall.

Somit stellt die Schnittstelle zum CTF2 im Kv7.heiCaspaseschnittstelle dar, die von

allen Gruppen der Caspasen erkannt werden kann.

5.2.  Invivo Prozesse, bei denen die Proteolyse von Kv7.1 wiighsein konnte.

Die Proteolyse von Kv7.1 sollte dann von Bedeutwsan, wenn aktive Caspasen
vorhanden sind. Da in dieser Arbeit vor allem diektionelle Bedeutung der Proteolyse
analysiert wurde, wurden Modelle genutzt, bei de@aspasen aktiviert werden sollten.
Dafur wurden als Modelle Entziindungsreaktionen, jApse, Alterung von Zellen und
pro-arrhythmogene Mutationen von Kv7.1 untersu@rufter, 2000; Merkle et al., 2007;
Pollack et al., 2002). Dabei wurde festgestelltssddie Prozessierung des Kv7.1 zum
CTF2 in einem Zellalterungsmodell vermehrt statiéin Dieser Anstieg an Proteolyse
beeintrachtigt aber auch die Kanalfunktion von Ky#Avas wiederum Herzarrhythmien

auszulésen vermag (Abb. 57).
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Abbildung 57: Ubersicht zur Funktion der Proteolysedes Kv7.1.

5.2.1. Entzindungsreaktionen und die Proteolyse von Kv7.1

Es konnte gezeigt werden, dass Kv7.1 wahrend Edtmigsprozessen wahrscheinlich
nicht verandert prozessiert wird (s. 4.2.). Um diauntersuchen, wurde ein Mausmodell
genutzt, bei dem Mause mit dem Coxsackie B-ViruB\Linfiziert wurden (Brunetti,
DeSantis, 2008; Goudevenos et al., 1990; Hori.etl8B1; Joy et al., 1990; Karavidas et
al., 2011; Spotnitz, Lesch, 2006). Durch die In@ktmit CB-Viren wird unter anderem
eine Entzindung des Herzens hervorgerufen. Deswegeh eine CBV-Injektion als
gangiges Mausmodell fur Myokarditis genutzt. Umiherprifen, ob eine Entziindung in
den Herzen der verwendeten Mause stattgefundem, hatirde die Aktivierung der
Caspase-1 in diesen Herzlysaten untersucht. Cadpast bekannt daflir, bei
Inflammationsreaktionen im Herzen aktiviert zu werdDabei wird die Proform zu den
aktiven Formen prozessiert (Merkle et al., 2007ixté¥s Western Blot konnte aber weder
die Proform der Caspase-1 noch die aktiven Forneed® und 10 kDa detektiert werden
(Daten nicht gezeigt). Demnach konnte experimenielit gezeigt werden, dass durch die
Injektion mit CBV in diesen Mausen Uberhaupt eimézEndungsreaktion auftrat.

Es ist aber bekannt, dass Kv7.1 unter CBV-Infekti@nmehrt an die Plasmamembran
transportiert wird. Dies kann zu einem potentielo-prrhythmogenen Anstieg der
Kanalfunktion von Kv7.1 fuhren (Steinke et al., 3D1Dieser Anstieg an Kanalaktivitat

von Kv7.1 wird durch ein verandertes Phosphoryhgamuster des Kv7.1

ausgelost (Marx et al., 2002). Wo diese Phosphamyfigen an Kv7.1 vorgenommen
werden, ist von Marx und Kollegen nicht untersusiorden. Wenn aber Kv7.1 wahrend
einer Myokarditis verstarkt phosphoryliert wird, rkiien diese Phosphorylierungen am
Kv7.1 dessen Proteolyse mdglicherweise behindems Bwuss in weiteren Mausstudien
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untersucht werden. Erst dann kann sicher geschmosgsden, ob Kv7.1 wéhrend

Entziindungsprozessen verandert prozessiert wird.

5.2.2. Mdgliche, veranderte Prozessierung von Kv7.1 im Aér

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass.Kwi gealterten, apoptotischen Hek
293 T-Zellen vermehrt zum CTF2 prozessiert wird4(g.). Die Alterung wurdén vitro
durch die Expression von Progerin ausgel6st (Chatiet al., 2009; Miller et al., 2013).
Dabei war es auffallig, dass Progerin alleine nadreichte, um Apoptose zu stimulieren.
Progerin ist aber bekannt dafir, Zellen in dentddlkzu treiben (Miller et al., 2013). Dafir
bedarf Progerin aber aktives p53 (Jung et al., ROd@Iches Hek 293 T-Zellen nicht
exprimieren (Fu et al., 2010). Somit ist es mdglidass durch die fehlende Aktivierung
von p53 in den verwendeten Hek 293 T-Zellen keipoptose lUber Progerin ausgelost
werden konnte. Dennoch zeigten die erhdhte Caspadeivitat, sowie der Anstieg an
reaktiven Sauerstoffspezien, dass Progerin zu @ilberung der Hek 293 T-Zellen gefihrt
hatte.

In vivo konnte die verdnderte Prozessierung des Kv7.1leméhder Alterung des Herzens
von Bedeutung sein. Apoptose steigt im Alter ann@@welli et al., 2001; Li et al., 2002;

Merkle et al., 2007; Pollack et al., 2002; Yanglet 1998). Wann immer aber Apoptose in
Zellen ausgelost wird, werden auch Caspasen aktiBebald Caspasen aktiv sind, wird
der Kv7.1 zum CTF2 prozessiert. Somit kdnnte dudem Anstieg an Apoptose in
gealterten Kardiomyozyten Kv7.1 starker zum CTF&gifnentiert werden (Abb. 58).

Wahrend der Prozessierung von Kv7.1 zum CTF2 gahtKénalaktivitat von Kv7.1

verloren (Doktorarbeit C. Raab). Wenn aber Kv7.healterten Kardiomyozyten weniger
aktiv ist, wird der, dem Kv7.1 zu Grunde liegendks-Strom (Abb. 1) im gealterten

Herzen vermindert sein. Dies sollte dann wiederumeimer vermehrten Inzidenz von
Herzarrhythmien fihren (Abb. 58). Es ist nicht geklob der Kv7.1-abhangige Iks-Strom
im Alter vermindert ist. Daflr ist aber bekanntssaumindest Herzarrhythmien im Alter
vermehrt auftreten (Gonzalez et al., 2003; Li et 2002; Piccirillo et al., 2013). Ob der
altersabhangige Anstieg an Arrhythmien durch Kvadér gar seiner Proteolyse vermittelt

wird, muss noch untersucht werden.
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Abbildung 58: Ubersicht zum Einfluss der Alterung af die Proteolyse des Kv7.1.In einer
Kardiomyozyte folgt auf Depolarisation ein Kv7.1riettelter Kaliumausfluss. Dabei assembliert Kvimit
vier KCNE1-Untereinheiten, die hier reprasentatiit sinem Beispiel gezeigt sind. Altert die Zellg s
werden Caspasen aktiviert, die den Kv7.1 zum CTigssieren. Daraufhin geht die Kanalfunktion des
Kv7.1 verloren, was moglicherweise Arrhythmien égsl

5.2.3. Kv7.1 konnte ulber seine Prozessierung zum CTF2 Heazrhythmien

ausldsen

Long-QT syndroméann durch Mutationen in Kv7.1 ausgelost werderenw aber die

Proteolyse Kv7.1 inaktiviert, koénnte eine veranederffragmentierung von Kv7.1
Herzarrhythmien auslésen. Um zu untersuchen, ob Rliezessierung des Kv7.1
Herzarrhythmien auslésen kann, wurden verschied&n&rl-Mutanten hinsichtlich ihrer

Proteolyse betrachtet. Dabei zeigten die von Aatesind Crotti beschriebenen Kv7.1-
Varianten Kv7.1-G460S und Kv7.1-A372D (Arnestadhlet 2007; Crotti et al., 2012) eine
veranderte Proteolyse zum CTF2 (s. 4.5.).

