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1 Zusammenfassung

Das long QT-Syndrom (LQTS) ist eine hiufige Herzrhythmusstorung. Symptome sind
Synkopen (kurzdauernde Bewusstlosigkeiten), ventrikuldre Tachykardien vom Torsades
de Pointes-Typ und plotzlicher Herztod. Man unterscheidet zwischen angeborenem
LQTS, das zumeist durch Mutationen in verschiedenen kardialen Ionenkanélen, die fiir
die Repolarisation des Aktionspotentials verantwortlich sind (z.B. KCNQI1 und HERG),
oder akzessorischen Untereinheiten verursacht wird, und dem erworbenen LQTS, bei
dem eine pharmakologische Blockierung der repolarisierenden Kaliumkanile zu einer
verlangsamten Repolarisation und damit zu Arrhythmien fiihrt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde zum einen untersucht, wie Lokalandsthetika vom Bupivacain-Typ mit
kardialen Kaliumkanilen interagieren konnen, und des Weiteren versucht, mit Hilfe
eines Alanin-Scans Aussagen iiber die Struktur des KCNQI-Kanals zu treffen. Dazu
wurden Patch-Clamp- und Two-Electrode-Voltage-Clamp-Experimente in CHO-Zellen
bzw. Xenopus laevis Oocyten durchgefiihrt.

Die Ergebnisse des Alanin-Scans deuten darauf hin, dass sich das
Schaltverhalten von KCNQI-Kanédlen grundsitzlich von dem des Shaker-Kanals
unterscheidet. Es konnten Regionen identifiziert werden, die das Offnungsverhalten von
KCNQI-Kanilen stark beeinflussen. Diese finden sich besonders am cytoplasmatischen
Ende der S5- und S6-Helix. Dabei war eine Verschiebung der Aktivierung zu
positiveren Potentialen héufiger festzustellen als eine Verschiebung zu negativeren
Potentialen.

Es konnte gezeigt werden, dass die aromatischen Aminosduren F656 und Y652
im unteren Bereich der S6-Helix sowie T623, S624 und V625 in der Nihe der Pore fiir
die Interaktion von HERG-Kanilen mit Lokalanisthetika wichtig sind. Durch Mutation
dieser Reste zu Alanin wurde die Sensitivitdt fiir Bupivacain drastisch reduziert.
Obwohl Lokalanidsthetika HERG-Kanéle mit relativ niedriger Potenz blockieren, wird
die Interaktion durch die gleichen Aminosiurereste vermittelt wie die Blockade durch
hochaffine Inhibitoren.

Weiterhin wurde gezeigt, dass die LQTS-Mutation A344V in KCNQI die
biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften des KCNQI1-Kanals
verdndert. Die Position A344 in KCNQI entspricht F656 in HERG, der wichtigsten
Interaktionsstelle fiir Lokalanisthetika. Die Mutation KCNQI1a344y filthrt zu einer

spannungsabhingigen Inaktivierung und bei Co-Expression mit KCNE1 zu einer
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Verschiebung des Aktivierungsmittelpunktes um 30 mV zu positiveren Potentialen.
AuBerdem wird die Empfindlichkeit fiir Bupivacain etwa 20-fach erhoht. Eine
Computersimulation eines kardialen Aktionspotentials deutet darauf hin, dass die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten schwerer Herzrhythmusstorungen durch diese
Mutation erhoht wird und dass die betroffenen Patienten besonders anfillig fiir
Arrhythmien bei einer Lokalandsthetika-Intoxikation sind. Damit konnte erstmals
gezeigt werden, dass das long QT-Syndrom nicht nur einen allgemeinen, sondern auch
einen spezifischen pharmakogenetischen Risikofaktor fiir perioperative ventrikulére

Arrhythmien darstellen kann.
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2 Einleitung

Ionenkanile sind in der Zellmembran aller Zellen vorhanden, um den Austausch von
Ionen zwischen den intrazelluldren und extrazelluldren Kompartimenten zu regulieren.
Die meisten lonenkanile sind selektiv fiir eine bestimmte Sorte Ionen, wie
beispielsweise Kalium, Natrium, Calcium oder Chlorid, durchldssig. Weiterhin wird
zwischen spannungsabhingigen und ligandengesteuerten Kanilen unterschieden (Hille
2001). Kaliumkanidle sind fiir das Ruhemembranpotential der Zelle verantwortlich

sowie fiir die Ausschiittung von Transmittern und Hormonen.
2.1 Aufbau von Kaliumkanélen

Alle Kaliumkanile sind aus mehreren a-Untereinheiten mit membrandurchspannenden
Helices aufgebaut. Man unterscheidet dabei vier grofle Strukturklassen nach ihrer
Membrantopologie (Abbildung 2.1). Grundsitzlich werden Untereinheiten mit einer

und mit zwei porenbildenden Strukturen unterschieden.

2TM (M1,M2); 1P 6TM (S1-S6); 1P
C 4mm (TM1-TM4); 2P 8TM (TM1-TM8); 2P

Abbildung 2.1: Einteilung der verschiedenen Kaliumkanalfamilien nach ihrer Membrantopologie.
(A) K;-Kanile oder prokaryotische Kaliumkanéle besitzen nur zwei Transmembransegmente (TM) und
eine Pore. (B) Alle spannungsgesteuerten Kaliumkanile, wie HERG, KCNQ und Kv-Kanile bestehen aus
sechs TM mit einer Pore. Kaliumkanile mit zwei Poren (C und D) konnen vier (z.B. TWIK, TREK) oder
acht (z.B. TOK) TM besitzen.

Die  einfachsten =~ Kaliumkanaluntereinheiten =~ bestehen = nur  aus zwel
Transmembransegmenten und einer Porenschleife; sie finden sich beispielsweise bei
Ki-Kanilen (Nichols & Lopatin 1997) oder den prokaryotischen Kaliumkanilen KcsA
(Doyle et al., 1998) und MthK (Jiang et al., 2002). Wie die meisten Kaliumkanile
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besitzen die spannungsgesteuerten eine Pore und sechs Transmembransegmente (Pongs
1999). Auflerdem gibt es Kaliumkanile mit zwei porenbildenden Segmenten und vier
bzw. acht Transmembransegmenten. Zu diesen gehoren die sog. Leckkanile, wie z.B.
TWIK und TREK (Lesage & Lazdunski 2000). Allen Kaliumkanilen gemein ist eine
Signatursequenz in der Porenschleife, welche die Selektivitit fiir Kaliumionen bestimmt
(z.B. TXGYGD).

Alle spannungsabhingigen lonenkanile haben einen dhnlichen Aufbau. Sie bestehen
aus vier Homo- oder Heterotetrameren (bei Kaliumkanélen) bzw. vier Subdoménen (bei
Natrium- und Calciumkanilen). Diese o-Untereinheiten oder Subdoménen werden aus
sechs Transmembranhelices gebildet (Abbildung 2.2). Dabei bilden die Helices S5 und
S6 die Kanalpore. Zwischen S5 und S6 befinden sich die Porenhelix und der
Selektivitatsfilter. Das Segment S4 enthélt zahlreiche geladene Aminosaurereste und
bildet den Spannungssensor. An vielen Kanalkomplexen sind zusitzlich zu diesen a-
Untereinheiten noch akzessorische B-Untereinheiten beteiligt. Diese B-Untereinheiten

konnen entweder membranstindig oder im Cytoplasma lokalisiert sein.

K+

aulen

[

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung zum Aufbaus eines Ionenkanals.

Spannungsgesteuerte Kaliumkanile bestehen aus vier homologen oder heterologen a-Untereinheiten und
eventuell akzessorischen [B-Untereinheiten. Jede dieser a-Untereinheiten besteht aus sechs
Transmembranhelices und enthilt einen Spannungssensor in S4 und eine Porenschleife zwischen S5 und
Sé.

Einige Kaliumkanile konnten bereits kristallisiert werden, so dass eine gute Vorstellung
iiber die dreidimensionale Struktur vorhanden ist. Der erste Kaliumkanal, der
kristallisiert wurde, war der bakterielle Kanal KcsA aus Streptomyces lividans (Doyle et
al., 1998). Dieser Kanal besteht aus vier Untereinheiten mit jeweils nur zwei
Transmembranhelices, einer inneren und einer duferen, die der S5- und S6-Helix

entsprechen. Die Struktur eines ligandengesteuerten Kaliumkanals mit sechs TM wurde
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erstmals 2003 bestimmt (Jiang et al., 2003) und 2005 die des eukaryotischen
spannungsabhingigen Kanals Kv1.2 (Long et al., 2005a).

Ionenkanile konnen grundsitzlich in drei unterschiedlichen Konformationen vorliegen,

die sich vereinfacht in dem folgenden Schema darstellen lassen:

Aktivierung Inaktivierung
—> _— >

C O I
< D S—
Deaktivierung Erholung von
der Inaktivierung

Im geschlossenen Zustand (C, closed) flieBen keine Ionen durch den Kanal, durch
Anderung des Membranpotentials oder Bindung eines Liganden konnen die Kaniile aber
aktiviert werden und in einen gedffneten Zustand (O) iibergehen. Aus diesem ist ein
Ubergang in einen inaktivierten Zustand (I) moglich, in dem wiederum keine Ionen
flieBen konnen, der sich aber in seiner Konformation vom geschlossen Zustand
unterscheidet (Hille 2001). Dieses Schaltschema kann durch eine unterschiedliche
Anzahl an  geschlossenen und offenen Zustinden und  verschiedene

Ubergangsmoglichkeiten zwischen den Zustinden variiert werden.

2.2 Das Herzaktionspotential

Das Herz kontrahiert sich rhythmisch, um den Korper mit Blut zu versorgen. Damit die
Kontraktion konzertiert im gesamten Herzmuskel stattfindet, wird ein elektrisches
Signal generiert und iiber den gesamten Muskel weitergeleitet. In jeder Herzmuskelzelle
filhrt dieses Signal tiber die elektromechanische Kopplung zur Kontraktion der
Myofilamente. Das elektrische Signal wird durch verschiedene Ionenfliisse durch die
Zellmembran generiert und als Herzaktionspotential bezeichnet (Antoni 2000).

Das Aktionspotential des Herzens wird durch verschiedene lonenstrome verursacht
(Abbildung 2.3). Die schnelle Depolarisation zu Beginn des Aktionspotentials wird
durch einen Einwirtsstrom von Na'-lonen vermittelt (Phase 0). Die Repolarisation
wihrend Phase 1 ist auf transiente K*-Auswiirtsstrome (I,) zuriickzufiihren. Die lange
Plateau-Phase (2) wird durch einen Ca**-Einwirtsstrom durch L-Typ-Calcium-Kanile

verursacht. An der Repolarisation wihrend der Phasen 2 und 3 sind mehrere K-
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Auswirtsstrome  beteiligt, die als ,.delayed rectifier K" current (Ix) (verzogerter
Gleichrichter-Strom) bezeichnet werden.

Zur Zeit werden beim humanen Aktionspotential drei verschiedene Komponenten von
Ix anhand von pharmakologischen und biophysikalischen Eigenschaften unterscheiden:

Ikur, Ixr und Igg (ultrarapid, rapid und slow).

gg: f1 (lto)

2 (|Ca! lKr! le)

> o
E 207 [0(na) 3 (Ikps k)

:30- 4 (]
-100 L L L L ( rK1)
0 50 100 150 200 250

Zeit (ms)

Abbildung 2.3: Aktionspotential des Herzens (nach Keating & Sanguinetti, 2001).

Die Gene, die fiir die entsprechenden Kanile kodieren, konnten in den vergangenen
Jahren identifiziert werden. Ik, der sehr schnell aktiviert, wird in den meisten Spezies

durch Kv1.5 kodiert, Ix, durch HERG, Ixs durch KCNQI und KCNE].

2.2.1 Igy: KCNQI und KCNE1

Die molekulare Grundlage von Igs war lange Zeit unklar. Die erste Untereinheit wurde
Ende der 1980er entdeckt. Die Expression von mRNA aus dem Uterus und der Niere
der Ratte in Xenopus laevis Oocyten induziert einen langsam aktivierenden
spannungsabhiingigen K*-Strom, der Ahnlichkeit mit Ig, hat (Boyle et al., 1987;
Takumi et al., 1988). Das Gen wurde als IsK oder minK (minimal K*-channel)
bezeichnet (nach neuer Nomenklatur KCNE1). Es kodiert ein kleines Protein (129 AS)
mit nur einer membrandurchspannenden Doméne, so dass unklar war, wie diese
Monomere einen funktionellen Kanal bilden konnten. Daher wurde angenommen, dass
KCNEI1 nur eine Untereinheit eines Kalium-Kanals darstellt. Ein weiterer Grund fiir
diese Annahme war die Tatsache, dass mit relativ wenig RNA bereits ein maximaler
Strom in Xenopus Oocyten induziert wurde (Cui et al., 1994). Aullerdem konnte bei
Transfektion von Sadugetierzellen mit KCNE1-DNA kein Strom gemessen werden.

SchlieBlich wurde 1996 durch positional clonig ein neuer Kalium-Kanal gefunden, der
als KvLQT1 bezeichnet wurde, da Mutationen in diesem Gen zum long QT Syndrom

(sieche Abschnitt 2.3) fiihren (Wang et al., 1996a). Bei heterologer Expression zeigte der
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induzierte Strom keinerlei Ahnlichkeit mit bekannten physiologischen Stromen. Daher
nahm man an, dass KvLQT1 oder KCNQ1 — nach der aktuellen Nomenklatur Kv7.1 —
zusammen mit einer Untereinheit exprimiert wird. Die Co-Expression mit KCNE] fiihrt
zu sehr langsam aktivierenden, nicht inaktivierenden Stromen, die grof3e Ahnlichkeit
mit Igs haben, so dass man heute davon ausgeht, dass der slow delayed rectifier current
Ixs durch KCNQI1 und KCNE1 vermittelt wird (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al.,
1996). Ein Beweis dafiir wurde auch durch Li er al. erbracht (2001). Die Autoren
konnten zeigen, dass die Expression einer dominant negativen Mutation von KCNQI in
Kardiomyocyten von Miusen und Meerschweinchen zu einer deutlichen Reduktion von
Ixs fihrt (Li et al, 2001). KCNQI/KCNEI-Kanalkomplexe werden auf vielfiltige
Weise reguliert und moduliert. So wird der Komplex durch cAMP-abhingige
Phosphorylierungen im N-Terminus aktiviert (Kurokawa et al., 2003). Dazu ist ein
weiteres  Protein, Yotiao, notwendig, welches die Proteinkinase A und
Proteinphosphatasen an den Kanalkomplex koppelt (Kurokawa et al., 2003; Kurokawa
et al.,, 2004). AuBlerdem wird der Kanal durch PIP2 modifiziert (Loussouarn et al.,
2003; Park et al., 2005). Des Weiteren ist die Aktivierung von KCNQI/KCNEI1-
Kanidlen von der Temperatur und der intrazelluldren Calciumkonzentration abhédngig
(Busch & Lang 1993; Seebohm et al., 2001a; Shamgar et al., 2006).

AuBer im Herzen werden KCNQ1 und KCNEI vor allem im Innenohr exprimiert. Dort
ist dieser Kanalkomplex fiir die Kalium-Konzentration der Endolymphe verantwortlich
(Nicolas et al., 2001). Ein kompletter Verlust dieser Kanile fiihrt zu Taubheit wie beim
Jervell-Lange-Nielson-Syndrom.

KCNQI1-Kanile zeichnen sich durch einen schnell aktivierenden Strom aus; die
Aktivierung wird durch Co-Expression mit KCNE1 stark verlangsamt. Eine
Besonderheit von KCNQI1-Kanilen ist die verzogerte Inaktivierung, die nur wenig
spannungsabhingig ist und unabhingig von der extrazelluliren Kaliumkonzentration
erfolgt. Diese Inaktivierung unterscheidet sich dadurch von der N- oder C-Typ-
Inaktivierung und ist in elektrophysiologischen Untersuchungen am sog. ,hook*
wihrend der deaktivierenden Tail-Strome zu erkennen. Sie wird durch Co-Expression
mit KCNE1 unterdriickt (Pusch et al.,, 1998; Tristani-Firouzi & Sanguinetti 1998). Es
wird vermutet, dass die Inaktivierung von KCNQI1-Kanilen auf einen ,Flicker-
Zustand des offenen Kanals, der sehr schnell zwischen einem leitenden und einem nicht
leitenden Zustand wechselt, zuriickzufiihren ist (Pusch et al., 2000; Seebohm et al.,

2003b).
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2.2.2 Ik HERG

HERG-Kanéle (human ether-a-gogo-related gene) gehoren zur Superfamile der EAG-
Kanile (ether-a-go-go). Diese Kanidle wurden zuerst bei Drosophila melanogaster-
Mutanten entdeckt, die unter Ethernarkose ein Schiitteln der Beine zeigten (Warmke et
al., 1991). 1994 wurde durch Homologie-Untersuchungen ein verwandtes Gen (human
ether-a-gogo-related gene) im menschlichen Genom entdeckt (Warmke & Ganetzky
1994). Es zeigte sich, dass Mutationen in diesem Gen auch dem angeborenen Long QT-
Syndrom zugrunde liegen (Curran et al., 1995; Sanguinetti et al., 1995) und dass
HERG-Kanile die molekulare Entsprechung von Ik, bilden (Trudeau er al, 1995).
HERG-Kanile konnen mit der akzessorischen Untereinheit MiRP1 (minK related
peptide) bzw. KCNE?2 interagieren (Abbott et al., 1999), die auch die pharmakologische
Sensitivitit beeinflussen soll (Sesti et al., 2000). Es herrscht jedoch Unklarheit dariiber,
welche physiologische Rolle diese Untereinheit spielt (Weerapura et al., 2002;
Friederich et al., 2004).

In der Strom-Spannungs-Beziehung zeigen HERG-Kanile das Verhalten eines einwiirts
gleichrichtenden Stroms, d.h. Einwirtsstrome werden viel besser geleitet als
Auswirtsstrome. Dieses ldsst sich durch das besondere Inaktivierungsverhalten der
HERG-Kanile erkldaren. Bei positiven Membranpotentialen ist die Inaktivierung von
HERG-Kanilen schneller als die Aktivierung, die Erholung von der Inaktivierung aber
schneller als die Deaktivierung. Mit einem mehrstufigen Protokoll ist es jedoch
moglich, die instantan offenen Kanile und somit grole Auswirtsstrome zu messen
(Smith et al., 1996). Die Inaktivierung von HERG-Kanilen weist Ahnlichkeiten mit der
klassischen C-Typ-Inaktivierung auf, wie eine Verlangsamung durch TEA, und kann
durch Mutationen in der Porenschleife auf der extrazelluliren Seite des
Selektivititsfilters vermindert werden (Smith er al., 1996).

HERG-Kanile wurden als molekulare Zielstruktur fiir die kardiotoxischen
Nebenwirkungen von diversen pharmakologischen Substanzen identifiziert (Mitcheson
et al., 2000a). Dazu zidhlen neben Antiarrhythmika (Spector et al., 1996; Mitcheson et
al., 2000a), Antihistaminika (Roy et al, 1996; Suessbrich et al, 1996),
Psychopharmaka (Rampe et al., 1997) und Gastroprokinetika (Mohammad et al., 1997;
Walker et al., 1999) auch Lokalanésthetika (Lipka et al., 1998; Gonzalez et al., 2002a;
Friederich et al., 2004) und Kokain (Zhang et al., 2001). Fiir die Interaktion dieser
Substanzen mit HERG-Kanilen scheinen insbesondere zwei aromatische Seitenketten

in der S6-Region verantwortlich zu sein: F656 und Y652 (Lees-Miller et al., 2000;
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Mitcheson et al., 2000a; Kamiya et al, 2001; Perry et al, 2004). Wenn diese
Aminosiurereste zu Alanin mutiert werden, wird die Sensitivitit fiir MK-499 etwa um
den Faktor 100 reduziert (Mitcheson et al., 2000a). Als Ursache fiir die hohe
Empfindlichkeit von HERG-Kanélen fiir diverse Substanzen wird angenommen, dass
die innere Pore von HERG-Kanilen groBer ist als bei anderen Kv-Kanélen, weil diesen

das sog. PXP-Motiv in der S6-Helix fehlt (Abbildung 2.4).

HERG Kv-Kanal

i

i

intrazellular

Abbildung 2.4: Vergleich der Struktur von HERG- und Kv-Kaniilen.

HERG-Kanilen fehlt das PXP-Motiv in der S6-Helix, vom dem vermutet wird, dass es zu einem Knick in
der S6-Helix fiihrt. Daher besitzen HERG-Kanile einen groleren Hohlraum unterhalb der Pore, in dem
Substanzen gebunden werden kénnen (nach Ion Channel Questionnaire Participants 2004).

Es wird vermutet, dass diese Aminosdure-Sequenz zu einem Knick in der S6-Helix
filhrt (del Camino et al., 2000), was ecinen kleineren Hohlraum unterhalb des
Selektivitdtsfilters zur Folge hat. Im Gegensatz dazu ermoglicht die groflere Pore der
HERG-Kanile die Interaktion mit verschiedenen Substanzen. Nach dem Schlieen des
Kanals konnen gebundene Substanzen den Hohlraum nicht wieder verlassen (Mitcheson
et al., 2000b). Durch einen Alanin-Scan wurden zusétzlich zu den beiden aromatischen
Aminosduren Y652 und F656 weitere Aminosdurenreste in der Nédhe der Pore
identifiziert, die an der Interaktion mit verschiedenen Subtanzen beteiligt sind

(Mitcheson et al., 2000a; Kamiya et al., 2001; Perry et al., 2004).
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2.3 Das Long QT-Syndrom

Das Long QT-Syndrom (LQTS) ist eine hdufige Herzrhythmusstérung, die sich vor
allem durch eine Verldngerung des QT-Intervalls im Elektrokardiogramm (EKG)

auszeichnet (Keating & Sanguinetti 2001).
A
B

: 2
kardiales b
Aktionspotential o ¥ 4

EKG

A e

Torsades de Pointes

— normal
— LQTS

WWW\WMMMWMMWWP\WW

Kammerflimmern

Abbildung 2.5: Arrhythmien.

(A) Eine verminderte der Repolarisation, z.B. durch angeborene oder pharmakologische Reduktion von
Ik, fiihrt zu einer Verldangerung der Aktionspotentialdauer und ist im EKG als eine Verldangerung des QT-
Intervalls zu erkennen. (B) Arrhythmien vom Torsades de Pointes-Typ konnen in ein Kammerflimmern
degenerieren.

AuBerdem treten hdufig Arrhythmien wie Tordsades de Pointes und Kammerflimmern
auf, die zu Synkopen und plotzlichem Herztod fithren konnen. Ursache fiir die
Verldngerung der QT-Zeit ist eine Storung der Repolarisation des kardialen
Aktionspotentials. Dadurch kann es zu sogenannten frithen Nachdepolarisationen
(,,early afterdepolarisation” EAD) kommen (Abbildung 2.5). Man unterscheidet

zwischen dem angeborenen und dem erworbenen LQT-Syndrom.

2.3.1 Angeborenes LQT-Syndrom

Es gibt zwei Formen des familidren LQTS. Die autosomal rezessiv vererbte Form wird
auch als Jervell und Lange-Nielson-Syndrom (JLNS) bezeichnet (Jervell & Lange-
Nielsen 1957). Ihr Vorkommen in der Bevolkerung wird auf 1/250 000 geschitzt
(Aerssens & Paulussen 2005). Neben den kardialen Symptomen leiden betroffene
Patienten zusitzlich unter Taubheit, da die Produktion der Endolymphe im Innenohr
gestort ist. Sowohl Mutationen in KCNQI als auch in KCNEI1 koénnen zum Jervell-

Lange-Nielsen-Syndrom fiihren (Tabelle 2.1).
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Anteil am
LQTS Genlocus Gen Protein lonenkanal Referenz
LQTS
Autosomal dominant (Romano-Ward)
KCNQ1 a-Untereinheit (Wang et al.,
LQT1  11p155 KCNQ1 (Kv7.1) von lxs 50% 19964a)
HERG a-Untereinheit o (Curran et al.,
LQT2 7935-36 KCNH2 (Kv11.1) vonillc 45% 1995)
_ a-Untereinheit e (Wang et al.,
LQT3  3p21-24 SCN5A Nav1.5 vorils 3-4% 1995)
i i . o (Mohler et al.,
LQT4 4g25-27 ANK2 Ankyrin-B <1% 2003)
. B-Untereinheit o (Splawski et al.,
LQT5 21g22 KCNE1 minK von l, <1% 1997)
. B-Untereinheit o (Abbott et al.,
LQT6 21g22 KCNE2 MiRP1 von I (?) <1% 1999)
LQT7  17g23  KCNJ2 - <1%  (Tristani-Firouzi
g e b et al., 2002b)

Autosomal rezessiv (Jervell und Lange-Nielsen)

JLN1 11p15.5 KCNQ1 KCNQ1 a-Untereinheit <1% (Neyroud et al.,

(Kv7.1) von lgs 1997)
JLN2 21g22 KCNE1 minK B-Untereinheit <1% (Schulze-Bahr et
von s al., 1997)

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber LQT-Syndrome und deren genetische Grundlagen.

Wesentlich hidufiger (Inzidenz etwa 1/10 000 (Aerssens & Paulussen 2005)) ist die
autosomal dominant vererbte Form des Long QT-Syndroms, die auch als Romano-
Ward-Syndrom (RWS) bezeichnet wird und keine weiteren Symptome hat (Romano et
al., 1963; Ward 1964). Bislang wurden Mutationen in acht verschiedenen Genen
gefunden, die zum LQT-Syndrom fiithren (Tabelle 2.1). Sie kodieren fiir kardiale
Ionenkanile oder akzessorische Untereinheiten. Dabei handelt es sich um
Funktionsgewinn-Mutationen  (,,gain of function) bei SCN5SA und um
Funktionsverlust-Mutationen (,,Joss of function*) bei Genen die fiir Kaliumkanile oder

deren Untereinheiten kodieren.

2.3.2 Erworbenes LQT-Syndrom

Im Gegensatz zum angeborenen LQT-Syndrom wird das erworbene LQT-Syndrom
durch die pharmakologische Inhibition kardialer Ionenkanéle verursacht. Die Haufigkeit
in der Gesamtbevolkerung ist schwer abzuschitzen, da die meisten Dokumentationen

medikamenteninduzierter Arrhythmien aus Fallberichten oder klinischen Studien
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stammen. Ursache ist in den meisten Féllen eine Inhibition von HERG-Kanélen durch
diverse pharmakologische Substanzen (Mitcheson et al., 2000a).

In den 1960er Jahren wurde iiber eine Serie von Patienten mit Synkopen und
polymorpher ventrikuldrer Tachykardie nach Einnahme von Chinidin berichtet (Selzer
& Wray 1964). Die Bezeichnung ,,Torsades de Pointes* (TdP) wurde 1966 erstmalig
verwendet (Dessertenne 1966). Das Auftreten der Torsaden wurde jedoch erst Ende der
1970er Jahren auf das verlingere QT-Intervall zuriickgefiihrt (Jenzer & Hagemeijer
1976; Roden 2006). Spiter wurden Fille von QT-Zeit-Verlangerung und Arrhythmien
im Zusammenhang mit nicht-kardiologischen Medikamenten berichtet. Einige
Medikamente wie Terfenadin wurden wegen dieser Vorfille vom Markt genommen.
Aufgrund der Tatsache, dass kardiotoxische Nebenwirkungen meist auf die Blockade
von HERG-Kanilen zuriickzufiihren sind, miissen heute alle neuen Wirkstoffe auf ihre
Fihigkeit zur Blockade von HERG und Ik, in vitro getestet werden, bevor klinische

Studien durchgefiihrt werden diirfen (Finlayson ez al., 2004).

Um das Auftreten des erworbenen LQTS zu erkldaren, wurde das Konzept der
Repolarisationsreserve entwickelt (Roden 1998). Dabei wird davon ausgegangen, dass
im gesunden Herzen verschiedene oftmals redundante Mechanismen zur Verfiigung
stehen, um eine normale Repolarisation zu gewihrleisten. Eine kleine Stérung in einem
dieser Mechanismen, beispielweise durch eine Mutation in einem kardialen Ionenkanal,
hat noch keinen Einfluss auf die Repolarisation und ist klinisch oft unauffillig. Erst
wenn weitere Faktoren dazukommen, z.B. Ix.-Block durch ein Medikament, fiihrt dies
zu einer massiven Verldngerung des Aktionspotentials. Diese Hypothese wird sowohl
durch Simulationen von kardialen Aktionspotentialen als auch durch experimentelle
Arbeiten an Kardiomyocyten unterstiitzt (Biliczki et al., 2002; Jost et al., 2005; Silva &
Rudy 2005). Dabei stellt I offenbar eine wichtigere Repolarisationsreserve dar als Ik;.

Zu den Risikofaktoren fiir das Auftreten von erworbenem LQTS zihlen unter anderem
weibliches Geschlecht, Hypokalidmie, Bradykardie und das angeborene LQT-Syndrom
(Roden 1998). Bei einer Screening-Untersuchung von Patienten mit erworbenem LQTS

wurden bei 10% Mutationen in LQT-Genen gefunden (Yang et al., 2002).

Es gibt sogar Vermutungen, dass auch der Tod Napoleons auf das erworbene LQT-
Syndrom zuriickzufiihren ist (Mari et al., 2004). Anlass zu dieser Vermutung geben

relativ hohe Arsenkonzentrationen in seinen Haaren und die Tatsache, dass er aufgrund
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von chronischer Arsenexposition und Gabe von Kaliumantimonoxidtartrat
(Brechweinstein) an einer Hypokalidmie gelitten hat. Auflerdem wurde Napoleon mit
Chinarinde behandelt, die Chinin enthilt. Chinin und Arsentrioxid konnen nachweislich
HERG-Kanile inhibieren (Sanchez-Chapula er al., 2003; Drolet et al., 2004). Damit
liegen in diesem Fall mehrere Risikofaktoren fiir medikamenteninduzierte Arrhythmien

VOr.