Kv7.1-A372D wurde im Vergleich zu WT Kv7.1 nur egsghrankt zum CTF2 prozessiert.
Weiterfihrend resultierte der Austausch am Alanfi2 2u Aspartat in Kv7.1 in einem

Verlust der Calmodulinbindung. Das Aspartat 378tlievei Aminosauren vor dem fur die
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Calmodulinbindung entscheidenden 1Q-Motiv. Es istterhin fir Kv7-Familienmitglieder
bekannt, dass geladene Aminosauren in der Nahesdik3-Motives die Bindung an
Calmodulin aufheben (Etxeberria et al., 2008; Weavitan, 2002; Yus-Najera et al.,
2002). Daher kann davon ausgegangen werden, dassedgtiv geladene Aspartat an
Position 372 in Kv7.1-A372D die Bindung an Calmoduterhindert. Damit scheint die
fehlende Calmodulinbindung die Proteolyse des KvZu beeinflussen. Dies hebt
weiterhin hervor, dass die Calmodulinbindung diezessierung des Kv7.1 beeinflussen

kann.

Kv7.1-G460S zeigte eine vermehrte Proteolyse zunFZZBowie eine verminderte
Kanalaktivitdt gegeniber WT Kv7.1. Arnestad und I&gén beschrieben die Kv7.1-
Mutation G460S und haben einen ahnlichen Phanayfdiich der Kanalaktivitat, wie in
dieser Arbeit gezeigt, vermessen (Arnestad et2@07). Demnach erscheint es mdglich,
dass die vermehrte Proteolyse von Kv7.1-G460S eiwerénderten Herzrhythmus
ausgelost hat. Somit konnte die Proteolyse von Kwudie Pathogenitat von Kklinisch

beschriebenen Kv7.1-Mutationen bedingen.

5.2.4. Einfluss von Kv7.1 auf Apoptose

In dieser Arbeit ist gezeigt worden, dass Kv7.lediunktionelle Rolle in der Apoptose
einnimmt (s. 4.3.1.). Kv7.1 fordert Uber seine Kaktvitat leicht Apoptose. Viele
spannungsabhangige Kaliumkanéle, wie Kv1.3 oder1KdM1sind dafur bekannt, pro-
apoptotisch zu sein. Sie lassen Zellen am AnfamgAgeptose schrumpfen (apoptotische
Volumenreduktion) (Dallaporta et al., 1998; Durantet al., 2010; Felipe et al., 2006;
Lang et al., 2000; Lang et al., 2005; Maeno et24Q0; Shimizu et al., 2007; Szabo et al.,
2010; Wang et al., 2002a; Wang et al., 2008), was die Durchfuhrung des
programmierten Zelltodes unabdinglich ist. Auch &on und Kollegen zeigten 2010 in
einer Nierenzelllinie, dass Kv7.1 mittels seinedilfaausflusses pro-apoptotisch ist. Sie
untersuchten auch, dass Kv7.1 die apoptotische rvahmeduktion mit
vermittelt (Duranton et al., 2010). Somit bestatigdie Versuche dieser Arbeit die
Experimente von Duranton und Kollegen. Demnach nterartet Kv7.1 wahrend der
Apoptose das Schrumpfen der Zelle. Insgesamt Schein.1 aber eine untergeordnete
Rolle in der Ausfiihrung der Apoptose zu spielen.7Hvbedingte Anderungen der
Apoptoseraten waren nach Blockierung oder Aktivigrider Kanalfunktion von Kv7.1

eher gering.
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Kv7.1 nimmt aber vermutlich mit seinem Kaliumausstrnur fir eine kurze Zeit Einfluss
auf Apoptose. Sobald Caspasen in einer apoptonsZbbe aktiv werden, wird der Kv7.1
prozessiert und die Kanalfunktion durch die Protselinhibiert. Da die Kanalaktivitat von
Kv7.1 Apoptose beeinflusst, kann Kv7.1 Apoptose firdern, wenn er unprozessiert
vorliegt. Demnach kann Kv7.1 nur vor der Aktiviegumler Caspasen fur Apoptose
bendtigt werden. Somit scheint die Prozessierung K@7.1 zum CTF2 wéahrend der

Apoptose einen negativen Rickkopplungs-Mechanistatmustellen.

Es ist aber in dieser Arbeit nicht analysiert wordeb die pro-apoptotische Funktion von
Kv7.1in vivo eine Rolle spielt. Die von Duranton und Kollegarblizierten Daten, sowie
die Untersuchungen in dieser Arbeit, wurden nur niiberexpressionsstudien
durchgefuhrt. In keiner Publikation mit Kv7.1-defimten M&ause ist der Einfluss von
Kv7.1 auf Apoptose untersucht worden. Dennoch gibtHinweise, dass Kv7.1 auah
vivo eine Rolle in der Apoptose spielen kann. Than Hotlegen zeigten 2014, dass
Kv7.1l-defiziente Mause, welche durch eine weiteretefozygote Deletion von
adenomatous polyposis cAPC) spontan Adenome im Dinndarm entwickeln (@rodt
al., 1991; Moser et al., 1990), mehr Tumore aushil@Than et al., 2014). Tumore kdnnen
aber nur Gberleben, wenn Apoptose vermindert Watdt{ et al., 2008; Reed, 1999; Su et
al., 2013). Damit konnte die erh6hte Tumoranzalflesne pro-apoptotische Funktion des
Kv7.1 hinweisen. Than und Kollegen untersuchten/aotet diskutierten nicht, ob in den

Kv7.1-defizienten Tumoren Apoptose vermindert war.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass daB2cHragment von Kv7.1 Apoptose
kaum beeinflussen kann. Das CTF2-Fragment von Kigl.ih der Lage, in den Zellkern

zu translozieren und dort die Expression von BAXd uBAK zu vermindern. Die

Regulation von BAX und BAK Uber das CTF2-Fragmeonh\Kv7.1 ist aber in einer

Zelllinie gezeigt worden, die das CTF2-Fragmenbistaxprimiert. Demnach spiegelt die
Expression des CTF2-Fragmentes in dieser Zellimtat die natirlichen Gegebenheiten
der Prozessierung wider. Das CTF2-Fragment von Kenisteht erst in einer Zelle, die
beginnt zu sterben oder zu altern. In sterbendderzeird dann auch der Zellkern durch
Caspasen aufgelost und die DNA abgebaut (Falearelinik, 2000; Kamada et al., 2005;
Luo et al., 2010; Qin et al., 2001; Ramuz et &02 Tinnikov, Samuels, 2013). Daraufhin
wird das CTF2-Fragment von Kv7.1 aus dem Nukleutagsen. Dies zeigt sich in der
verminderten Expression von Kv7.1-CTF2-myc im Zeitk nach sechs Stunden

Staurosporinbehandlung (s. 4.3.2.). Demnach kamnoprdausgegangen werden, dass das
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CTF2-Fragment in einer sterbenden Zelle wenig Hs#l auf Apoptose oder die
Expression von BAX und BAK nehmen kann. Die Zeitspa flir eine effektive

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

Damit das CTF2-Fragment von Kv7.1 die Expression B&AX und BAK beeinflussen
kann, musste es langer als in einer sterbendea &efirimiert werden. Dies konntevivo
nur in denzombie-likeKardiomyozyten der Fall sein (Boyle et al., 20Mgorjani et al.,
2006; Narula et al., 2006; Yang et al., 2013). Bigsrdiomyozyten zeigen Zeichen von
Apoptose, da Caspasen in diesen Kardiomyozyterv atid. Dennoch kommt es zu
keinem Sterben dieser Kardiomyozyten, da die flopgipse notwendigen BAX, BAK und
Diablo in ihrer Expression eingeschrankt werdene \ie Expression von BAX, BAK und
Diablo in 22mbie-like Kardiomyozyten vermindert wird, ist nicht bekanks kann nur
vermutet werden, ob das CTF2-Fragment von Kv7.Edgession von BAX und BAK in
diesen Zellen verringert. Daher muss zuerst gellértlen, ob das CTF2 von Kv7.1 in den
zombie-like Kardiomyozyten entsteht und einen Einfluss auf d#serleben dieser

Kardiomyozyten nehmen kann.

In der Literatur ist auch gezeigt worden, dassEiniluss auf Apoptose genommen werden
kann, indem die Transkription von BAX und BAK remut wird (Chirakkal et al., 2006;
Del Re et al., 2007; Erler et al., 2004; Graupne.e 2011; Jones et al., 1998; Morrison et
al., 2005; Pearson et al., 2000). Dabei ist untdisworden, dass p53, p7&pecificity
protein 1 (SP-1) undspecificity protein 3(SP-3) die Transkription voBAX und BAK
regulieren. Damit ist in dieser Arbeit mit dem CTF&Agment des Kv7.1 ein weiterer
Regulator der Expression von BAX und BAK beschrieb@rden.

Zusammengefasst kann Kv7.1 Apoptose beeinflusselem er Uber seine Kanalaktivitat
einen pro-apoptotischen Kaliumausfluss vermittBieser Kaliumefflux wird durch die

Caspasen-bedingte Prozessierung des Kv7.1 zum Efdenent aufgehoben. Daraufhin
beeinflusst das CTF2 die Expression von BAX und BA&gativ (Abb. 59). Insgesamt
scheint aber die Regulation des Kv7.1 auf Apopteiser eine untergeordnete Rolle zu

spielen.
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Abbildung 59: Ubersicht zur Funktion des Kv7.1 in cer Apoptose. In Basalzustand werden bei
Depolarisation Kaliumionen (K) tber den Kv7.1, deit bis zu vier KCNE1-Proteinen assembliert, aus de
Zelle transportiert. Reprasentativ ist in diesebidung nur ein KCNE1-Protein dargestellt. Wird Agtose
ausgeldst, so wird unter anderem Uber den Kaliwsfldes Kv7.1 das Volumen der Zelle reduziert und
Apoptose gefordert. Sobald Caspasen aktiv werdend wer Kv7.1 am D459 prozessiert und die
Kanalaktivitat aufgehoben. Daraufhin translozieas @ntstehende CTF2-Fragment in den Zellkern und ka
dort die Expression voBAX undBAK vermindern. Ein Einfluss auf Apoptose durch dienf@égulation vom
CTF2 ist nicht festgestellt worden.

5.3. Die genregulatorische Funktion des CTF2 von Kv7.1

Das CTF2-Fragment von Kv7.1 ist in der Lage, in delikern zu translozieren und dort
die Expression von BAX und BAK zu regulieren (Ald®). Wie das CTF2-Fragment von
Kv7.1 dabei die Genregulation vornimmt, konnte iasér Arbeit nicht geklart werden.
Entweder bindet das CTF2-Fragment selber DNA, edeinteragiert mit Proteinen, wie

Transkriptionsfaktoren, um einen Einfluss auf den€@xpression zu nehmen.
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Mit der Helix C und Helix D kdonnte im CTF2 ein DNBindendes Helix-oop-Helix-
Motiv vorhanden sein (Fisher et al., 1992; Jon€&§42. Alternativ befindet sich in der
Helix D des CTF2 ein LxxLL-Motiv, welches moglichegise die Interaktion mit

Transkriptionsfaktor vermittelt (McInerney et dl998; Plevin et al., 2005).

Es gibt in der Literatur auch weitere Beispiele @Gen-regulierende Fragmente, die auf
Grund von Proteolyse entstehen. Der Notchrezemiowohl das bekannteste Beispiel
daflr (Christian, 2012; Prox et al., 2012; Selkéepan, 2003). Von Kaliumkanalen sind
keine durch Proteolyse entstandenen Fragmente bildia nach ihrer Freisetzung in der
Lage sind, Gene zu regulieren. Kim und Kollegergtezi 2007, dass ein Fragment der
Untereinheit p2 des spannungsabhéngigen Natriumkanals Navl.1 em Zellkern
transloziert und dort die Expression von Navl.lulegt (Kim et al., 2007). Somit kbnnte
eine B-Untereinheit eines spannnungsabhéngigen lonenkaead Fragment bilden,
welches die Expression von Genen beeinflussen kKaemnach ist Kv7.1 die bis jetzt
einzige beschriebene-Untereinheit eines spannungsabhangigen Kationetkardie
geschnitten wird. Das dabei entstehende Fragmeara kie Transkription von Genen

beeinflussen.

5.4. Amino-Terminal Enhancer of Split (AES) als neuer Interaktionspartner des
Kv7.17?

In dieser Arbeit ist ein potentieller neuer Intdrakspartner vom Kv7.1 untersucht
worden: der Amino-Terminal Enhancer of SplifAES). Es konnte mittels Ko-
Immunoprazipitationsstudien gezeigt werden, dassS AlBRd Kv7.1 in S&ugetierzellen
interagieren (s. 4.7.1.). Diese Ko-Immunopraziptastudien kénnen aber auch falsch
positive Ergebnisse liefern. Diese falsch positigggebnisse entstehen vor allem, wenn
die Bindung zweier moglicher InteraktionspartnecmaJlberexpression beider Proteine
untersucht wird. Dies war in dieser Arbeit aussfblich der Fall. Es wéare notwendig, die
Interaktion von AES an Kv7.1 ohne Uberexpressioiddre Proteine zu untersuchen.
Alternativ hatte man versuchen kénnen, Ko-Immunoipitationsstudien von AES und
Kv7.1 durchzufuhren, bei denen nur AES transfiardrd und Kv7.1 auf endogener Ebene

préazipitiert wird.

Um Uberhaupt einen Eindruck Uber die Spezifitdt Berdung von Kv7.1 an AES zu
gewinnen, wurden verschiedene Versuchsansatze zgebafir wurden AES und Kv7.1

von beiden Seiten erfolgreich prazipitiert. Diegyzedass, unabhéngig an welchem Protein
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man die Prazipitation durchfihrt, eine Interaktimm AES und Kv7.1 detektiert werden

konnte.

Weiterhin ist untersucht worden, in welchen BererclAES und Kv7.1 einander binden.
Dabei wurde festgestellt, dass AES mit dem C-Teumsimon Kv7.1 interagiert. Wo die
Bindung von AES an Kv7.1 im C-terminalen Bereichatifindet, konnte nicht

abschliel3end geklart werden.