2.4 Lokalanasthetika

2.4.1 Geschichte der Lokalandsthetika

Bereits im 19. Jahrhundert wurde Kokain als erstes Lokalandsthetikum von dem Wiener
Augenarzt Carl Koller eingesetzt (Koller 1884). Die Idee dazu ging auf Sigmund Freud
zuriick. Die Substanz war von Albert Niemann aus den Blittern der siidamerikanischen
Kokapflanze isoliert worden. Wegen der schweren Nebenwirkungen, die oft zu
Todesfillen fiihrten, und des grolen Suchtpotentials konnte sich die Lokalanésthesie
mit Kokain in der klinischen Praxis nicht durchsetzen. Nachdem jedoch die chemische
Struktur aufgekldart worden war, konnte man durch deren Verdnderung neue
Lokalanidsthetika mit geringerer Toxizitdt entwickeln. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts
wurde das erste Esterlokalanidsthetikum Procain synthetisiert (Einhorn 1905). Nachteile
dieser Substanz waren die kurze Wirkdauer und das hohe allergische Potential. 1943
wurde das erste Aminoamid-Lokalandsthetikum Lidocain von Lofgren entwickelt
(Lofgren 1948). Lofgren erkannte auch den allgemeinen Aufbau der Lokalandsthetika,
die aus einer hydrophilen Amino-Gruppe und einer lipophilen aromatischen Gruppe
bestehen, verbunden durch eine Zwischenkette mit einer Ester- oder einer Amidbindung
(Lofgren & Lundquist 1948). Lidocain zeichnet sich durch eine hohe Potenz, einen
schnellen Wirkungseintritt und ein geringes allergisches Potential aus und wird noch
heute klinisch verwendet. 1957 wurden dann Bupivacain und Mepivacain als Vertreter
der Pipecoloxylidid-Lokalanisthetika synthetisiert (Abbildung 2.6). Mepivacain wurde
sehr bald auch klinisch verwendet; es hat dhnliche Eigenschaften wie Lidocain. Das
sehr lang wirksame Bupivacain hingegen wurde erst 1963 fiir den klinischen Gebrauch
zugelassen, weil sich in Tierversuchen eine sehr hohe Toxizitét zeigte. Ende der 1970er
Jahre begannen nach einem Bericht iiber mehrere Todesféille nach Anwendung von
Bupivacain und Etidocain (Albright 1979) Diskussionen um die Toxizitit der lang

wirkenden Lokalanésthetika. Die Toxizitdt dulert sich in zentralnervosen Symptomen,
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wie periorale Taubheit, Geschmacksirritationen, Muskelzittern und Krampfanfillen,
sowie in kardiovaskulidren Effekten, wie ventrikuldre Arrhythmien und Herzstillstand
(Groban et al., 2000). In einigen Studien wurde die Stereoselektivitit der Inhibition von
kardialen Natrium-Kanédlen fiir die kardiotoxischen Nebenwirkungen der
Lokalanisthetika verantwortlich gemacht (Valenzuela et al., 1995b; Nau et al., 2000;
Graf et al., 2002). Daher wurde das strukturverwandte Ropivacain 1996 als reines S-
Enantiomer eingefiihrt. Seit dem Jahr 2000 wird auch das reine S-Enantiomer von

Bupivacain, Levobupivacain, klinisch verwendet.

H
CHj O\
Mepivacain R=CH,
NH N . .
/ Ropivacain R=C3H,
R
Bupivacain  R=C,H,
CHj

Abbildung 2.6: Struktur der Lokalanisthetika vom Typ Bupivacain. * kennzeichnet das
Chiralitdtszentrum.

Articain (Abbildung 2.7) gehort ebenfalls zu den Amid-Lokalanésthetika, besitzt aber
im Gegensatz zu Bupivacain einen Thiophen-Ring als aromatischen Ring und eine
zusitzliche Estergruppe. Dadurch kann Articain sehr schnell durch unspezifische
Plasmaesterasen hydrolysiert werden (van Oss et al, 1989). Die entstehende
Articainsdure ist unwirksam als Lokalandsthetikum. Articain zeichnet sich weiterhin
durch einen raschen Wirkungseintritt aus und ist in Deutschland das am hé&ufigsten

verwendete Lokalanédsthetikum in der Zahnheilkunde (Oertel et al., 1997).

Abbildung 2.7: Strukturformel von Articain.
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2.4.2 Inhibition von Ionenkandlen durch Lokalandsthetika

Durch die versehentliche intravasale Injektion von Lokalandsthetika kann es zu
schweren Arrhythmien und zum plotzlichen Herztod kommen (Albright 1979; Polley &
Santos 2003). Die systemische Toxizitdt der Lokalanisthetika ist, wie die eigentliche
Wirkung, auf eine Blockade von Ionenkandlen zuriickzufiihren. Lokalandsthetika
hemmen die Reizweiterleitung in den peripheren Nerven durch Blockade von
neuronalen Natriumkanélen. Auch der kardiale Natriumkanal hH1 (bzw. SCN5A) wird
durch Lokalandsthetika inhibiert (Nau et al., 2000). Es ist jedoch unklar, welche Rolle
die Inhibition der Natriumkanidle bei QT-Verlingerung und Arrhythmien durch
Lokalandsthetika spielt, da HERG-Kanidle ebenfalls bei klinisch relevanten
Konzentrationen inhibiert werden (Lipka et al., 1998; Gonzalez et al., 2001b; Zhang et
al., 2001; Gonzalez et al., 2002a; Friederich et al., 2004). KCNQI-Kanile sind
hingegen relativ unempfindlich fiir die Inhibition durch Lokalandsthetika und Kokain
(Lipka et al., 1998; Zhang et al., 2001). Die Inhibition von Kaliumkanidlen durch
Lokalanésthetika wird durch akzessorische B-Untereinheiten beeinflusst (Gonzalez et
al., 2002b; Friederich & Solth 2004; Solth et al., 2005) und kann sich daher in den

verschiedenen Schichten des Herzens unterschiedlich auswirken.



2 Einleitung 16

2.5 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Interaktion von
Lokalanidsthetika mit kardialen Kalium-Kanélen. Durch das Einfithren von Alanin-
Mutationen in der S6-Region und in der Porenregion von HERG, sollte iiberpriift
werden, ob an der Interaktion mit Lokalanésthetika die gleichen Aminosduren beteiligt
sind wie an der Interaktion mit verschiedenen hochaffinen HERG-Blockern.

Des Weiteren wurde eine LQTI1-Mutation in KCNQI elektrophysiologisch und
pharmakologisch untersucht. Die Mutation A344V befindet sich an der analogen
Position zu F656 in HERG-Kanidlen. Dieser aromatische Rest ist wichtig fiir die
Bindung von allen bislang untersuchten Substanzen an HERG-Kanile. Die Mutation zu
Alanin an dieser Stelle vermindert die Sensitivitét fiir diese Substanzen. Daher wurde
vermutet, dass die Mutation von Alanin zum hydrophoberen Valin eine neue
Interaktionsstelle fiir Lokalanésthetika generieren konnte.

Ein Alanin-Scan der S5- und der S6-Region von KCNQI1 wurde durchgefiihrt, um
Hinweise auf die dreidimensionale Struktur im Vergleich zu anderen Kalium-Kanélen

zu erhalten.
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3 Material und Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung kompetenter Zellen

Aus einer bei -80°C gelagerten Dauerkultur von E. coli XL1-Blue-Zellen wurde ein
Aliquot entnommen, auf einer LB-Platte mit passendem Antibiotikum ausgestrichen
und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. 5-6 Kolonien dieser Platte wurden in je 125 ml
SOB-Medium (20 g/l Casein-Extrakt, 5 g/l Hefe-Extrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KClI,
pH 7.0 (NaOH)) iiberfiihrt und 1.25 ml einer 2 M MgCl,-Losung zugegeben. Die
Bakterien wurden bei 22°C und 180 UpM solange inkubiert, bis sie ihre logarithmische
Wachstumsphase erreicht hatten (ODggp = 0.3-0.5). Anschliefend wurden die Bakterien
10 min auf Eis abgekiihlt und dann zentrifugiert (10 min, 2500 x g, 4°C). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in eiskaltem TB-Puffer (10 mM Pipes, 15 mM CaCl,,
250 mM KCl, 55 mM MgCl,, steril filtriert) resuspendiert und weitere 10 min auf Eis
gekiihlt. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 2500 x g, 4°C) wurde das Pellet in 8 ml
eiskaltem TB-Puffer aufgenommen, mit 600 ul DMSO (7% (v/v)) versetzt und
nochmals 10 min auf Eis gekiihlt. Die Zellsuspension wurde danach sofort in 200 pl-
Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Zur Ermittlung der Transformationsrate (Kompetenz) wurden 100-200 ul der Bakterien
(kompetente Zellen) mit 10-50 pg Kontroll-DNA (z.B. pcDNA3) transformiert (siche
3.1.2) und die Anzahl der Kolonien ermittelt. Die Anzahl der Kolonien bei einer DNA-
Menge von 10pg ist ein MalB fiir die Transformationsrate (100

Kolonien = Transformationsrate von 107).

3.1.2 Transformation von Bakterien

Fiir die Transformation des E. coli XL1-Blue Stammes wurden 100 ul der kompetenten
Zellen mit 20-50 ng Plasmid-DNA oder einem Ligationsansatz (siehe 3.1.8.3) 30 min
auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock (90 s, 42°C) und anschlieBende Kiihlung
auf Eis (10 min).

Die transformierten Zellen wurden auf Nihrplatten (Abschnitt 3.5.2) mit einem
entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank

inkubiert.
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3.1.3 Priparation von DNA aus Bakterienkulturen

3.1.3.1 Prdparation aus 2 ml Bakterienkulturen (Miniprep)

Fiir die Minipridparation wurden 2 ml Ndhrmedium (Abschnitt 3.5.2) unter Zusatz eines
entsprechenden Antibiotikums mit einer Einzelkolonie des plasmidtragenden E. coli-
Stammes angeimpft und itiber Nacht im Wirmeschiittler wachsen gelassen (37°C,
225 UpM). 1.5 ml dieser Kultur wurden zentrifugiert (16100 x g, 1 min, RT) und die
Plasmid-DNA aus dem Pellet mit Hilfe des Mini-Prep-Kits (Amersham-Bioscience,
Freiburg) nach Anleitung des Herstellers isoliert. Die Plasmid-DNA wurde in 50 ul
H,0 aufgenommen und bei -20°C gelagert.

3.1.3.2 Prdparation aus 50 ml Bakterienkulturen (Midiprep)

Um groBBere Mengen an Plasmid-DNA zu gewinnen, wurden 50 ml Nihrmedium mit
Antibiotikum mit einer E. coli-Einzelkolonie, die das gewiinschte Plasmid trigt,
angeimpft und iiber Nacht im Wéarmeschiittler wachsen gelassen (37°C, 180 UpM). Die
DNA-Priparation aus den 50 ml-Ubernachtkulturen wurde mit dem Nucleobond AX-
100-System (Macherey und Nagel, Diiren) nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt. Die Ausbeute an DNA wurde photometrisch (Abschnitt 3.1.6) bestimmt
und die Konzentration auf 1 ug/ul eingestellt. Die Qualitdat der DNA wurde durch einen
Restriktionsverdau mit anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 3.1.5)

bestimmt.

3.1.3.3 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Die Isolierung der DNA erfolgte nach gelelektrophoretischer Auftrennung (Abschnitt
3.1.5)

und Ausschneiden des DNA-haltigen Gelstiickes. Nach Auflosen des Gelstiickes in
,,Capture Buffer (1 ul pro mg Gelstiick) (Amersham-Bioscience, Freiburg) (10 min bei
60°C, 100 UpM) wurde die DNA iiber GFX-Siulen (Amersham-Bioscience, Freiburg)
aufgereinigt. Die Ausbeute wurde mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese unter

Zuhilfenahme eines Mengenstandards bestimmt.

3.1.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA wurde mit dem ,,ABI PRISM Dye Terminator Cycle

Sequencing
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ready Kit“ und dem ABI 377 DNA-Sequenziergerit (Perkin-Elmer, Rodgau-Jiigesheim)
durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der Sequenzierproben und die Bedienung des

Sequenziergerites erfolgten durch die Mitarbeiter des Sequenzier-Servicelabors des

ZMNH.

3.1.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse von DNA- bzw. RNA-Fragmenten wurden diese nach ihrer Gréfe in
horizontalen Agarose-Gelen (1-2% (w/v) Agarose) in TAE-Puffer fir DNA und in
MOPS-Puffer fiir RNA aufgetrennt. Zum Nachweis der Nukleinsduren wurde den Gelen
0.5 pg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Als Laufpuffer wurde TAE- bzw. MOPS-Puffer
verwendet. Die Detektion der DNA bzw. RNA erfolgte unter UV-Licht (356 nm) mit

Hilfe eines Gel-Dokumentationssystems (BioDoc II, Biometra, Gottingen).

3.1.6 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Ausbeute der priparierten DNA (Abschnitt 3.1.3) wurde mit dem Gene-Quant-
RNA/DNA Calculator (Amersham-Bioscience, Freiburg) bestimmt. Die DNA-Losung
wurde mit einer ausreichenden Menge Wasser verdiinnt und die Absorption bei 260 und
280 nm gegen Wasser als Blindwert gemessen. Das Verhiltnis der Absorption bei 260
und 280 nm gilt als MaB fiir die Reinheit der DN A-Préparation.

3.1.7 Konzentrationsbestimmung von RNA durch Fluoreszenzmessungen

Die Konzentration von in vitro transkribierter RNA (Abschnitt 3.1.10) wurde mit dem
RiboGreen RNA Quantification Kit (Molecular Probes, Invitrogen Corporation,
Karlsruhe) bestimmt. Die Fluoreszenzmessung (Aex = 480 nm und Ay, = 520 nm, Perkin
Elmer LS 50B) der mit RiboGreen versetzten und in TE-Puffer ausreichend verdiinnten
RNA-Lo6sung erfolgte gegen den mitgelieferten RNA-Standard (16S und 23S rRNA, E.

coli).

3.1.8 Modifikationen von DNA

3.1.8.1 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fiir einen Restriktionsverdau wurde die gewiinschte Menge an Plasmid-DNA mit der

erforderlichen Menge an Enzym (MBI Fermentas, St.Leon-Rot oder New England
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Biolabs, Frankfurt a. M.) in dem entsprechenden Puffer 1-2 h bei 37°C inkubiert. Durch
Zugabe von 5-fach konzentriertem DNA-Probenpuffer (20% (w/v) Ficoll 400, 0.025%
(w/v) Bromphenolblau, 0.025% (w/v) Xylencyanol, 100 mM EDTA) wurde die
enzymatische Reaktion gestoppt; dann wurde die DNA elektrophoretisch aufgetrennt
(Abschnitt 3.1.5).

Bei gleichzeitigem Verdau mit unterschiedlichen Enzymen wurden die
Pufferbedingungen

den Herstellerangaben entsprechend angepasst.

3.1.8.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Nach dem Restriktionsverdau wurde die zu dephosphorylierende DNA mit alkalischer
Phosphatase (Ciab; MBI Fermentas, St.Leon-Rot) (1 U/50 pM 5°-Enden,) 30 min bei
37°C inkubiert.

3.1.8.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation wurden 100-200 ng dephosphorylierte Vektor-DNA mit einem
dreifachen molaren Uberschuss an Fragment-DNA in einem Reaktionsvolumen von
20ul mit 1U T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas, St.Leon-Rot) und 10-fach
konzentriertem Ligasepuffer (MBI Fermentas, St.Leon-Rot) 2 h bei Raumtemperatur

ligiert.