Betrachtet man die Bereiche an denen Kv7.1 womibdlieS bindet, so wurde festgestellt,
dass Kv7.1 mit der Glutamin-reichen Doméne von AtiSragieren sollte. Diese Doméane
vermittelt bekanntermal3en die Bindung von AES raibhen Interaktionspartnern (Sarma,
Yaseen, 2011; Yu et al., 2001).

Zusatzlich ist in dieser Arbeit auch untersuchtdeor, welche Funktion die Bindung von
AES auf die Kanalfunktion von Kv7.1 hat. Dabei kakeine klare Aussage getroffen
werden, ob AES den Kv7.l-bedingten Kaliumfluss hegu Eine Verminderung der
Stromkurven von Kv7.1 nach Ko-Injektion mit AES déssich mit der reduzierten
Expression des Kv7.1 nach Ko-Expression mit AES&eek. Diese Reduktion der Kv7.1-
Expression ist aber nur iKenopus laeviOozyten aufgetreten. Damit ist dieser Effekt
nicht auf Saugetierzellen tUbertragbar. Es muss no&augetierzellen untersucht werden,
ob AES einen Einfluss auf die Kanalaktivitat von7l nimmt.

AES ist ein Ko-Modulator von Transkriptionsfaktor@eagle, Johnson, 2010;
Gasperowicz, Otto, 2005; Jennings, Ish-Horowic)80In dieser Arbeit ist angedeutet
worden, dass das CTF2-Fragment von Kv7.1 die Ezgmevon Genen reguliert. Somit ist
es maglich, dass durch die Interaktion von AES dedh CTF2 die genregulatorische
Funktion des CTF2 beeinflusst wird. Gegebenenfalisterstiitzt AES auch die
Translokation des CTF2 von Kv7.1 in den Zellkerneit&rhin ist es auch denkbar, dass
AES die Bindung vom CTF2 mit weiteren Interaktioagpern, die fur die
genregulatorische Funktion des CTF2 von Kv7.1 vigchind, vermittelt. Dies musste mit

weiterfihrenden Experimenten untersucht werden.

Somit kann AES mit seiner Glutamin-reichen Domameerhalb des CTF2-Fragmentes
von Kv7.1 binden. Moéglicherweise beeinflusst dietefaktion beider Proteine die
genregulatorische Funktion des CTF2 (Abb. 60)
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Abbildung 60: Ubersicht zur Interaktion von AES und Kv7.1. AES bindet Kv7.1 innerhalb des CTF2-
Fragmentes. Kv7.1 dagegen interagiert mit der @lintareichen Doméne (Q) von AES. Nach Prozessierung
des Kv7.1 zum CTF2 kdnnte dann AES die méglichekEan als Transkriptionsfaktor des CTF2 des Kv7.1
beeinflussen. GP: Glycin-Prolin-reiche Doméne.

5.5. Prozessierung von Kv7.1 zum CTF1

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Kvihl der Nahe der sechsten
Transmembrandomé&ne zum CTF1 prozessiert wird §). Dabei ist ein GSGF-Motiv

direkt am Anschluss an die sechste Transmembranuoiité die Proteolyse zum CTF1
entscheidend. Beim Austausch von S349W und G350Rvihl wurde der Schnitt zum

CTF1 in beiden Fallen behindert. Dabei wird eineinére Aminosaure mit einer Raum
einnehmenderen Aminosaure ausgetauscht. Nimmt man Beispiel Phenylalanin an
Position 350 in Kv7.1 und tauscht dieses gegerA&nin, so wird der Schnitt zum CTF1
von Kv7.1 geférdert. Demnach unterstitzen kleineirfasauren in der Nahe zum Glycin
348 die Proteolyse von Kv7.1 zum CTF1.

Ohne die genaue Kenntnis uber die Protease, di€TgR% von Kv7.1 spaltet, und/oder die
Aminosauren am Anfang des CTF1 von Kv7.1 zu kennemn nicht endgultig
geschlossen werden, wo der Kv7.1 am GSGF-Motivgssiert wird. Zur Identifizierung
des GSGF-Motives am Ende der letzten Transmembnadio® wurden verschiedene
Deletionsmutanten von Kv7.1 erstellt. Wenn abetenNahe einer Transmembrandoméane
Aminosauren deletiert werden, kann nicht ausgesesklo werden, dass die entstehenden
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Trunkationsmutanten eine andere Faltung aufwei&#me andere Faltung von Kv7.1
konnte aber auch zu einer fehlenden Prozessieraagkd7.1 fihren. Somit besteht die
Moglichkeit, dass das CTF1 an einer anderen Stkeam GSGF-Motiv in Kv7.1
gespalten wird. Um sicherzustellen, wo und durclches Protease das CTF1 von Kv7.1
entsteht, musste eine massenspektroskopische AnadgsCTF1-Fragmentes durchgefihrt
werden. Mit Hilfe dieser Analyse ergibt sich die #liéhkeit, die genaue
Aminosaurenkomposition des CTF1 erhalten. Daminkénlann genau gesagt werden, wo

das CTF1 abgespalten wird und welche Proteasevdiesttelt.

Geht man davon aus, dass Kv7.1 am GSGF-Motiv zumlQirozessiert wird, so besteht
die mogliche CTF1-Schnittstelle in Kv7.1 aus PAGBRGFALKVQ, wobei das GSGF-
Motiv unterstrichen ist (Abb. 61).

Vergleicht man diese Schnittstelle mit der Merogdnbank (Rawlings et al., 2014), so
ergeben sich als mdgliche Proteasen, die den $ctumt CTF1 verantworten kénnten,
Chemotrypsin, Pepsin, Proteinase K und Thermoly&ermolysin und Proteinase K sind
bakterielle Enzyme und kommen nicht in Saugetiégemelor (Ebeling et al., 1974; Endo,
1962). Somit kann ausgeschlossen werden, dass ®lysimoder Proteinase K fur die
Entstehung des CTF1 in den, in dieser Arbeit vede&mn, Sdugetierzellen verantwortlich
sind. Chemotrypsin und Pepsin sind beides Enzymeefid die Verdauung der Nahrung
bedeutend sind (Appel, 1986; Berger, SchechterQ;1Bdnn, 2001; Florkin, 1957; Fruton,
2002). Pepsin spaltet Proteine zu PolypeptidenséiBolypeptide werden dann von
Chemotrypsin prozessiert. Chemotrypsin-ahnlichegesen verantworten unter anderem
den Abbau von Proteinen im Proteasom (Heinemeyat.,e1997; Wilk, Orlowski, 1983).
Da das CTF1-Fragment von Kv7.1 nie endogen im Wie&t detektiert werden konnte,
ist es moglich, dass das CTF1-Fragment als Abbadugtodes Kv7.1 nur nach
Uberexpression entsteht. Es kann auch nicht ausigssen werden, dass das CTF1
wahrend der Herstellung der Zelllysate gebildetiwir

All diese Uberlegungen gehen aber davon aus, dassT1-Schnittstelle in dem Bereich
PAGILGSGFALKVQ liegt (Abb. 61). Es besteht die Miagikeit, dass das CTF1 von
Kv7.1 vom GSGF-Motiv betrachtet weiter N- oder @itanal gelegen geschnitten wird.
Trunkationen weiter C-terminal des GSGF-Motives draur nicht vorgenommen, da sich
dort auch die Calmodulinbindestelle befindet. Delet man in Kv7.1 die
Calmodulinbindung, wird Kv7.1 fehlgefaltet, was emem Verlust der Prozessierung zum
CTF1 fuhren sollte.
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Abbildung 61: Mdégliche Schnittstelle zum CTF1 in Kw.1.S6: sechste Transmembrandomaéne.
In dieser Arbeit ist auch nicht untersucht wordeim weiter N-terminal gelegene Bereiche
ab dem GSGF-Motiv einen Einfluss auf die Prozessgrzum CTF1 von Kv7.1 nehmen.
Es besteht die Mdglichkeit, dass Kv7.1 innerhalb Zllmembran hydrolysiert wird. Als
maogliche Proteasen, die innerhalb der Membran sdéne kdnnen der y-
Sekretasekomplex, die Proteasen dggnal peptide peptidasgSPP)-Familie und

Rhomboide genannt werden.