3.1.8.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die DNA-Amplifikation durch die Polymerasekettenreaktion wurde in einem
Gesamtvolumen von 50 ul in einer PCR-Maschine (DNA Engine PTC-200, MJ
Research, Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt. Ein Standard PCR-Ansatz setzt sich aus
folgenden Komponenten zusammen: 20-50 ng Plasmid-DNA (Matrize), 50 pM der
beiden Oligonukleotide, 200 uM dNTPs (Amersham-Bioscience, Freiburg), 5 ul 10-
fach PCR-Puffer, 2 U TurboPfu-Polymerase (Stratagene, La Jolla, CA, USA) und
Wasser ad 50 ul. Das Programmieren des PCR-Blocks war abhingig von der
Schmelztemperatur (T,,) der verwendeten Oligonukleotide und von der Linge des zu
amplifzierenden DNA-Fragmentes. Die Schmelztemperatur Ty, ist die Temperatur, bei
der 50% der Oligonukleotide unhybridisiert vorliegen. Es existieren unterschiedliche
Gleichungen, mit denen die Schmelztemperatur berechnet werden kann. In der
einfachsten Variante ergibt sich T, ndherungsweise aus den GC-Gehalt des Primers:

T (°C) =4 - (Anzahl G bzw. C) + 2 - (Anzahl A bzw. T)



3 Material und Methoden 21

Ist Ty, der verwendeten Primer unterschiedlich, erfolgt die Hybridisierung bei der
niedrigeren Temperatur.

Als Standardprogramm fiir die PCR diente folgendes Schema:

Pridenaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 95°C 0.5 min

Anlagerung Tm—4°C 1 min 25 Zyklen
Elongation 72°C 1 min/kb
Abschluss-Synthese 72°C 10 min

Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarose-Gel analysiert und aus dem Gel isoliert
(Abschnitt 3.1.3.3). AnschlieBend wurden sie nach entsprechendem Verdau mit
Restriktionsendonukleasen (Abschnitt 3.1.8.1) in geeignete Vektoren kloniert und
sequenziert (Abschnitt 3.1.4).

3.1.9 Invitro Mutagenese

Punktmutationen wurden mit Hilfe der Technik der Overlap-PCR erzeugt. Dazu wurden
zuerst separat zwei PCR-Fragmente als Zwischenprodukte hergestellt (Abschnitt
3.1.8.4). Die Reaktionen erfolgten mit zwei komplementidren Oligonukleotiden, die die
Punktmutation enthielten und zwei spezifischen Oligonukleotiden, die an flankierende
Regionen in den beiden DNA-Abschnitten binden. Die beiden Fragmente wurden
gelelektrophoretisch aufgereinigt (Abschnitt 3.1.5) und als Matrize in dquimolaren
Mengen in eine dritte PCR-Reaktion (,,Overlap-PCR*) eingesetzt. In dieser Reaktion
erfolgte eine Hybridisierung der Fragmente in ihrem {iiberlappenden Bereich und eine
Synthese des mutierten DNA-Molekiils mit den beiden spezifischen Oligonukleotiden
aus den Start-Reaktionen.

Zur Hybridisierung der Fragmente erfolgten vor der Synthese des Overlap-Produktes

zwei der folgenden Zyklen ohne Oligonukleotide:

3 min 72°C, 5 min 37°C, 3 min 72°C

Das Produkt der Overlap-PCR, welches die gewiinschte Mutation enthilt, wurde

gelelektrophoretisch aufgereinigt (Abschnitt 3.1.5) und in die Klonierung eingesetzt.
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3.1.10 cRNA-Synthese

Die cRNA fiir die Injektion in Oocyten wurde mit dem mRNA mMachine-Kit (Ambion;
Austin, TX, USA) synthetisiert. Dazu wurde das pGEM-Plasmid mit einem geeigneten
Restriktionsenzym linearisiert (KCNQI1: Bcul; KCNEI1: Notl; HERG: Notl). Der
Restriktionsansatz wurde mit Hilfe von GFX-Sdulen aufgereinigt und die Ausbeute und
Vollstindigkeit der Linearisierung auf einem Agarosegel iiberpriift. Die DNA-
Konzentration wurde photometrisch bestimmt; fiir die Synthese wurden 7 pg DNA
eingesetzt. Nach 2 h Synthese bei 37°C wurde 1 ul DNAse zugegeben, um das Plasmid
zu verdauen. Die Aufreinigung der cRNA erfolgte iiber Phenol/Chloroform-Extraktion.
Die cRNA wurde mit 3 M Na-Acetat prizipitiert und in 20 ul nukleasefreiem Wasser
aufgenommen. Die Konzentration der synthetisierten RNA wurde mit der RiboGreen-
Methode (RiboGreen RNA Quantification Reagent, Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) (Abschnitt 3.1.7) bestimmt und die Qualitit der RNA auf einen Agarosegel
analysiert (Abschnitt 3.1.5).

3.2 Zellkultur

3.2.1 Routinehaltung der Zellen
Die CHO-Zellen wurden in 20 ml Nihrmedium (MEM-alpha Medium; Gibco,

Invitrogen Corporation, Karlsruhe), dem 10% (v/v) fetales Kilberserum (Biochrom,
Berlin) und 1% (v/v) PSG-Losung (Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe) zugesetzt
wurde) in 80 cm? grof3en Zellkulturflaschen (NUNC, Roskilde, Danemark) kultiviert.

Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank (Heraeus, Kendro,
Langenselbold) bei Standardbedingungen (37°C, 5% CO2 und 95% relative
Luftfeuchtigkeit). Bei einer Konfluenz von 80-100% wurden die Zellen nach Abnahme
des Mediums mit 5 ml Trypsin/EDTA (Gibco, Invitrogen Corporation, Karlsruhe) vom
Boden der Kulturflaschen gelost. Nach 2-5 min wurde die enzymatische Reaktion durch
Zugabe von 5 ml frischem Medium abgestoppt. Die Zellkonzentration wurde mit Hilfe
einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Fiir die fortlaufende Kultur wurden die Zellen
mit einer Dichte von 4 - 10*/ml ausgesdt und waren nach 2-3 Tagen im Brutschrank
ausreichend konfluent gewachsen, so dass sie erneut passagiert werden konnten. Fiir
elektrophysiologische Untersuchungen wurden die Zellen in 35 mm @ Kulturschilchen

(NUNC, Roskilde, Dinemark) in einer Dichte von 1 - 10%/ml ausplattiert.
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3.2.2 Transfektion

Die Transfektion der CHO-Zellen erfolgte einen Tag nach dem Ausplattieren in 35 mm
Schilchen nach der Liposomeneinschluss-Methode mit dem Reagens LipofectAMINE
(Gibco, Invitrogen Corporation, Karlsruhe) bzw. dem Nachfolgepriparat
LipofectAMINE 2000 (Gibco, Invitrogen Corporation, Karlsruhe). Zuséitzlich zu den
verwendeten Plasmiden, die fiur die Kaliumkanile kodieren, wurden die Zellen mit
einem pcDNA3-EGFP-Konstrukt transfiziert, um den Erfolg der Transfektion optisch

bestimmen zu konnen.

3.2.3 Priparation und Injektion von Xenopus laevis Qocyten

Nach chirurgischer Entnahme der Oocyten aus weiblichen Xenopus laevis Froschen
wurden die Oocyten in Ca**-freier-Oocyten-Ringer-Losung (OR2 siehe 3.5.3.2) mit
Kollagenase A (1.3 mg/ml, Boehringer, Mannheim) inkubiert (2-4 h, 100 UpM,
Horitzontalschiittler, RT), um die Follikelzellschicht zu entfernen. Anschliefend
wurden die Oocyten (Stadium V und VI) selektiert, in Gentamycin-Losung iiberfiihrt
und iiber Nacht bei 17°C aufbewahrt. Am folgenden Tag wurden die Oocyten in OR2-
Losung mit je 50nl cRNA-Losung injiziert (Nanoliter 2000, World Precision
Instruments, Saratoga, FL, USA). Die injizierten Oocyten wurden in Gentamycin-
Losung iiberfiithrt und bei 17°C inkubiert. Oocyten schlechter Qualitdt wurden tidglich
ausgesondert und das Medium wurde bei Bedarf gewechselt. Die elektrophysiologische

Messung der heterolog exprimierten Kanalproteine erfolgte nach 2-7 Tagen.

3.3 Elektrophysiologische Methoden

Alle elektrophysiologischen Experimente wurden bei Raumtemperatur (22-22°C)

durchgefiihrt.

3.3.1 Ganz-Zell-Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik wurde in den 1970er Jahren von Neher und Sakmann
entwickelt und spiter verfeinert (Neher et al., 1978; Hamill et al, 1981). Ziel der
Methode war urspriinglich die Messung einzelner Ionenkanidle in biologischen
Membranen. Da die zu messenden Strome sehr klein sind (im nA-Bereich), miissen sie

verstirkt und das Hintergrundrauschen minimiert werden. Um das Hintergrundrauschen
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zu vermindern, wird der Messplatz gegen dullere elektrische Felder abgeschirmt und ein
sehr enger Kontakt (Gigaseal) zwischen Zellmembran und Messpipette etabliert
(Numberger & Dragun 1996).

Wenn der Kontakt der Pipette zur Zellmembran hergestellt ist (,,cell attached‘-
Konfiguration) konnen Messungen an Einzelkandlen durchgefiihrt werden. Durch
Anlegen von Unterdruck im Inneren der Pipette kann das Membranstiick unter der
Pipettenoffnung  (,,patch®) durchbrochen werden, so dass die ,whole-cell”-
Konfiguration erreicht wird. Im Gegensatz zur ,,cell-attached “-Konfiguration wird bei
der Ganz-Zell-Ableitung der Strom durch die gesamte Zellmembran gemessen. Die
Losung im Pipetteninneren ist in der ,,whole-cell“-Konfiguration direkt mit dem
Cytoplasma verbunden, so dass nach kurzer Zeit im Zellinneren eine Ionen-
Zusammensetzung erreicht ist, die der verwendeten intrazelluldren Pipettenldsung
entspricht. Der Zugangswiderstand (Serienwiderstand R;) zum Inneren der Zelle sollte
moglichst gering sein, um ein moglichst schnelles Klemmen der Membranspannung zu
erreichen und die Differenz zwischen dem eingestellten und dem tatsdchlich angelegten
Membranpotential moglichst gering zu halten. Im Idealfall ist Ry nur wenig grofler als
der durch die Pipettendffnung vorgegebene Pipettenwiderstand (R)).

Bei der Patch-Clamp-Technik wird eine Kommando-Spannung (V,;) vorgegeben. Um
die gemessene Membranspannung V,, immer auf V,; einzustellen (zu ,.klemmen®), ist
die Injektion eines Kompensationsstroms durch die Pipette notig. Dieser
Kompensationsstrom wird registriert und ausgewertet. Er entspricht in seinem
Zeitverlauf dem lonenstrom, der primér zur Differenz von V,, und Vj,; fiihrte. Um diese
Messung mit nur einer Pipettenelektrode bewerkstelligen zu konnen, wird ein
sogenannter  Strom-Spannungswandler  eingesetzt. Er besteht aus einem
Operationsverstiarker (OPA), der seine beiden Eingangssignale V,,; (+) und V,, (-)
miteinander vergleicht. Bei einer Differenz zwischen V,, und V,; generiert der OPA an
seinem Ausgang eine hoch verstirkte Spannung, die proportional zur Differenz
zwischen V,, und V,,; ist. Dadurch entseht ein Spannungsabfall iiber den
Riickkopplungswiderstand Ry und es flieft ein entsprechender Strom in die Zelle.
Gemessen wird die Spannungsdifferenz aus V,,; und Ausgangsspannung am OPA, die
wiederum dem Kontrollstrom proportional ist. Eine entsprechende Kalibrierung des

Messstroms erlaubt die Berechnung des Kontrollstroms (Abbildung 3.1).
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Strommessung

Kommandospannung

Abbildung 3.1: Schematisches Schaltbild einer Patch-Clamp-Ableitung in der Ganz-Zell-
Konfiguration. R; : Riickkopplungswiderstand, R,: Serienwiderstand, R,: Seal-Widerstand, C,:
Pipettenkapazitit, R,: Membranwiderstand, C,: Membrankapazitit, V,: Membranspannung, Vu:
Kommandospannung, V,,: Ausgangsspannung, OPA: Operationsverstirker.

3.3.1.1 Ausstattung des Messstandes

Die Messapparatur war auf einem schwingungsgeddmpften Tisch (T250, Physik
Instrumente, Waldborn) gelagert, um Erschiitterungen der empfindlichen Patch-Clamp-
Messungen zu vermeiden. Um das elektrische Hintergrundrauschen zu reduzieren, war
Messstand mit einem Faraday-Kifig umgeben.

Zu visuellen Kontrolle der Patchpipette wihrend der Annidherung an die Zellmembran,
wurde ein inverses Mikroskop (Axiovert-200, Zeiss, Oberkochen) mit bis zu 400-facher
VergroBerung und Kontrastverstirkungsoptik eingesetzt. Eine HBO-UV-Lichtquelle
wurde zum Nachweis von EGFP, das als Indikatorprotein fiir erfolgreich transfizierte
Zellen eingesetzt wurde, verwendet. Die 35 mm-Kulturschalen wurden direkt in eine
passende Halterung auf dem Mikroskoptisch eingesetzt.

Als Patchpipetten dienten aus Borosilikatglas (Wandstirke ca. 0.15 mm, World
Precision Instruments, Sarasota, FL., USA) mit einem horizontalen Pipettenziehgerit (P-
97, Sutter Instruments, Novato, CA, USA) ausgezogene Glaskapillaren. Der
Durchmesser der Spitzenoffnung betrug etwa 1 um, so dass sich mit den angegebenen
Losungen ein Pipettenwiderstand von 2-3 MQ ergab. Nach dem Befiillen mit
sterilfiltrierter Intrazelluldrlosung (Abschnitt 3.5.3.1) wurde die Pipette in den
Pipettenhalter am Vorverstidrker eingesetzt. Die elektrische Verbindung zum Verstérker
wurde iiber einen AgCl-beschichteten Silberdraht im Pipettenhalter hergestellt, der in
die Pipettenlosung eintaucht. Die Beschichtung des Silberdrahts wurde durch Lagerung
hypochlorithaltiger Bleichlauge erzeugt. Eine Verbindung der Badldsung zum Erdleiter
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wurde mit einem Ag/AgCl-Pellet hergestellt (World Precision Instruments). Die
Benutzung von Ag/AgCl-Elektroden soll Polarisierungen der Silber-Elektrode in
umgebenden Elektrolytlosung vermeiden.

Das Anlegen eines Uber- bzw. Unterdruckes erfolgt iiber den Pipettenhalter.

Gesteuert wurde die Pipette mit Hilfe eines motorisierten Mikromanipulators
(Patchman, Eppendorf, Hamburg).

Fir die Applikation von pharmakologischen Substanzen wurde eine
schwerkraftbetriebenes Perfusionssytem mit steuerbaren Ventilen (Eigenbau Werkstatt
ZMNH) verwendet und eine Mehrkanal-Perfusionspipette (E.S.F. electronic,
Gottingen).

3.3.1.2 Datenerfassung

Die gemessenen Signale wurden vom Vorverstdrker an einen Hauptverstarker (EPC-9,
HEKA Elektronik, Lambrecht) weitergegeben. Fiir dessen Steuerung und die
Digitalisierung der gemessenen Signale wurde eine ITC16-AD/DA-Schnittstelle an
einem Computer (Apple MacIntosh G3) eingesetzt. Das analoge Messsignal wurde mit
einer Auflésung von 16 bit und einer Aufnahmefrequenz zwischen 0.2 und 20 kHz
digitalisiert. Als Software zur Datenerfassung und zur Kontrolle des Verstéirkers diente
das Programm PULSE (Version 8.5, HEKA Elektronik, Lambrecht). Pipettenkapazitit
(Cy) und Membrankapazitit (C,) konnten durch eine entsprechende Funktion des
Programms kompensiert werden.

Als Leckstrom wird ein unspezifischer Strom bezeichnet, der durch Abweichungen von
Idealzustand des Giga-Seal zustande kommt und eine lineare Abhéngigkeit von der
angelegten Spannung zeigt. Um diesen von den tatsdchlich zu messenden
spannungsaktivierten Stromen subtrahieren zu konnen, wurde er nach jedem
Spannungs-Testpuls durch entsprechende Leckprotokolle mit der P/n- Methode
bestimmt. Dabei wurden die Stromantworten auf kleine Spannungspulse
(Amplitude = 1/n - Testpuls in mV), bei denen die zu untersuchenden Kanile noch nicht
aktivieren, gemessen. Die registrierten Stromantworten wurden mit » multipliziert und
von der Stromantwort auf den eigentlichen Testpuls subtrahiert.

Serienwiderstinde (Rs) wurden zu mindestens 85% durch den Verstirker kompensiert.
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3.3.2 Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik in Xenopus-Qocyten

Zur elektrophysiologischen Analyse der in Oocyten exprimierten Kanalproteine wurde
die  Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik ~ verwendet.  Hier  wird  das
Membranpotential durch zwei intrazelluldre Mikroelektroden bestimmt. Eine Elektrode
misst das aktuelle Membranpotential (Spannungselektrode), wihrend die andere einen
Strom injiziert, um das gewiinschte Potential aufrecht zu erhalten. Im Gegensatz zur
Patch-Clamp-Technik ist es hier mit der zweiten Elektrode moglich, das

Membranpotential direkt zu messen.

3.3.2.1 Messplatz

Die Messapparatur fiir das Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp war auf einer Metallplatte
auf einem Tisch aufgebaut. Die beiden Messelektroden waren an dem Tisch mit
MagnetfuBhaltern fixiert und konnten mit mechanischen Micromanipulatoren bewegt
werden. Zur visuellen Kontrolle war die Messkammer unter einem Binokular (Wild
M3C, Heerbrugg) platziert. Die Mikroelektroden wurden aus Borosilikatglas
(Wandstirke ca. 0.15 mm, World Precision Instruments) mit Hilfe eines vertikalen
Elektrodenziehgerites (Narishige, Tokyo, Japan) ausgezogen und anschlieBend mit
einer Microforge (Narishige) abgebrochen. Ein Spitzendurchmesser von 15 pm
entsprach in den verwendeten Losungen einem Elektrodenwiderstand von 0.2- 0.3 MQ.
Zum Fiillen der Mikroelektroden diente 3 M KCI-Losung. Die Spitzen der Elektroden
wurden mit Agar gefiillt. Die elektrische Verbindung zur Pipettenlosung wurde durch
einen in hypochlorithaltiger Bleichlauge behandelten Silberdraht hergestellt; die
Verbindung der Badlosung zum Erdleiter mit einem AgCl-Pellet (World Precision
Instruments). Zum Austausch der Badlosung in der Messkammer dienten ein

schwerkraftbetriebenes Perfusionssystem und eine Absaugvorrichtung.

3.3.2.2 Datenerfassung

Die Signale wurden iiber den Vorverstirker an den Hauptverstirker (Oocyte-Clamp
OC-725, Warner Instrument Corp., Hamden, CT, USA) geleitet. Zur Digitalisierung der
Signale und zur Steuerung des Versuchsablaufes war der Hauptverstirker iiber eine
ITC-16-AD/DA-Schnittstelle (HEKA Elektronik) mit einem Computer (Apple
Maclntosh, G3) verbunden. Das analoge Messsignal wurde bei 16 bit Auflésung mit
Aufnahmefrequenzen von 1.7-5 kHz digitalisiert und auf der Festplatte des Computers

gespeichert.
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3.3.3 Verwendete Stimulationsprotokolle und Datenauswertung

Fiir die Programmierung der Protokolle zur Aktivierung der Kanidle wurde das
Programm PULSE (HEKA Elektronik, Lambrecht) verwendet. Zur Auswertung der
Stromaufnahmen wurden die Programme PULSEFIT (HEKA Elektronik),
KaleidaGraph (Synergy Software, Reading, PA, USA) und Excel (Office 2000,
Microsoft Cooperation, Redmond, WA, USA) verwendet. Die Daten wurden, soweit
nicht anders gekennzeichnet, als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Die
Anzahl der Experimente wurde mit n bezeichnet. T-Tests nach Student wurden mit
Excel durchgefiihrt. Bei einem p-Wert von 0.05 oder kleiner wurde ein Unterschied als
signifikant angesehen. Ein signifikanter Unterschied zwischen zwei Messkurven wurde
mit Hilfe einer ANOVA oder eines F-Tests (Motulsky & Christopoulus 2003) in Excel
bestimmt.

Das Haltepotential betrug —80 mV fiir alle Messungen in CHO-Zellen, in Xenopus
laevis Oocyten ebenfalls —80 mV fiir Messungen von HERG-Kanilen und —100 mV fiir
die Messung von KCNQI-Kanidlen. Fiir einige KCNQI Alanin-Mutanten, die in
140 mM KCl, was einer symmetrischen Kaliumkonzentration entspricht, analysiert

wurden, betrug das Haltepotential 0 mV, da bei diesem Potential kein Nettostrom flief3t.

3.3.3.1 Analyse der Aktivierung

Um die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung eines Kanals zu bestimmen, wurden —
ausgehend vom Haltepotential — nacheinander Depolarisationen auf verschiedenen
Potentiale mit einem Abstand von jeweils 10 mV durchgefiihrt. Danach wurde das sog.
Tail-Potential appliziert bevor wieder das Haltepotential angelegt wurde (Abbildung
3.2).

Testpotentiale

Tail-Potential

Haltepotential Haltepotential
Abbildung 3.2: Beispiel fiir ein Aktivierungsprotokoll.

Die Dauer der Depolarisationen betrug 1s fiir HERG- und EAG-Kanile, 3 s fiir
KCNQI-Kanile und 5 s fiir KCNQ1/KCNEI1-Kanalkomplexe. Das Tail-Potential betrug
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-40 mV bei HERG-Kanidlen und -60 mV bei KCNQI-Kanilen. Wenn groBere
Einwirtsstrome gemessen werden sollten, wurden die Tail-Strome bei -120 mV

aufgenommen.

Die maximale Stromamplitude wihrend der Depolarisation ist abhingig vom Anteil der
gedffneten Kanile in der Membran und vom angelegten Membranpotential selbst,
welches die Triebkraft fiir die Kaliumionen bestimmt. Um den Anteil der getffneten
Kanile zu bestimmen, muss mit Hilfe des Umkehrpotentials aus dem maximalen Strom
die maximale Leitfdhigkeit berechnet werden (Gleichung 1).

1
Gmax =— (1)
Em _EK

(Gmax: maximale Leitfdhigkeit; I,.x: maximaler Strom; E,: Membranpotential; Ex:
Umkehrpotential fiir Kalium)

Das Umkehrpotential fiir Kaliumionen kann mit Hilfe der Nernst-Gleichung berechnet
werden (Gleichung 2):

E, = —Eln—[K]i
F [K],

()
(Ex: Gleichgewichtspotential fiir Kalium; R: Gaskonstante; T: Temperatur in Kelvin
[295 K]; z: Wertigkeit des Ions; F: Faraday-Konstante; [K]i: intrazelluldre

Kaliumkonzentration; [K],: extrazelluldare Kaliumkonzentration).

Fiir die standardméBig verwendeten intra- und extrazelluldren Losungen bei den Patch-
Clamp-Experimenten (IC6 und EC6) betrug das Umkehrpotential -89.04 mV, bei der
extrazelluldren Losung, die in den Experimenten mit EAG-Kanilen verwendet wurden,

-82.70 mV.

Da das Tail-Potential fiir alle Depolarisationen gleich ist, hat es keinen Einfluss auf die
Triebkraft und die maximalen Stromamplitude des Tail-Stroms ist proportional zur
maximalen Leitfahigkeit wihrend der vorangegangenen Depolarisation.

Die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung wurde mit einer Boltzmann-Funktion

beschrieben (Gleichung 3).



3 Material und Methoden 30

G= G bzw. I = s 3)

1+ exp(vo'5 k_VM j 1+ exp(vo'5 k_ Vi j

(G: Leitfahigkeit; Guax: maximale Leitfahigkeit; 1. Strom; Iy, maximale

Stromamplitude;  Vos:  Spannung der halbmaximalen  Aktivierung; Vp:

Membranspannung; k: Steigungsfaktor)

Bei der Analyse der Mutanten aus dem Alanin-Scan von KCNQI1 wurden noch weitere
Berechnungen zur Thermodynamik der Aktivierung durchgefiihrt. Der Steigungsfaktor
k wurde in die effektive Ladung z umgerechnet:

_RT

“Fk @

<

Dann wurde aus den Parametern Vs und dem Faktor z die Gibbs freie Energie AG

berechnet (Gleichung 5).

AG, =—zFV, = _rrin ! (5)

le]

(F: Faraday-Konstante; R: allgemeine Gaskonstante; T: Temperatur in K; [0]: Anteil der
geoffneten Kanile; [c]: Anteil der geschlossene Kanile)
AGy wurde in kcal/mol berechnet, um die erhaltenen Werte besser mit publizierten
Daten aus dem Alanin-Scan von Shaker (Yifrach & MacKinnon 2002) vergleichen zu
konnen. Der Faktor fiir die Umrechnung von SI-Einheiten in kcal/mol betrdgt 0.2389.
Um Verinderungen der freien Energie zwischen KCNQI1 Wildtyp (AGo w) und
Mutation (AGg my) darzustellen, wurde der AAGy-Wert berechnet (Gleichung 6).

AAG, = AG, -AG, (6)

0 mut

Entsprechend wurde die Verschiebung der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung

AV s berechnet.

Der Fehler der Differenz sax, die sich aus Xy £ Sx.we und Xpye + Sx.muee €rgab, wurde

unter Annahme einer linearen Fehlerfortpflanzung nach der folgenden Formel

/ 2 2
SAX = SX,Wf +SX,mut (7)

berechnet:
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3.3.3.2 Analyse der Deaktivierung

Die Deaktivierung wurde gemessen, indem das Membranpotential zundchst ausgehend
vom Haltepotential fiir 2 s auf +60 mV depolarisiert wurde und anschlieBend ein
Membranpotential von —120 mV bis +40 mV in 10 mV-Schritten fiir jeweils 1s
angelegt wurde.

Die Zeitabhdngigkeit der Deaktivierung wurde mit einer exponentiellen Funktion mit

ein (bei KCNQI) oder zwei (bei HERG) Zeitkonstanten beschrieben (Gleichung 8).

y=A;- exp{—LJ +A, - exp(— LJ + A, (8)
T, T,

(At bzw. Ag: Amplitude der schnellen bzw. langsamen Zeitkonstante; t: Zeit; 1s bzw. Tg:

schnelle bzw. langsame Zeitkonstante; Ay: steady-state Amplitude)

3.3.3.3 Analyse der instantanen Strom-Spannungsbeziehung bei HERG-Kandilen

Die instantane Strom-Spannungsbeziehung von HERG-Kanidlen wurde durch ein
Dreistufen-Protokoll ermittelt (Smith et al., 1996). Zuerst wurde die Zellmembran fiir
2 s auf +20 mV depolarisiert. Wihrend der folgenden Repolarisation auf —80 mV fiir
30 ms erholten sich die Kanile aus der Inaktivierung. In der dritten Stufe wurde das
Membranpotential in 10 mV-Schritten auf Potentiale zwischen -120 mV und +60 mV
verdndert. Wihrend des letzten Schrittes kann der instantane Strom gemessen werden.
AuBerdem konnte die Zeitabhingigkeit der Inaktivierung in diesem Schritt mit einer

exponentiellen Funktion beschrieben werden (Gleichung 8).

3.3.3.4 Analyse der Inaktivierung von HERG-Kandilen

Die Inaktivierung von HERG-Kanilen wurde mit Hilfe eines Dreistufen-Protokolls
analysiert. Dafiir wurden die Kanile durch eine Depolarisation fiir 2 s auf +40 mV
zundchst aktiviert und dann inaktiviert. AnschlieBend wurden fiir 30 ms
Membranpotentiale von -120 mV bis +60 mV in 10 mV-Schritten angelegt. In dieser
Phase erholten sich die Kanile von der Inaktivierung. Wihrend der letzten Stufe wurde
erneut ein Membranpotential von +40 mV angelegt und es wurde der maximale Strom
gemessen. Diese maximale Amplitude wurde bei sehr negativen Membranpotentialen
um den Anteil der Kanile korrigiert, die sich wihrend der zweiten Stufe geschlossen

hatten (Smith er al., 1996). Dazu wurden die deaktivierenden Strome wihrend dieses
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Schrittes auf ihren Anfangswert zu Beginn der Repolarisation extrapoliert und die
relative Differenz zwischen Anfangswert und Maximalwert wihrend des zweiten
Schritts zu der maximalen Amplitude wéhrend der dritten Stufe addiert. Die
Spannungsabhingigkeit dieser korrigierten Inaktivierung wurde mit einer Boltzmann-

Funktion beschrieben (Gleichung 3).

3.3.3.5 Analyse der Erholung von der Inaktivierung (,,Recovery from inactivation*)

Die Erholung von der Inaktivierung wurde fiir KCNQI1 s344v-Kanile mit Hilfe eines
Dreistufen-Protokolls bestimmt. Zuerst wurden die Kanédle durch eine 3s
Depolarisation auf +60 mV aktiviert und auch inaktiviert. Dann wurde die Membran fiir
verschiedene Intervalle zwischen 10 ms und 10 s auf -100 mV repolarisiert, damit sich
die Kanile von der Inaktivierung erholen konnten. Der Anteil der Kanile, die sich
bereits von der Inaktivierung erholt hatten, wurde durch erneute Depolarisation auf
+60 mV fiir 100 ms bestimmt. Die maximale Stromamplitude wéhrend dieses zweiten
Pulses wurde auf die Amplitude wihrend des ersten Pulses normiert. Der relative Strom
wurde gegen die Interpulsdauer aufgetragen und mit einer monoexponentiellen

Funktion beschrieben (Gleichung 9).

t
y=A4 - exp(——j +A4, 9
z.1
(Aq: Amplitude der Inaktivierungszeitkonstanten; t: Zeit; T

Inaktivierungszeitkonstante; Ay: steady-state Amplitude)

3.3.3.6 Analyse der Inaktivierung bei KCNQ1

Der Anteil der inaktivierten Kanile wurde aus den Tail-Stromen, die in 100 mM K-
Losung bei —120 mV gemessen wurden, bestimmt. Dazu wurden die Tail-Strome, die
den fiir KCNQI1 charakteristischen ,,hook* aufweisen mit einer biexponentiellen
Funktion beschrieben (siehe Gleichung 8).