In Vorarbeiten wurde festgestellt, dass Kv7.1 aunter knock-outvon Presenilin-1 und
Presenilin-2 noch zum CTF1 prozessiert wird (Dipdobeit C. Raab). Da Presenilin-1 und
Presenilin-2 die aktiven Komponenten deSekretasekomplexes sind (Kaether et al.,
2006), kann bei Defizienz von Presenilin-1 und emdm-2 keine Prozessierung von
Substraten durch denSekretasekomplex mehr stattfinden. Demnach kasgemehlossen

werden, dass Kv7.1 vomSekretase-Komplex prozessiert wird.

Fur SPP-Proteasen sind bis heute als SubstrateTypr 2 Transmembranproteine
beschrieben worden (Golde et al.,, 2009; Mentrupalet 2015; Schrul et al., 2010).
Demnach ist es eher unwahrscheinlich, dass diested®en den Kv7.1 schneiden. Um
aber endgultig ausschlieBen zu kénnen, dass Kwah1SPP-Proteasen geschnitten wird,
misste die Prozessierung von Kv7.1 in fur die jegemn SPP-Protease defizienten Zellen
untersucht werden. Alternativ kann auch unter Bdharg mit unspezifischen Inhibitoren
fur die SPP-Familie, wie Inhibitor X oder (Z-Li-Keton (Friedmann et al., 2006; Golde et
al., 2013; Ran et al., 2015; Weihofen et al., 208® Prozessierung von Kv7.1 zum CTF1
betrachtet werden.

Als letzte Enzymfamilie, die den Schnitt zum CTFérantworten koénnten, sollen die
Serin-Proteasen der Rhomboide diskutiert werdebgilret al., 2001; Urban, Freeman,
2003; Urban, Wolfe, 2005). Rhomboide sind daflr davek, auch Substrate, die, wie
Kv7.1, die Membran mehrfach durchspannen, zu psiees (Fleig et al., 2012). Es ist
gezeigt worden, dass Rhomboide in P1-Position kiei@e Aminosaure und in P4- und
P2‘-Position eine groRe hydrophobe Aminosaure lmgen (Akiyama, Maegawa, 2007,
Strisovsky et al.,, 2009). Weiterhin bedarf es ineen Substrat fir Rhomboide einer
instabilen Helix (Akiyama, Maegawa, 2007). Betraéthan Kv7.1 hinsichtlich dieser
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Anforderungen, so findet sich in P1-Position mdghiaveise mit Glycin 348 eine kleine
Aminosaure (Abb. 61). In P4- und P2‘-Position afiad mit je einem Glycin keine grol3en
hydrophoben Aminosauren in Kv7.1 vorhanden (Abh. @b Kv7.1 eine instabile Helix
tragt, kann nicht abschlieRend geklart werden, i@akKdistallstruktur von Kv7.1 nicht
bekannt ist. Weiterfuhrend misste die Proteolysa 7.1 unter Inhibition der
Rhomboid-Aktivitdt untersucht werden. Daflur koénntemhibitoren wie 3,4-
Dichloroisocoumarin (DCI) oder S016 (Vosyka et &013; Wolf et al., 2013), genutzt

werden.

5.6. Zusammenhang der Proteolyse und Kanalaktivitat vorkv7.1

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dmtedtyse zum CTF1 und CTF2 die

Kanalaktivitat von Kv7.1 beeinflusst.

Vorarbeiten zu dieser Doktorarbeit offenbarten,sddge Proteolyse zum CTF2 Kv7.1
inaktiviert. Dies ist mit weiteren Kv7.1-Mutantem dieser Arbeit bestatigt worden. Kv7.1-
G460S und Kv7.1-G460E zeigten beide eine vermeRrtzessierung zum CTF2 und
waren Uber verminderte Stromstarken in der ZwekiEdelenspannungsklemme in

Xenopus laevi®©ozyten aufgefallen.

Mittels der Mutanten Kv7.1-G348A und Kv7.1-F351Ankte gezeigt werden, dass der
Schnitt zum CTF1 die Kanalfunktion von Kv7.1 aufhéfv7.1-G348A und Kv7.1-F351A
sind auch von Boulet und Kollegen hinsichtlich ithr&analaktivitdt vermessen
worden (Boulet et al., 2007). Die Experimente voouBt und Kollegen zeigten die
gleichen Kanalaktivitditen von Kv7.1-G348A und Kv¥F351A wie sie in dieser Arbeit
festgestellt worden sind.

Weiterhin stellt sich aber auch die Frage, wieSlthnitte an Kv7.1 dessen Kanalaktivitat
beeinflussen. Um dies zu untersuchen, wurde diedlig von Calmodulin am
prozessierten Kv7.1 betrachtet. Bedenkt man, dass<Cd F2 in Kv7.1 zwischen der Helix
A und Helix B geschnitten wird, so befindet sicle @ichnittstelle zum CTF2 mitten in der
Calmodulin-Bindedomé&ne von Kv7.1 (Abb. 5). Demnd&he es nahe, dass durch den
Schnitt zum CTF2 die Calmodulin-Bindung an Kv7.Xgathoben wird. Demnach wirde
der nach Prozessierung zum CTF2 Ubrig gebliebenerminale Teil von Kv7.1 nicht
mehr an Calmodulin binden (Haitin, Attali, 2008; WyelLevitan, 2002). Dies wurde
untersucht und festgestellt, dass Kv7.1 nach Psgaesig zum CTF2 nicht mehr in der
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Lage ist, Calmodulin zu binden (s. 4.6.1.). Dieetaktion von Calmodulin mit Kv7.1 ist
aber fir die richtige Faltung, den korrekten Tramspzur Membran, sowie fir die
Kanalaktivitat von Kv7.1 unabdingbar (Abb. 62). Dsach sollte das prozessierte Kv7.1
keinen Kaliumfluss mehr zeigen. Da die Schnittstelim CTF1 in Kv7.1 auch die CTF2-
Schnittstelle enthalt, geht auch nach Prozessiermagn CTF1 die Bindung von
Calmodulin an Kv7.1 verloren. Somit bedingt auch Werlust der Calmodulinbindung

nach Proteolyse zum CTFL1 die Inaktivierung des @irR1-prozessierten Kv7.1.

In dieser Arbeit ist nicht analysiert worden, ok &roteolyse von Kv7.1 den Transport zur
Membran beeinflusst. Je mehr Kv7.1 in der Membran finden ist, umso mehr
Kanalaktivitat kann detektiert werden. Es bestabht Moglichkeit, dass Kv7.1-Mutanten
mit weniger Proteolyse im Vergleich zu WT Kv7.1 mahrt zur Membran transportiert
werden. Gleichzeitig konnten Kv7.1-Mutationen miehn Proteolyse als WT Kv7.1
weniger Membranlokalisation im Vergleich zu WT K¥Zeigen. Wenn Kv7.1 geschnitten
wird, geht am N-terminal verbleibenden Teil von KW¥7der nach Proteolyse noch
vorhanden ist, die Calmodulinbindung verloren. Ol@amodulinbindung kann Kv7.1
aber nicht mehr angemessen zur Membran transpgoxieden (Haitin, Attali, 2008; Wen,
Levitan, 2002). Demnach kann die verloren gegang@admodulinbindung ein mdglicher
Mechanismus sein, wie die Proteolyse die Membraisktion des Kv7.1 beeinflusst.
Dies miusste mit Biotinylierungs- und Immunofluoreszfarbungen von Kv7.1-Mutanten

mit veranderter Proteolyse bestimmt werden (Abb. 62
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Abbildung 62: Ubersicht zum Einfluss der Proteolyseauf die Kanalfunktion von Kv7.1. Reprasentativ
ist hier nur die Caspasen-bedingte Proteolyse genieiner Zelle ohne aktive Caspasen wird Kv7.1 tber
das Endoplasmatische Retikulum (ER) effektiv zullrdembran transportiert. Sobald Caspasen aktiv
werden, wird der Kv7.1 entweder an der Zellmemhi@noder im ER (b) prozessiert. Wird Kv7.1 im ER
geschnitten (b), kann der Transport zur Membran wermindert stattfinden. Zusétzlich geht die
Kanalfunktion von Kv7.1 verloren.

Mit Kv7.1-S464E ist dagegen eine Mutante beschrnieberden, bei der eine verminderte
Proteolyse keine erhdhte Kanalaktivitat zeigte. sDgpricht einerseits daftir, dass die
Proteolyse nicht den angenommenen Effekt auf dimakéktivitat von Kv7.1 hat.
Andererseits kann nicht ausgeschlossen werden,ddasSerin 464 fur die Kanalaktivitat
von Kv7.1 bedeutender ist, als fir die Proteolysel @anschlielender Regulation der
Kanalfunktion. Kathdfer und Kollegen untersuchtevirKL-S464A (Kathofer et al., 2003).
Sie stimulierten WT Kv7.1 und Kv7.1-S464A mit Isofgrenol. Isoproterenol ist bekannt
dafir, die Kanalfunktion von Kv7.1 zu steigern. Bakonnten Kathéfer und Kollegen mit
Isoproterenol die Kaliumstrome von WT Kv7.1 erhéhBme Kanalaktivitat von Kv7.1-
S464A wurde aber im Vergleich zu WT Kv7.1 wenigdfeldiv mit Isoproterenol
angeregt. Fortfihrend wurde aber nicht untersudit, Kv7.1-S464A schon ohne
Isoproterenol-Stimulation reduzierte Kaliumstromeggnuber WT Kv7.1 zeigte. Wenn
Kv7.1-S464A ohne Isoproterenol-Stimulation vermindeé<aliumstrome im Vergleich zu
WT Kv7.1 zeigte, erklart dies auch den Phanotyp Kei.1-S464A nach Isoproterenol-
Stimulation. Da Kv7.1-S464E einen reduzierten Kalkfflux (ohne Stimulation) im
Vergleich zu WT Kv7.1 zeigte, scheint es mdogliclassl auch Kv7.1-S464A (ohne
Stimulation) verminderte Stromkurven zeigt. Demn&ehn davon ausgegangen werden,

dass das Serin in Position 464 eine bedeutenddie fRo die Kanalaktivitat von Kv7.1
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spielt. Es mussten weitere Aminoséuren an Pos8#8v in Kv7.1 getestet werden, um zu
analysieren, ob die verminderten Strome von KvA&4%E am Einfligen einer geladenen
Aminosaure (Glutamat) in Position 464 liegen odarc die verminderte Proteolyse

bedingt sind.

Die Regulation der Kanalfunktion des Kv7.1 UbertBob/se kdnntan vivo dann von
Bedeutung sein, wenn Apoptose vermehrt ausgelddt WMian weil3, dass in Patienten, die
an Herzversagen leiden, verstarkt Apoptose im Hevzekommt (Yang et al., 2013). Es
ist auch bekannt, dass der Kv7.1-bedingte lks-Stnach einem Herzinfarkt vermindert
ist (Borlak, Thum, 2003; Li et al., 2000; Tsuji &t, 2000; Verkerk et al., 2003). Viele
Studien versuchten zu analysieren, ob die Vermiumdgides Kv7.1-abhdngigen Stromes
nach Herzinfarkt durch eine reduzierte Expressiom Kv7.1 vermittelt wird. Mittlerweile
weil3 man, dass dies nicht der Fall ist. Nattel utigkte schon 2007, dass die Reduktion
des lks-Stromes nach Herzinfarkt eine posttramslate Ursache haben sollte (Nattel et
al., 2007). Damit kann die Proteolyse von Kv7.1 agemlie durch Nattel beschriebene
posttranslationale Veranderung des Kv7.1 sein. Iness aber erst im entsprechenden

Mausmodell abgesichert werden.

5.7. Einfluss von Phosphorylierung auf die Proteolyse wvoKv7.1

Weiterfihrend wurde in dieser Arbeit der Einflussmwhosphorylierungen des Kv7.1 auf
die Proteolyse zum CTF2 untersucht. Es ist bekatasts Phosphorylierungen an Caspase-
Substraten deren Prozessierung durch Caspaserdgand&ionnen (Dix et al., 2008; Dix et
al., 2012). Gerade eine Phosphorylierung in P3tidosikann die Proteolyse durch
Caspasen beeinflussen (Dix et al., 2012). In Kvigtlin P3-Position an der CTF2-
Schnittstelle mit Serin 457 eine potentielle Phasplerungsstelle vorhanden (Abb. 56).
Es muss noch untersucht werden, ob eine negatigengaan S457 in Kv7.1 die Caspasen-
abhangige Prozessierung verandern kann. Es wurdden auch weitere potentielle
Phosphorylierungsstellen in Kv7.1 hinsichtlich #réinflusses auf die Proteolyse
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass das rifggn der negativ geladenen
Aminosaure Glutamat in N&he der Schnittstelle zuMFZ die Caspasen-abhéngige
Proteolyse von Kv7.1 beeinflusst. Eine verandertgéd®lyse von Kv7.1 zum CTF1 konnte
dabei nicht festgestellt werden. Demnach scheimh&glich, dass Phosphorylierungen an

der CTF2-Schnittstelle die Prozessierung des Khléeinflussen.
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Dennoch ist weder in dieser noch in einer andetdslipierten Arbeit gezeigt worden, an
welchen Aminosauren Kv7.1 in N&he der CTF2-Scheitts tatsachlich phosphoryliert

wird. Als mogliche Kinasen, die Kv7.1 phosphoryier sind Proteinkinase A und
Proteinkinase C bekannt (Suh, Hille, 2007; Woodcechkl., 2009; Zaydman, Cui, 2014;
Zhang et al., 2003). Mittels Aktivatoren der Prot@nase A und Proteinkinase C kdnnten
Phosphorylierungen an Kv7.1 ausgelost werden. Amrftdnd misste man das
Prozessierungsverhalten des Kv7.1 im Western Blmgrprifen. Kame es zu einer
veranderten Prozessierung von Kv7.1 nach Stimwlaton Proteinkinase A und

Proteinkinase C, so erhalt man den ersten wirklicHeweis, dass Phosphorylierungen
die Proteolyse von Kv7.1 veradndern konnen. Dardgéfod kann man durch gezielte
Mutationsstudien untersuchen, welche Aminosaurefvinl fir das mégliche veranderte
Proteolyseverhalten nach Phosphorylierung bedewté@nen (Abb. 63).
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Abbildung 63: Ubersicht zum Einfluss der Phosphoryierung von Kv7.1 auf die Proteolyse des Kv7.1.