Dabei beschreibt die schnelle Komponente die Erholung der Kanile aus der

Inaktivierung, die langsame Komponente die Deaktivierung.
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Um das Schaltverhalten von KCNQI1-Kanilen zu erkliren wurde, vereinfacht das

folgende Modell postuliert (Pusch et al., 1998):

Unter der Annahme, dass bei dem angelegten Membranpotential von -120 mV die
Zeitkonstanten 6 und [ fiir die Riickreaktion sehr grof3 sind gegeniiber den
Zeitkonstanten o und ¢ fiir die Hinreaktion, lassen sich A und p, und damit der Anteil
der inaktivierten Kanile fj,,, aus den Parametern des exponentiellen Fits (Gleichung 8)

wie folgt berechnen:

P, A a,la,—7,/1,

‘finakt = ( 1 0)

p,+p02_/1+,u_ I-7,/7,

3.3.3.7 Analyse der relativen Rb*/K"-Leitfihigkeit von KCNQI

Die relative Rb"/K*-Leitfihigkeit Gry/Gx wurde aus dem Verhiltnis der Extrema der
Tail-Strome in 100 mM Rb*-Losung und in 100 mM K*-Losung berechnet. Dazu
wurden die Kanidle durch Depolarisation fiir 2s auf +40 mV aktiviert und die

deaktivierenden Tail-Strome bei -120 mV gemessen.

3.3.3.8 Das Rampenprotokoll

Das Rampenprotokoll simuliert in vereinfachter Form ein kardiales Aktionspotential
(Hancox et al., 1998) und ist geeignet, um die Wirkung von Medikamenten auf das
Verhalten von HERG-Kanilen wihrend eines Aktionspotentials abzuschitzen. Fiir
dieses Protokoll wurde die Zellmembran vom Haltepotential auf +60 mV depolarisiert.
AnschlieBend wurde die Membran im Verlauf von 1 s kontinuierlich auf -80 mV

repolarisiert.

3.3.3.9 Analyse der Inhibition

Die Inhibition wurde als Reduktion der maximalen Stromamplitude oder — beim

Rampenprotokoll — als Reduktion des Ladungsflusses analysiert (Gleichung 11).
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2-1_
Pt an

max, control max, wash out
(f: fraktionaler Block; Imax drg: maximale Stromamplitude unter Einfluss des
Medikaments; Inax, conro:  maximale Stromamplitude unter Kontrollbedingungen;

Inax, wash out: maximale Stromamplitude nach dem Auswasch des Medikaments)

Bei Experimenten in Xenopus laevis Oocyten wurde der Auswasch nicht beriicksichtigt,
der relative Block berechnet sich dann wie folgt:
1

— 1 _ max, drug 1 2
f 7 (12)

max, control

Die Konzentrationsabhingigkeit der Inhibition wurde mit einer Hill-Funktion
beschrieben (Gleichung 12).

e (13)

h
1+ ICs
cdrug

(f: fraktionaler Block; ICsp: Konzentration der halbmaximalen Inhibition; Crug:

Konzentration des Medikaments; h: Hill-Koeffizient)

3.3.3.10 Analyse des ,,onset of block*“

Um die Entwicklung des Blocks eines Kanals zu analysieren, wurde fiir jeden Zeitpunkt
des zu betrachtenden Pulses der Strom unter Medikamenteneinfluss durch den Strom
unter Kontrollbedingungen dividiert. Der erhaltene Wert Igypi/lkon Wurde gegen die Zeit
aufgetragen und der zeitliche Verlauf — wenn moglich — mit einer Exponentialfunktion

(Gleichung 7) beschrieben.
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3.4 Computergestiitzte Sekundiranalysen

3.4.1 Simulation kardialer Aktionspotentiale

Die moglichen Auswirkungen der untersuchten Mutation KCNQ1 a344v auf ein kardiales
Aktionspotential wurden mit einer modifizierten Version des Luo-Rudy-Modells (,,Luo-
Rudy dynamic model*, (Luo & Rudy 1991; Faber & Rudy 2000)) fiir Kardiomyocyten
des Meerschweinchens simuliert. Dieses Modell wurde von Stephan Binder im Rahmen
seiner Diplomarbeit am ZMNH in eine leicht zu bedienende Programmoberfldche
implementiert (Binder 2006). Fiir die Simulation wurde ein Intervall von 1000 ms
zwischen dem Beginn zweier Aktionspotentiale verwendet. Es wurden 500 Zyklen
durchlaufen, um Verinderungen in der Aktionspotentialdauer (APD), die zu Beginn der
Simulation auftreten konnen, auszuschlieBen. Die Simulation wurde fiir epikardiale,
endokardiale und midmyokardiale Zellen durchgefiihrt (Viswanathan et al., 1999).
Zusitzlich wurde die Wirkung von Bupivacain in zwei verschiedenen Konzentrationen
(3uM als klinisch relevante Plasmakonzentration und 30 uM als toxikologisch
relevante Konzentration) auf das Aktionspotential simuliert. Dazu wurde eine
Reduktion des Stromes durch Natriumkanéle (Nau er al.,, 2000), L-Typ-Calciumkanile
(Rossner & Freese 1997) und die repolarisierenden Kaliumkanile HERG und KCNQ1
simuliert; I, ist im Luo-Rudy-Modell nicht vorhanden, da Meerschweinchen kein I,
besitzen. Dabei wurden folgende Werte fiir die Inhibition durch 3 uM bzw. 30 uM
Bupivacain verwendet: 3 uM: In, 55%, Ix: 15%, Ii.ca 5%; 30 uM: In, 90%, Ik, 60%, 1.
ca 20%).

Das Simulationsprogramm berechnet automatisch die Dauer des Aktionspotentials
(APD) als Zeitdifferenz zwischen dem Beginn der Depolarisation und 90%

Repolarisation und gibt alle Daten im ASCII-Format aus.

3.4.2 Modellierung der Kristallstruktur

Die Ergebnisse des Alanin-Scans von KCNQI1 wurden mit Hilfe des Programms
PyMOL (DeLano Scientific LLC, San Francisco, USA) in der Kristallstruktur von
Kv1.2 (Long et al., 2005a) modelliert. Dazu wurden die untersuchten Mutanten nach
den elektrophysiologischen Ergebnissen in Gruppen eingeteilt und diese Gruppen
jeweils farbig dargestellt. Der Ubersichtlichkeit halber wurden nur die Porenhelices S5

und S6 dargestellt.
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3.5 Losungen

Soweit nicht anders angegeben wurden sidmtliche Chemikalien in reinst Qualitéit von der
Firma Sigma-Aldrich (Taufkirchen) oder Merck (Darmstadt) bezogen.

Levobupivacain, Dextrobupivacain, S-Ropivacain und R-Ropivacain wurden
freundlicherweise von der Firma AstraZeneca (Sodertalje, Schweden) zur Verfiigung
gestellt. Artcain wurde von Aventis (Frankfurt) erhalten. Fiir die elektrophysiologischen
Experimente wurden diese Substanzen in der verwendeten extrazelluliren Losung

gelost.

3.5.1 Losungen fiir molekularbiologische Methoden

TE-Puffer: Tris-HCl 10 mM
EDTA 1 mM
pH7.5
TAE-Puffer: Tris-Acetat 0.05 mM
EDTA 2 mM
pH 8.0
MOPS-Puffer: MOPS 20 mM
Natriumacetat 20 mM
EDTA 1 mM
pH7.5
Formaldehyd 1.7%
DNA-Probenpuffer: Ficoll 400 20% (wlv)
Bromphenolblau 0.025% (w/lv)
Xylencyanol 0.025% (w/v)
EDTA 100 mM
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3.5.2 Ndihrmedien

LB-Medium NaCl 10 g/1
Casein-Extrakt 10 g/1
Hefe-Extrakt 5¢g/l
pH 7.4
Ampicillin 100 mg/1

Das Nihrmedium wurde nach dem Einstellen des pH-Wertes autoklaviert und vor

Verwendung mit dem Antibiotikum versetzt.

LB-Platten: 15 g/l Agar in LB-Medium
100 g/1 Ampicillin

3.5.3 Losungen fiir elektrophysiologische Arbeiten

3.5.3.1 Losungen fiir Patch-Clamp-Messungen

intrazelluldre Standard-Losung (ic 6): KCl1 160 mM
MgCl, 0.5 mM
HEPES 10 mM

Na,-ATP 2mM
pH 7.2 mit KOH

intrazelluldre Losung fiir EAG-Messungen: KCl 125 mM
CaCl, 1 mM
MgCl, 1 mM
EGTA 11 mM
HEPES 10 mM
Sucrose 10 mM

Na,-ATP 2mM
pH 7.2 mit KOH

extrazelluldre Standard-Losung (ec 6): NaCl 135 mM
KClI 5 mM
CaCl, 2 mM
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MgCl, 2 mM
HEPES 5 mM
Sucrose 10 mM

pH 7.2 mit NaOH

extrazelluldre Losung mit hoher Kalium-Konzentration:

NaCl 40 mM
KCl 100 mM
CaCl, 2 mM
MgCl, 2 mM
HEPES 5 mM
Sucrose 10 mM

pH 7.2 mit NaOH

3.5.3.2 Losungen fiir Two-Electrode-Voltage-Clamp-Messungen

Tricain-Losung fiir Anidsthesie der Frosche: 0.6 g Tricain auf 500 ml Leitungswasser

Agar: 1 g Agar auf 30 ml 3 M KCl.

OR?2 (Oocyten-Ringer-Losung): NaCl 82.5 mM
KCl 2 mM
MgCl, 1 mM
HEPES 5 mM

pH 7.5 mit NaOH

Gentamicin-Losung: NaCl 75 mM
KCl 2 mM
CaCl, 2 mM
MgCl, 1 mM

Na-Pyruvat 5 mM
HEPES 5 mM

pH 7.5 mit NaOH
Gentamicin 59 pg/ml
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Messlosungen

Standard-Messlosung (ND80):

20 mM K*:

140 mM K™

100 mM K™

100 mM Rb™:

NaCl
KCl
CaCl,
MgCl,
HEPES

79.5 mM
2mM
2 mM
1 mM
5 mM

pH 7.5 mit NaOH

NaCl
KCl1
CaCl,
HEPES

97 mM
20 mM
1.8 mM
10 mM

pH 7.5 mit NaOH

KCl
CaCl,
MgCl,
HEPES
KOH

135 mM
1.8 mM
1 mM
5 mM
5 mM

pH 7.5 mit KOH

KCl1
MgCl,
CaCl,
HEPES

100 mM
1.8 mM
0.1 mM
5 mM

pH 7.5 mit KOH

RbCl
KCl
MgCl,
CaCl,
HEPES

96 mM
4 mM
1.8 mM
0.1 mM
5 mM

pH 7.5 mit RbOH
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4 Ergebnisse

4.1 HERG

Die biophysikalischen und pharmakologischen Untersuchungen der HERG-Kanile
wurden sowohl in CHO-Zellen als auch in Xenopus laevis Oocyten durchgefiihrt. Dazu
wurde zunichst in CHO-Zellen der Einfluss der Mutationen Y652A und F656A in der
S6-Helix von HERG auf das Schaltverhalten der Kanile sowie auf die
Lokalanidsthetika-Empfindlichkeit untersucht. Weitere Mutationen in der S6-Helix und

in der Porenregion von HERG wurden dann in Xenopus laevis Oocyten analysiert.

4.1.1 Charakterisierung der Mutanten HERGygs24 und HERGpgs64 in CHO-Zellen
Um die pharmakologischen Effekte der Mutationen HERGyes24 und HERGggs64 besser

beurteilen zu konnen, war eine vorhergehende Charakterisierung dieser Mutanten notig.
Dazu wurden das Aktivierungs-, Deaktivierungs- und Inaktivierungsverhalten von
HERG,-Kanilen und mutierten HERG-Kanilen in CHO-Zellen untersucht. Die
Expression der Mutante HERGgesea fithrte unter Standardbedingungen zu kaum
messbaren Stromen. Die Charakterisierung dieser Mutante wurde daher mit hohem
extrazelluldren Kalium (100 mM, siehe 3.5.3.1) durchgefiihrt. Die Mutante HERGyegs2a

hingegen lie} sich auch unter Standardbedingungen gut messen.

A Pulsprotokoll: B

+60 mV

K | -40 mV
-80 mv 0.8
m 1s 2s
\ P \
praf\

0.6

1 | pax

_@_ Wt
--@-- YB652A

0.4+

0.2+

0 - T T T T T )
-80 -60 -40 -20 O 20 40 60 80
Membranpotential [mV]

Abbildung 4.1: Aktivierung von HERG,,; und HERGys,4 in CHO-Zellen.

(A) Beispielhafte Stromspuren der Aktivierung von HERG,,, und HERGygsa. (B) Boltzmann-Fit der
normierten maximalen Stromamplituden des Tail-Stromes. Die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung
unterscheidet sich nicht.
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Die Spannungsabhiéngigkeit der Aktivierung unterschied sich nicht zwischen HERG,
und HERGyss; (wt: Spannung fiir die halbmaximale Aktivierung Vos=4.85 £4.23 mV,
k=8.51+0.83mV, n=6; Y652A: Vo5=535+431mV,k=8.79+127mV, n=12)
(Abbildung 4.1). Ebenso war die Spannungsabhingigkeit der Deaktivierung nicht
unterschiedlich ~ (Abbildung 4.2). Beide Kandle zeigten die typische

Spannungsabhingigkeit eines Gleichrichter-Stroms.

1 Q@OQg..
wt Y652A 0s $ “ole
% o83
€ %1
-~ .
~ | 1nA | 1nA g 05
500 ms 500 ms =
= 1 O wt
154 ® Y652A
Pulsprotokoll: 1 $
+60 mV = -2
-80 mV g -2.5 T T T 1
s 15 -120 mv -150 -100 -50 0 50

Membranpotential [mV]

Abbildung 4.2: Deaktivierung von HERG,,; und HERGys,4 in CHO-Zellen.

(A) Exemplarische Stromspuren von HERG,, und HERGy¢s;4, die durch das Deaktivierungsprotokoll
hervorgerufen wurden. (B) Spannungsabhingigkeit der Deaktivierung. Die Extremwerte der
Stromamplituden des Tail-Stromes wurden auf das Maximum normiert.

Ein deutlicher Unterschied zeigte sich jedoch bei der Spannungsabhingigkeit der
Inaktivierung (Abbildung 4.3 A und B). Der Inaktivierungsmittelpunkt war bei der
Mutante HERGyespa  deutlich  zu  positiveren  Potentialen hin  verschoben
(Vp5=-36.2+10.6 mV, n=6 fir HERGyes2a gegeniiber Vy5=-69.6+7.8 mV, n=7
fir HERGy; p <0.05). Auch die Inaktivierungszeitkonstanten, die mit dem Protokoll
fiir die instantane Aktivierung bestimmt wurden, unterschieden sich signifikant. Die

Inaktivierung wurde durch die Mutation Y652A beschleunigt (Abbildung 4.3 C und D).
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Abbildung 4.3: Inaktivierungsverhalten von HERG,,, und HERGys;4 in CHO-Zellen.

(A) Ausschnitt aus der Stromantwort von HERG,,, und HERGygs, auf das Inaktivierungsprotokoll. (B)
Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung. Der Inaktivierungsmittelpunkt wird durch die Mutation
HERGy¢s,4 zu positiveren Werten hin verschoben. Der Strom der instantanen Aktivierung wurde
gemessen (C) und die Inaktivierungszeitkonstanten bei verschiedenen Spannungen analysiert (D).