Betrachtet man Bedingungen, bei denen Phosphargiiean Kv7.1in vivo verandert sind,
ist es bekannt, dass Patienten mit Herzerkrankungem verandertes
Phosphorylierungsmuster des Kv7.1 zeigen. Diesé@nderten Phosphorylierungen an
Kv7.1 sollen Uber eine vermehrten Expression degreetgern2-Rezeptors bei Patienten
mit Herzerkrankungen vermittelt werden (Reiken let2003; Wehrens et al., 2003). Die
Phosphorylierung an Kv7.1 selber erhoht die Karialéi#it von Kv7.1. Somit kann
rickgeschlossen werden, dass in Patienten, dieeazvetsagen leiden, Kv7.1 eine erhohte
Kanalaktivitat zeigen sollte. Ob mdgliche Phospheryngen an Kv7.1 in Patienten mit
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Herzerkrankungen die Proteolyse verandern, missté mit entsprechendem Gewebe

von Patienten, die an Herzversagen leiden, untetsuerden.

5.8. Ausblick

In dieser Arbeit wurde versucht, die Proteolyse H®3.1 weiter zu charakterisieren.
Dabei wurde festgestellt, dass Kv7.1 in einem &Zelangsmodell vermehrt zum CTF2
prozessiert wird. Dies muss in gealtertem Gewebe, herzgewebe, bestatigt werden.
Allgemein konnte gezeigt werden, dass die Prozessiedes Kv7.1 seine Kanalfunktion
beeinflusst. In gealterten oder durch Herzinfarkstgrte Kardiomyozyten kénnte die
Proteolyse des Kv7.1 einen schadigenden Einflu§sdi@uHerzfunktion nehmen. Auch
dies muss weiterfihrend in Alterungs- oder Infardi®llen an Maus-, Ratten- oder

humanen Herzen analysiert werden.

Zusatzlich wurde gezeigt, dass Kv7.1 mit seinemiltaéfflux eine pro-apoptotische
Funktion hat. Dies ist in dieser Arbeit nur mit Wepressionstudien untersucht worden.
Ein Einfluss des Kv7.1 auf Apoptose muasvivo bestatigt werden. Daflr kbnnte man

zum Beispiel Tumorproben verwenden.

Weiterhin wurde das CTF2-Fragment des Kv7.1 in Kzgirmodellen als moglicher
Regulator der Genexpression analysiert. Dies modegen weiter abgesichert werden.
Zombie-likeKardiomyozyten waren ein geeignetes System, bei das CTF2-Fragment
eine Regulation der Genexpression moglicherweiseelomen kann. Fortfihrend ist nicht
geklart, wie das CTF2-Fragment die Expression venda beeinflusst. Mit derAmino-
Terminal Enhancer of Splitst dabei ein méglicher Modulator der genreguiatdren
Funktion des CTF2 identifiziert worden. Es konnézegjgt werden, dass AES und Kv7.1 in

Uberexpressionstudien interagieren. Dies muss @rdealidiert werden.

Zusétzlich konnte nicht abschlieRend geklart werdenwelchem Bereich Kv7.1 zum
CTF1 geschnitten wird. Mit massenspektroskopisdhealysen muss der N-Terminus des

CTF1 determiniert und dann die verantwortliche €ast identifiziert werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In Vorarbeiten zu dieser Arbeit wurde gezeigt, ddssspannungsabhéngige Kaliumkanal
Kv7.1 zu zwei carboxyterminalen Fragmenten (CTF#l @TF2) prozessiert wird. Das
kleinere CTF2 des Kv7.1 entsteht dabei durch Caspasrmittelte Proteolyse nach dem
Aspartatrest 459. Bisher konnte noch nicht gekhatden, an welcher Position in Kv7.1
das grofRere CTF1 entsteht. In dieser Arbeit sali@ysiert werden, welche Caspasen den
Kanal unter welchen (patho-) physiologischen Beditggn schneiden. Aul3erdem sollte
die Bildung des CTF1 sowie die Auswirkungen dernt@ulyse auf die Kanalfunktion von

Kv7.1 untersucht werden.

Zunéchst ergaben Mutationsstudien, dass der Schumtt CTF1 an einem GSGF-Motiv
kurz nach der sechsten Transmembrandomane des ktdtifindet. Stromkurven-
Analysen von Kv7.1-Mutanten mit veranderter CTFbZessierung in Froscheizellen

konnten beweisen, dass die Proteolyse zum CTFKahalaktivitat von Kv7.1 beendet.

Zusatzlich wurde untersucht, wie die proteolytiscReozessierung zum CTF2 die
Kanalfunktion des Kv7.1 beeinflussen kann. Mittéd®-Immunoprézipitationsstudien
wurde festgestellt, dass der Kv7.1 nach der limde Proteolyse zum CTF2 kein
Calmodulin mehr bindet. Somit hebt auch die Spalteunm CTF2 den Kv7.1-vermittelten

zellularen Kaliumefflux auf.

Weiterfihrend wurde die funktionelle Bedeutung Besteolyse zum CTF2 charakterisiert.
Mit Hilfe von Uberexpressionsexperimenten konntezeigt werden, dass vor allem
Caspase-1, -3 und -7 bei der Spaltung des Kv7.1QURR2 beteiligt sind. Demnach wird
Kv7.1 dann proteolytisch fragmentiert, wenn Caspaaigiv sind, wie zum Beispiel bei

Entziindungsprozessen, bei der Apoptose und inegadtZellen.

In einem murinem Myokarditismodell konnte mittelsnrhunoblot-Analysen keine
vermehrte Caspase-abhangige Proteolyse von Kvbliabhatet werden. Daraufhin wurde
versucht, die Funktion des Kv7.1 wahrend induzreagoptotischer Prozesse zu klaren.
Mittels Uberexpressions- und Inhibitionsstudien hi@ngezeigt werden, dass Kv7.1 einen
pro-apoptotischen Kaliumausfluss vermittelt, demzschrumpfen der apoptotischen
Zellen beitrdgt. RNA- und Protein-Expressionsaratydestatigten, dass das CTF2 die
Expression der zwei pro-apoptotischen Protdd -2 associated X proteiand BCL-2

homologous antagonist killevermindert. Diese genregulatorische Funktion dg$2ZC
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scheint aber nicht unmittelbar einen Einfluss aaf &Einsetzen und das Ausmafld der
Apoptose zu nehmen.

Zusatzlich wurde untersucht, ob dé&mino-Terminal Enhancer of Spl{AES) als
maoglicher  Interaktionspartner des  Kv7.1  eine Bediegt hat. Ko-
Immunoprazipitationsanalysen ergaben, dass Kv7.H WES in Sdaugetierzellen
aneinander binden. Einen Einfluss der Interaktioon \Kv7.1 und AES auf den
Kaliumstrom des Kv7.1 und auf die genannte geneggrische Funktion des CTF2 konnte

bisher nicht ermittelt werden.