Fiir die pharmakologischen Untersuchungen der HERG-Kanile wurde ein Rampen-
Protokoll verwendet, das ein kardiales Aktionspotential simuliert (Hancox et al., 1998).
Sowohl bei HERG,; als auch bei HERGyesoa fiihrte dieses Protokoll zu einer
glockenformigen Stromantwort (Abbildung 4.4). Der Verlauf dieser Stromantwort
unterschied sich zwischen den beiden Kanilen insofern, dass der maximale Strom
withrend der Depolarisation bei HERGygsza frither erreicht wurde als bet HERGy,. Die
durchschnittliche Zeit bis zum Erreichen der maximalen Amplitude betrug 723 + 10 ms
fir HERGy;y (n=116) und 615+ 12ms fiir HERGygs2a (n=91). Diese Werte
entsprachen wihrend des Rampenprotokolls angelegten Spannungen von -40 £ 1 mV
(HERGyy) bzw. von -26 + 2 mV (HERGyses24). Da sich die Spannungsabhingigkeit der
Aktivierung nicht unterschied, konnte man vermuten, dass die Ursache fiir diesen

Unterschied im Inaktivierungsverhalten der beiden Kanile liegt.
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— wt Abbildung 4.4: Rampen-Protokoll.
Stromantwort von HERG,,. und
Y652A HERGysgs,4-Kanilen (normierte

Darstellung) auf das Rampen-
Protokoll. Dieses Protokoll simuliert
ein kardiales Aktionspotential und
fithrt bei HERGW[- und HERG Y652A"
-80 mV T 8omv Kénalen zu einer glockenférmigen

— Stromantwort.
200 ms

+60 mV J 1s

Die Mutante HERGggsga konnte nur mit hoher extrazelluldrer Kaliumkonzentration
untersucht werden. Um die unter diesen Bedingungen erhaltenen Daten besser
einschitzen zu konnen, wurden HERGy- und HERGy¢s5:4-Kanile ebenfalls mit hoher

extrazelluldrer Kaliumkonzentration untersucht (Abbildung 4.5).

B ..
0.8
% 06
_E
= o4 = wt
' -~-@-- YB652A
0.2
Pulsprotokoll: ~ +60 mVi— 0 ‘ ‘ : ; ; )
80 60 -40 -20 0 20 40 60 80
somv | I-120 mv Membranpotential [mV]
1s 2s
0279 ~ *
O wt P 4 *
.o
wit Y652A F656A ol ®yesoA # 3 $$@“
—_— ® F656A ¢ 33
E e 021 .
f‘ o o ¢« 3
‘ _% 0.4 e 2501 (ms)
vr : '06 4 ’ O 2004
10 nA 0.5nA Q 1501
300 ms 300 ms -0.8 ¢ é o] yist ol
8 50 [ . 1
-1 [ o et ™
Pulsprotokoll: +60mV | s 140 120 100 80 60 40
150 100 50 0 50

-80 mV

Membranpotential [mV]

Abbildung 4.5: Aktivierungs- und Deaktivierungsverhalten bei 100 mM extrazelluliirem K*.

(A) Strome durch HERG,,;- HERGy¢s:4- und HERGggs¢a-Kanile, gemessen in CHO-Zellen bei 100 mM
extrazellulirem K mit dem Aktivierungsprotokoll (kleines Bild). (B) Spannungsabhiingigkeit der
Aktivierung. (C) Ausschnitt aus Stromspuren, die mit dem Deaktivierungsprotokoll erhalten wurden. (D)
Spannungsabhingigkeit der Deaktivierung (grofles Bild) und der schnellen Deaktivierungszeitkonstanten
(kleines Bild).

Die Stromdichte von HERGgssea war deutlich geringer als die von HERG,, oder
HERGygs2a (968 £475 pA/pF  fir HERGy; 571 £272 pA/pF  fiir HERGyesa;
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129 + 49 pA/pF fiir HERGgesea; n = 5). Dabei unterschieden sich die Werte fiir HERGy,
und HERGyss;4 nicht signifikant.

Die Aktivierung von HERGy; und HERGygs>a-Kanidlen unterschied sich auch unter
diesen Bedingungen nicht (Abbildung 4.5 A und B; HERG,: V(5=14+47mV,
n = 6; HERGyesza: Vo5=-1.7+£ 6.8 mV, n=6, p > 0.05). Der Aktivierungsmittelpunkt
der Mutante HERGgessp war jedoch signifikant zu negativeren Potentialen hin
verschoben (Abbildung 4.5 B; HERGgesea: Vos5=-8.9+4.5mV, n=7, p<0.05). Das
Deaktivierungsverhalten der Kanidle wurde auch bei hohem extrazellulirem Kalium
untersucht (Abbildung 4.5 C). Die Spannungsabhingigkeit der Deaktivierung von
HERGggs6a-Kanilen unterschied sich deutlich von HERGy; und HERGvygs24 und war
ebenfalls zu negativeren Potentialen hin verschoben (Abbildung 4.5 D). Die
Deaktivierungszeitkonstanten wurden durch beide Mutationen verdndert. Die Mutation
Y652A beschleunigte die Deaktivierung gegeniiber dem Wildtyp, wihrend die Mutation
F656A die Deaktivierung verlangsamte (Abbildung 4.5 D, kleines Bild).
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4.1.2 Lokalandasthetika-Empfindlichkeit von HERG,, HERGygs:4 und HERG 564
in CHO-Zellen

In CHO-Zellen wurde mit dem Rampenprotokoll die Wirkung verschiedener
Lokalanidsthetika auf HERG,; und HERGygs24 untersucht. Dabei wurden Bupivacain
(als Racemat), Levobupivacain, S(—)- und R(+)-Ropivacain, Mepivacain (als Racemat)
und  Articain  verwendet. Die  Strome durch beide Kanidle wurden
konzentrationsabhéngig und reversibel inhibiert (Abbildung 4.6). Bei allen untersuchten
Substanzen war die Inhibition von HERG,-Kanilen stirker ausgeprigt als die

Inhibition von HERGy¢s24-Kanélen.
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Abbildung 4.6: Inhibition von HERG,; und HERGys;, durch verschiedene Amid-
Lokalaniisthetika. Inhibition der durch das Rampen-Protokoll evozierten Strome in HERG,, und
HERGyg¢s,a-Kandlen durch Bupivacain (A), Levobupivacain (B), S-Ropivacain (C), R-Ropivacain (D),
Mepivacain (E) und Articain (F). Bei allen Substanzen war die Inhibition von HERG, stirker ausgepragt
als die Inhibition von HERGygs;4.

Die Inhibition wurde sowohl als Reduktion des maximalen Stroms wie auch als
Reduktion des Ladungsflusses wihrend der gesamten Depolarisation berechnet. Die Art
der Auswertung beeinflusste die Konzentrations-Wirkungs-Kurven kaum (Abbildung
4.7) und auch die Parameter der entsprechenden Hill-Fits waren sehr dhnlich (Tabelle
4.1). Die Mutation HERGygs;a fiihrte zu einer reduzierten Empfindlichkeit fiir
Lokalanéasthetika aus der homologen Reihe Bupivacain, Ropivacain und Mepivacain;

die ICso-Werte waren 3- bis 10-mal groBer. Deutlich geringer ist der Effekt der
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Mutation auf die Inhibition durch Articain, der ICso-Wert war hier nur um den Faktor
1.6 erhoht. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven unterschieden sich jedoch in allen

Féllen signifikant.
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Abbildung 4.7: Konzentrations-Wirkungskurven.

Konzentrations-Wirkungskurven fiir die Inhibition des maximalen Stromes I, (A-C) und das
Ladungsflusses Q (D-F) durch HERG,,- und HERGygs;2-Kanile durch Bupivacain (A, D; O@),
Mepivacain (A, D; O #), Levobupivacain (B, E; O®), S-Ropivacain (B, E; & #) und Articain (C, F).
Die Kurven wurden fiir HERG,, (offene Symbole) und HERGygs:4 (geschlossene Symbole) mit einer
Hill-Funktion gefittet. Die Parameter der Hill-Fits sind in Tabelle 4.1 zu finden.

Besonders ausgeprigt war die Reduktion der Sensitivitdt durch die Mutation Y652A bei
S-Ropivacain. Eine Ursache hierfiir konnte in der Stereoselektivitit des Blocks von
HERG-Kanilen liegen. Wie auch aus Abbildung 4.6 ersichtlich, war die Inhibition von
HERGy-Kanilen durch Levobupivacain (Abbildung 4.6 B) stirker ausgeprigt als bei
racemischem Bupivacain (Abbildung 4.6 A und Tabelle 4.1). Ebenso waren HERG-
Kanile empfindlicher fiir S-Ropivacain als fiir R-Ropivacain (vgl. Abbildung 4.6 C und
D). Diese Stereoselektivitit verdnderte sich durch die Mutation Y652A. Die Inhibition
durch R-Ropivacain war hier stirker als durch S-Ropivacain (vgl. Abbildung 4.6 C und
D). Diese Unterschiede in der Inhibition wurden in gepaarten Experimenten mit den
reinen Enantiomeren ndher untersucht. Dazu wurden Konzentrationen nahe des ICs fiir
HERGy,, und HERGyss,4 gewihlt. Wie bereits in anderen Untersuchungen (Gonzalez et

al., 2002a) gezeigt wurde, wurden HERGy-Kanile sowohl bei Bupivacain als auch bei
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Ropivacain stirker durch das S-Enantiomer als durch das R-Enantiomer inhibiert
(Abbildung 4.8 A). Die Mutante HERGyes,4 wies fiir die Inhibition durch Bupivacain
dieselbe Stereoselektivitit auf, bei Ropivacain zeigte sich jedoch eine stirkere

Inhibition durch das R-Enantiomer als durch das S-Enantiomer (Abbildung 4.8 B).
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Abbildung 4.8: Stereoselektive Effekte des Blocks durch Bupivacain und Ropivacain.

Die Stereoselektivitit des Blocks von HERGy,- (A) und HERGygs:4-Kanilen (B) durch Bupivacain und
Ropivacain wurde in gepaarten Experimenten bei Konzentrationen nahe des ICsy-Wertes untersucht.

(n = 5-8 pro Konzentration; ** p < 0.001)

(A) Inhibition des maximalen Stroms wahrend des Rampen-Protokolls.

wt Y652A
Substanz ' '
ICsp [UM] Hill n ICsp [UM] Hill n
Bupivacain 21.9+1.6 0.91+0.06 31 95.2+5.0 1.21£0.07 38
Levobupivacain 12.7+1.4 0.85+0.07 41 82.9+3.2 1.11£0.05 25
S-Ropivacain 23.9+1.6 1.00£0.06 50 240£9.5 0.97£0.04 27
Mepivacain 156 + 11 0.89+0.06 28 476 £50 1.03+0.10 27
Articain 224 £5.7 1.17+0.08 23 360 £ 48 0.93+0.08 26
(B) Inhibition des Ladungsflusses wahrend des Rampen-Protokolls.
wt Y652A
Substanz
ICso [uM] Hill n ICsp [uM] Hill n
Bupivacain 21.5+34 0.88+0.12 31 83.9+59 1.27 £ 0.11 38
Levobupivacain 10.8+1.2 1.01£0.12 41 71.8+5.9 1.16 £ 0.11 26
S-Ropivacain 21.0+£0.8 1.18£0.05 48 212+13 1.00+£0.06 27
Mepivacain 127 £ 10 0.96 +0.07 28 408 £ 43 1.04 £ 0.11 27
Articain 194 + 3.8 1.22+0.03 22 353 £52 0.89+0.08 26

Tabelle 4.1: Parameter der Hill-Fits fiir die Inhibition von HERG-Kaniilen in CHO-Zellen.

Aus den Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden mit Hilfe eines Hill-Fits die Konzentration der
halbmaximalen Inhibition (ICsy) und der Hill-Koeffizient (Hill) bestimmt. N bezeichnet die Anzahl der
Experimente. Alle Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben.
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Zusitzlich zur Reduktion der maximalen Stromamplitude fiihrte die Applikation der
Lokalanisthetika zu einer Verdnderung des Zeitpunktes, an dem der maximale Strom
erreicht  wird (,time to peak®). Dabei war bei HERG-Stromen eine
Rechtsverschiebung des Maximum zu erkennen, entsprechend einer lingeren Dauer bis
zum Erreichen des maximalen Stroms, wihrend bei HERGygs4-Stromen eine
Linksverschiebung  vorlag.  Diese = Verschiebung des  Maximum  war
konzentrationsabhédngig. Abbildung 4.9 zeigt die Verschiebung des Maximums im

Vergleich zur Kontrolle (A time to peak) fiir verschiedene Bupivacain-Konzentrationen.
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Abbildung 4.9: Konzentrationsabhéingigkeit der Verschiebung des Zeitpunktes der maximalen
Stromamplitude (A time to peak).

Die Spannungsabhingigkeit der Inhibition von HERGy- und HERGyes:a-Kanilen
durch Bupivacain wurde mit Hilfe des instantanen Aktivierungsprotokolls analysiert.
Dazu wurden Konzentrationen nahe der zuvor ermittelten ICso-Werte verwendet
20 uM fiir HERGy; 90uM fiir HERGyesza). Ausschnitte aus exemplarischen
Stromspuren sind in Abbildung 4.10 dargestellt.

Die Inhibition von HERG,- und HERGyssa-Kanilen war nicht spannungsabhingig
(Abbildung 4.11 A). Der Einfluss von Bupivacain auf die Inaktivierungs- und
Deaktivierungszeitkonstanten wurde ebenfalls anhand dieser Messungen analysiert. Die
Inaktivierung von HERG,; wurde durch die Applikation von Bupivacain beschleunigt;
bei HERGyes2a war kein signifikanter Unterschied festzustellen (Abbildung 4.11 B).
Die Deaktivierung bei —120 mV wurde mit einer biexponentiellen Funktion gefittet.
Beide Zeitkonstanten wurden durch Bupivacain signifikant vergroflert (Abbildung 4.11
C und D). Dieser Effekt war bei HERGy,; stirker ausgeprigt als bei HERGygsoa.-
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Abbildung 4.10: Bupivacain-Wirkung auf die instantane Aktivierung von HERG-Kanélen.
Ausschnitte aus beispielhaften Stromspuren, hervorgerufen durch das instantane Aktivierungsprotokoll
(kleines Bild) in HERG,,- (A) und HERGy¢s,4-Kanilen (B) unter Kontrollbedingungen, nach Applikation
von 20 uM bzw. 90 uM Bupivacain und nach Auswasch der Substanz.
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Abbildung 4.11: Analyse des Einflusses von Bupivacain auf die instantane Aktivierung.

(A) Spannungsabhingigkeit der Inhibition von HERG,- und HERGygs;a-Kanidlen. (B)
Spannungsabhiingigkeit der Inaktivierungszeitkonstanten unter Kontrollbedingungen und unter
Bupivacain-Einfluss. Sowohl die schnelle (C) als auch die langsame (D) Deaktivierungszeitkonstante bei
-120 mV wurde durch Bupivacain vergroBert.
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Die Lokalanisthetika-Empfindlichkeit der Mutante HERGggssa wurde bei hoher
extrazelluldrer Kalium-Konzentration untersucht. Zum Vergleich erfolgte ebenfalls eine
Untersuchung von HERGy,- und HERGysgs24-Kanilen unter diesen Bedingungen. Dazu
wurde die Reduktion der einwirtsgerichteten Tail-Strome bei —-120 mV nach
Aktivierung der Kanile durch eine Depolarisation auf +20 mV fiir 2 s analysiert

(Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Inhibition von HERG-Kaniilen durch Bupivacain und Articain in 100 mM K*.