Weiterhin wurden Hek 293 T-Zellen mit Hilfe der gekten Lamin-A-Variante Progerin
gealtert, wobei Kv7.1 in diesen Seneszenz-indwerZellen vermehrt zum CTF2
gespalten wird. Demnach ist es moglich, dass aieeplytische Prozessierung den Kv7.1-
vermittelten lks-Strom im gealterten Herzen verreitd Um den Einfluss dieses
Proteolyseereignisses auf Herzarrhythmien naher uatersuchen, wurderklinisch
beschrieben&lutationen von Kv7.1 hinsichtlich der CTF2-Bildubgtrachtet. Zwei dieser
untersuchten Mutationen, Kv7.1-G460S und Kv7.1-A372eigten im Immunoblot eine

veranderte Prozessierung des Kv7.1 zum CTF2.

Somit wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Kv7.tn&ainem von verschiedenen Caspasen
gespalten wird. Auf der anderen Seite beendet idigidrte Proteolyse innerhalb des
zytoplasmatischen Anteils von Kv7.1 dessen Kan&lion. Weiterhin legen die
Experimente in dieser Arbeit eine Rolle der Kv7rbtBolyse bei der Entstehung von

Herzarrythmien beim Menschen nahe.
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7. SUMMARY

Previous studies indicated that the voltage-dep@npletassium channel Kv7.1 undergoes
proteolysis, generating two C-terminal fragmentIKC and CTF2). While the smaller
CTF2 fragment is generated by caspases requiringspartate at position 459, the
cleavage position for the origination of the bigge€fF1 remained unknown. Thus, this
thesis aimed to elucidate which caspases are refig@ifior Kv7.1 cleavage. Additionally,
the functional impact of the fragmentation undefffedent (patho-) physiological
conditions as well as the consequence of protentysithe channel function of Kv7.1 was

analyzed.

The cleavage site of the CTF1 fragment at a GSGH#Fmear the sixth transmembrane
domain of Kv7.1 was described using site-directegtagenesis. The analysis of the
electrophysiology of Kv7.1 mutants with altered ggssing to the CTF1 ienopus laevis

oocytes revealed that the channel function of Kvg lbst after fragmentation to the CTF1.

Additionally, it was analyzed how the caspase-ddpatprocessing of Kv7.1 can interfere
with the Kv7.1-mediated potassium flux. Co-immureappitations studies showed that
Kv7.1 cannot bind calmodulin after limited protesis, Therefore, a proteolytically

processed Kv7.1 remains inactive.

Furthermore, the functional impact of the cleavagfe Kv7.1 to the CTF2 was
characterized. Overexpression studies revealed ditsppase-1, -3 and -7 are primarily
responsible for cleaving Kv7.1 at position 459. §dedata suggest that the caspase-
dependent proteolysis of Kv7.1 occurs during preess characterized by activated
caspases, such as apoptosis, inflammation andceohaals.

The data presented here suggest a role of Kv7alregulator of apoptosis. Overexpression
studies and pharmacological inhibition of Kv7.1 mhel function showed that Kv7.1
generates a pro-apoptotic potassium efflux necgdsarshrinkage of cells in the initial
phase of apoptosis. qRT-PCR- and western blot-aisafgvealed a decreased expression
of BCL-2 associated X protein and BCL-2 homologamsagonist killer, two important
regulators of apoptosis, upon CTF2 expression. Wewethe CTF2 as a possible
transcription factor does not seem to have a sggmf influence on the onset and degree

of apoptosis.
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Another focus of this study was the characteriratd the Amino-terminal Enhancer of
Split (AES) as a putative interaction partner of/kk The interaction of AES and Kv7.1
was established by co-immunoprecipitation-experim@m mammalian cells. A functional
role of this interaction of Kv7.1 and AES on the ¥ channel function or the function of

the CTF2 as a transcription factor could not yetiéermined.

The analysis of a murine myocarditis model als¢teaito reveal an increase in Kv7.1
cleavage in immunoblots of murine heart lysate® dleavage of Kv7.1 was also analyzed
in a cellular model of aging. Aging was induced éypressing the lamin-A variant
progerin in Hek 293 T-cells, which revealed an @éased Kv7.1 proteolytic processing in
those cells. This indicates that enhanced Kv7.hvelge leads to a decrease in Kv7.1-
mediated Iks current, which might contribute to rhearhythmias. In line with this,
clinically described Kv7.1-mutations were analyzed regard of their proteolysis.
Interestingly, two of those Kv7.1-mutations, KviG#60S and Kv7.1-A372D, showed an
altered cleavage pattern in western blot analysis.

In summary, Kv7.1 can be processed by several saspat aspartate 459, while this
proteolysis at the C-terminus of the channel ietes$ with the channel function of Kv7.1.
The experiments presented in this thesis indicatdeaof the proteolysis of Kv7.1 in the

development of heart arrhythmias.
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9.1. Abkulrzungsverzeichnis

AES Amino-Terminal Enhancer of Split

AlF Apoptosis Inducing Factor

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 Enzyime
BAK BCL-2 homologous Antagonist Killer

BAX BCL-2 Associated X protein

BCL-2 B-Zell Lymphoma-2

BFNC Benigne Familiar Neonatal Convulsions
BH-Doméane BCL-2 Homologie-Domane

Bitl BCL-2 Inhibitor of transcription 1

C293B Chromanol 293 B

CAD Caspase-aktivierte DNAse

Caspasen Cystein abhangigen Aspartat vermittelatedsen
Ccn nukleare Lokalisationssequenz

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

DCI 3,4-Dichloroisocoumarin

DEPC Diethylpyrocarbonat

DFNA2 autosomal dominant nonsyndromic deafness type 2
DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DMSZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen undkzitliren
DSIR Design of Small Interfering RNA

DTT Dithothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessisaure

EGTA Ethylenglycoltetraessigsaure

EKG Elektrokardiogramm

EndoG Endonuklease G

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting

FBS fetales Kalberserum

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

GP-Doméane Glycin-Prolin-reiche Doméne

GPI Glycosylphosphatidylinositol

Hepes 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfoneaur
HtrA2 HtrA Serinprotease-2

IBMX 3-Isobutyl-1-Methylxanthine
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Iks slow rectifierStrom

LB Lysogeny Broth

Limp-2 lysosomales Membranprotein-2

LQT-S Long QT-Syndrome

MCS Multiple Cloning Site

min Minuten

Mink Minimal inward potassium rectifier

N neuronal precursor cell expressed developmentallyrdegualted gene 4-
edd4.2 like

NfkB nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’of acted B cells

NLS nukleére Lokalisationssequenz

OAG 1-Oleoyl-2-Acetyl-Glycerol

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerasenkettenreaktion

PD pore domain

PEI Polyethyleneimine

PIP> Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

POD Peroxidase

Q-Domane Glutamin-reiche Domane
gRT-PCR quantitative Echtzeit-Polymerasenketterireak

RNA ribonucleic acid

rpm rounds per minute

Runx2 Runt-related transcription factor 2
S0-9 N-(6-Phenylhexyl)-5-Chloro-I-Naphthalensulfond
scr scramble

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-Page Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidelekimpse
sek Sekunden

sh small hairpin

Six3 Homeobox protein 3

Six6 Homeobox protei

SP-1 specificity protein-1

SP-3 specificity protein-3

SP-Doméne  Serin-Prolin-reiche Doméane

SPP Signal Peptide Peptidase

STS Staurosporin

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBS Tris Buffered Saline

TBS-T Tris Buffered Saline-Tween

TCF-4 T-Zell Faktor-4

TFIIE Transkriptionsfaktor 1l E

TLE Transducin like Enhancer of Split
TNF-a Tumor Necrosis Factat

Tris Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
TRP Transient Receptor Potential

VSD Voltage-Sensing Domain

WT Wildtyp
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XIAP X-linked inhibitor of apoptosis
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