(A, B) Ausschnitte der einwirts gerichteten Tail-Strome durch HERG,,-, HERGygspa- und HERGggsea-
Kanile unter Kontrollbedingungen, nach Applikation von 100 uM Bupivacain (A) bzw. 300 uM Articain
(B) und nach Auswasch der Substanzen. (C, D) Zusammenfassende Analyse der Inhibition durch 100 pM
Bupivacain (C) (n = 5) und 300 uM Articain (D) (n = 6-7). (** p < 0.001; n.s. nicht signifikant p > 0.05)

Die Applikation von 100 uM Bupivacain fiihrte bei allen drei Kandlen zu einer
reversiblen Inhibition, die bei den beiden Mutanten geringer ausgepridgt war als beim
Wildtyp, wobei HERGyesoa-Kanéle stirker inhibiert wurden als HERGggsea-Kanile
(Abbildung 4.12). Bei der Applikation von 300 uM Articain hingegen war kein
Unterschied in der Inhibition von HERG,; und HERGyesoa-Kanilen festzustellen.
Durch die Mutation F656A wurde die Inhibition durch Articain jedoch signifikant

reduziert.

Aufgrund der geringen Empfindlichkeit von HERGgssea-Kanilen wurden keine
kompletten Konzentrations-Wirkungskurven analysiert. Stattdessen wurde die

Inhibition der Mutante HERGggs64 im Vergleich zu HERG,, durch die verschiedenen
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Lokalanasthetika bei einer Konzentration von jeweils 1 mM untersucht (Abbildung
4.13). Bei allen Substanzen wurde die Inhibition durch die Mutation F656A reduziert.
Die Rangfolge der inhibitorischen Potenz Bupivacain>Ropivacain>Mepivacain blieb
jedoch erhalten. Allerdings wurde durch die Mutation F656A, wie auch schon durch

Y652A, die Stereoselektivitit der Inhibition durch Ropivacain umgekehrt.
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é 0.6 1 5 Abbildung 4.13: Inhibition von HERG,; und
2 HERGgygs6a. Vergleich der Inhibition von HERG,
£ 044 und HERGggs6a-Tail-Stromen durch 1 mM
Bupivacain, S Ropivacain, R- Ropivacain und
0.2 Mepivacain.
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Der Einfluss der Inhibition durch Bupivacain auf die Deaktivierungskinetik der
verschiedenen Kanile bei hoher extrazellulirer K'-Konzentration wurde detailliert
untersucht (Abbildung 4.14). Bei HERG,-Kanilen fiihrte die Inhibition durch 100 uM
Bupivacain zu einer Verlangsamung der Deaktivierung. Sowohl die schnelle als auch
die langsame Zeitkonstante waren nach Bupivacain-Applikation grofer als unter
Kontrollbedingungen. Bei den beiden Mutanten hingegen fiihrte die Inhibition durch
Bupivacain (100 uM bei HERGysgsza; 1 mM bei HERGggsea) zu einer schnelleren

Deaktivierung.
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Abbildung 4.14: Einfluss von Bupivacain auf die Kinetik der Deaktivierung.

Einfluss von 100 uM Bupivacain (bei wt und Y652A) bzw. 1 mM Bupivacain (bei F656A) auf die
schnelle (A) und langsame (B) Zeitkonstante der Deaktivierung von HERG,, HERGygsa- und
HERGggs6a-Kanilen. (n =5 fiir jedes Konstrukt; * p < 0.05; ** p < 0.01).
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4.1.3 Charakterisierung weiterer Mutanten in der S6-Region in Xenopus laevis

Oocyten

Um die Bindung von Lokalanisthetika an HERG-Kanéle genauer zu charakterisieren,
wurden weitere Mutationen in der Porenregion und in der S6-Doméne eingefiihrt. Dabei
wurden die Aminosdurereste T623, S624 und V625 nahe der Porenregion und G648 in
der S6-Region zu Alanin mutiert. Von diesen Aminosdureresten wurde in verschieden
Studien gezeigt, dass sie an der Bindung sogenannter ,,high affinity“-Blocker beteiligt
sind (Mitcheson et al., 2000a; Kamiya et al., 2001; Perry et al., 2004; Kamiya et al.,
2006). Es wird angenommen, dass diese Reste in den Hohlraum unterhalb des
Selektivitatsfilters (,,Cavity*) hineinragen. Es ist jedoch unklar, welche Rolle diese
Seitenketten bei der Interaktion von HERG-Kanilen mit weniger potenten Blockern wie
Lokalanisthetika spielen. Des Weiteren wurden die aromatischen Aminosiduren Y652
und F656 zu Threonin mutiert, um zu iiberpriifen, wie wichtig die Aromatizitit an
diesen Positionen fiir die Interaktion mit Bupivacain ist. Alle Untersuchung mit diesen
Mutanten wurden in Xenopus laevis Oocyten durchgefiihrt, da in diesem Messsystem
auch Mutanten mit geringer Expression gut analysiert werden konnen und léngere

Messprotokolle als in CHO-Zellen méglich sind.

Um die Effekte der Mutationen auf die pharmakologische Empfindlichkeit besser
einschitzen zu konnen, wurden diese Mutanten zuvor in ihrem Schaltverhalten
charakterisiert. Beispielhafte Stromantworten, die mit dem Aktivierungsprotokoll
hervor gerufen wurden, sind in Abbildung 4.15 zu sehen. Die Tail-Strome wurden bei —
120 mV analysiert, da einige Mutanten (T623A, V625A und F656A) nur sehr geringe
Auswirtsstrome zeigten.

Zwei der Mutanten, G648A und Y652T, zeigten eine sehr schlechte Expression mit
geringen Stromdichten unter Standardbedingung, so dass diese Mutanten bei einer
extrazelluliren Kaliumkonzentration von 20 mM untersucht wurden (Abbildung 4.15
B). Diese Konzentration wurde gewihlt, um grofere Einwirtsstrome bei negativen
Potentialen messen zu konnen. Andererseits sollte die Inhibition der HERG-Kanile, die,
wie in CHO-Zellen gezeigt, von der Kaliumkonzentration abhingig ist, nicht zu stark
beeinflusst werden. HERGy-Kanidle wurden unter diesen Bedingungen ebenfalls

analysiert, um die Effekte der Mutationen beurteilen zu kdnnen.
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Abbildung 4.15: Aktivierungsverhalten der verschiedenen HERG-Mutanten.
Beispielhafte Stromspuren, die mit dem Aktivierungsprotokoll bei 2 mM extrazelluldrem K* (A) und bei
20 mM extrazellulirem K* (B) hervorgerufen wurden. Die Tail-Stréme wurden bei —120 mV gemessen.

Die Mutanten S624A, Y652A und F656T waren in ihrem Schaltverhalten HERG-
Kanilen sehr @hnlich. Die GroB3e des maximalen Stroms am Ende der Depolarisation in
Abhidngigkeit vom Membranpotential zeigte den fiir HERG-Kanile typischen
glockenformigen Verlauf (Abbildung 4.16 A und B). Bei den Mutanten T623A und
V625A zeigte sich jedoch eine lineare Zunahme der Stromamplitude mit der
Membranspannung (Abbildung 4.16 A), die Einwirtsrektifizierung wurde durch diese
Mutationen aufgehoben. Bei der Mutante F656A waren die Auswirtsstrome so gering,
dass eine Analyse nicht moglich war. Bei 20 mM extrazelluldrem K™ war die Analyse
der Auswirtsstrome wegen der geringeren Amplitude schwieriger als bei 2 mM
extrazellulirem K*. Fiir HERG,,; war trotzdem ein glockenformiger Verlauf der
maximalen Amplitude zu erkennen (Abbildung 4.16 C). Dieses Verhalten war bei der
Mutante Y652T nicht so deutlich ausgeprégt. Einen vollkommen anderen Verlauf zeigt
die Mutante G648A. Diese Kanile waren auch bei negativen Membranpotentialen
kontinuierlich getffnet (Abbildung 4.16 C) und &hnelten in ihrem Verhalten

Leckkanilen.
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Die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung, die iiber die Amplituden der Tail-Strome
bei -120 mV bestimmt wurde, unterschied sich bei fast allen Mutanten signifikant vom
Wildtyp (Abbildung 4.16 D-F und Tabelle 4.2). Nur der V(s-Wert der Mutante Y652A
war nicht signifikant unterschiedlich. Bei den Mutanten T623A und S624A in der
Porenregion verschob sich der Aktivierungsmittelpunkt um etwa 8 mV bzw. 6 mV zu
positiveren Potentialen. Fiir alle anderen Mutanten wurde der Aktivierungsmittelpunkt
zu negativeren Potentialen verschoben. Die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung
beim Wildtyp wurde durch die extrazellulire K'-Konzentration nicht signifikant

verindert und betrug -9.4 + 3.3 mV bei 2 mM K" und -13.0 + 4.4 mV bei 20 mM K.
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Abbildung 4.16: Vergleichende Ubersicht iiber das Schaltverhalten der HERG-Mutanten.
Dargestellt sind die Spannungsabhingigkeit der maximalen Stromamplitude am Ende der
Depolarisationsphase des Aktivierungsprotokolls (A-C), die Spannungsabhingigkeit der normierten Tail-
Strome wihrend der Aktivierung (D-F) und der Inaktivierung (G-I) fiir Mutanten in der Poren-Region
(A,D,G), Mutanten der aromatischen Aminosiuren in S6 (B,E,H) und bei 20 mM extrazellulirem K*
(C,E,I). Die Spannungsabhiingigkeit der Aktivierung und der Inaktivierung wurden mit Boltzmann-
Funktionen gefittet; die Werte sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
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Deutlichere Unterschiede waren beim Inaktivierungsverhalten zu finden (Abbildung
4.16 G-I, Tabelle 4.2). Beispielhafte Stromspuren, die mit dem Inaktivierungsprotokoll
hervorgerufen wurden, sind in Abbildung 4.17 dargestellt. Die Mutante V625A zeigte
iiberhaupt keine Inaktivierung (Abbildung 4.15 A). Die Mutante T623A, die wie
V625A keine Einwirtsrektifizierung zeigte, inaktivierte hingegen spannungsabhéngig
(Abbildung 4.17 A). Der Inaktivierungsmittelpunkt war im Vergleich zum Wildtyp um
ca. 28 mV zu negativeren Potentialen hin verschoben. Am stirksten ausgeprigt war die
Verschiebung der Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung bei der Mutante F656A, die
schon in CHO-Zellen untersucht wurde. Die Mutante Y652A fiihrte als einzige zu einer
Verschiebung des Inaktivierungsmittelpunktes zu positiveren Potentialen. Diese
Ergebnisse bestitigten die Messungen in CHO-Zellen.

Nur bei der Mutante Y652T kam es zu keiner signifikanten Verdnderung der

Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung; alle anderen Mutationen verschoben die

Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung zu negativeren Potentialen.

Pulsprotokoll:

+40 mV J—/
MV goomv | |
2s 30ms 05s

po—

B 20mmk

wit G648A Y652T

l‘, JZuA

\ 20 ms
)

Abbildung 4.17: Inaktivierungsverhalten der verschiedenen HERG-Mutanten.
Ausschnitte aus Stromspuren, die mit dem Inaktivierungsprotokoll bei 2 mM extrazellulirem K* (A) und
bei 20 mM extrazellulirem K* (B) hervorgerufen wurden

JZuA

20 ms
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In 20 mM extrazellulirem K (Abbildung 4.16 I, Abbildung 4.17 B) war die
Inaktivierung von HERG,, im Vergleich zu den Messungen mit der Standard-L&ésung
deutlich zu negativeren Potentialen verschoben (Vos=-29.2+ 11.0 mV bei 2mM K"

und Vo5 =-69.8 £2.2 mV bei 20 mM K*).

Aktivierung (Tail -120mV) Inaktivierung

Vo5 [mV] k [mV] n Vo5 [mV] k [mV] n
Wildtyp -9.4+33 8.8+0.9 7 -292+11.0 -175%15 5
Wildtyp (20 mM K*)| -13.0 +4.4 95+0.7 8 -69.8+x22* -247+1.0*
T623A -1.2+1.5* 8309 8 57449 17.7+24
S624A -3.3+25* 10.7+06* 6 | -46.0t66* -228+23* 9
V625A -16.9+28*™ 10.2x0.2* 10 keine Inaktivierung
G648A (20 MM K')| -226+3.1* 13.7+1.3* 11| -821+3.7* -26.9+4.8 6
Y652A -72+4.0 10.1£1.3* 9 | -140+109* -21.8+x15* 6
Y652T (20 MM K') | -23.4 +3.0 ** 88+04" 8 -67.5+1.8 -19.2+x1.7* 7
F656A -16.2x1.2* 92+04 5 -952+55* -194+24 8
F656T -18.3+34 ™ 9.7+04" 6 -478+50* -221+29*™ 7

Tabelle 4.2: Parameter der Boltzmann-Fits der Aktivierung und der Inaktivierung der
verschiedenen HERG-Mutanten.

Vos: Spannung der halbmaximalen Aktivierung/Inaktivierung; k: Steigungsfaktor; n: Anzahl der
Experimente;  t-Test vs. Wildtyp (bei G648A und Y652T vs. Wildtyp bei 20 mM K*): * p <0.05; **
p<0.001
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4.1.4 Untersuchung der Bupivacain-Empfindlichkeit von weiteren HERG-

Mutanten in Xenopus laevis Qocyten

Um die Inhibition der HERG-Mutanten durch Bupivacain beurteilen zu kénnen, wurde
zundchst die Sensitivitit von HERGy.-Kanilen analysiert. Dazu wurden drei
verschiedene Pulsprotokolle verwendet: das Rampenprotokoll, welches ein kardiales
Aktionspotential simuliert, und aullerdem zwei Rechteckpulse auf 0 mV mit Tail-
Potentialen bei -40 mV und bei -120 mV. In Abbildung 4.18 A sind exemplarische
Stromspuren, die mit diesen Protokollen hervorgerufen wurden, unter

Kontrollbedingungen und nach Einwasch von 300 uM Bupivacain dargestellt.

l it -40MV' eontrolle 1
Itesi l
e [ A T
300pM 0.8
/ Bupivacain N c : &
- = N iua S 08 RY SN
A T S— = s
} 1s g !
£ 04 1 e
v ~— Rampe
Kontrolle i . A b, OmV
300pM - 0.2 A A |y -40mV
Bupivacain $ 1y -120mv - |, -120mV
/ 0 T
e 2 A Pulsprotokolle: 100 101 102 103 104
T " oss " ooy O Bupivacain-Konzentration [M]
-80 mv s 15 -BOmY  -BOmV s {5 B0 mY
Rampe 1s 120 mv
B0 mv -80 mv

Abbildung 4.18: Inhibition von HERG-Kanélen durch Bupivacain in Xenopus laevis Oocyten.

(A) Exemplarische Stromantworten von HERG,,-Kanilen auf einen Rechteck-Puls auf 0 mV (Ii.s) mit
Tail-Potentialen bei —40 mV (I;;-40mV) und bei —120 mV (I,;-120mV) sowie auf das Rampen-Protokoll
unter Kontrollbedingungen und nach Einwasch von 300 uM Bupivacain. (B) Konzentrations-Wirkungs-
Kurve fiir die Bupivacain-Inhibition der verschiedenen Protokolle (n = 6-7 pro Datenpunkt).

Die mit diesen drei Protokollen ermittelten Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden
mit Hill-Funktionen beschrieben (Abbildung 4.18 B und Tabelle 4.3). Die Kurven und
die ICso-Werte fiir die Inhibition wihrend des Rampen-Protokolls und wihrend des
Tail-Stroms bei -40 mV unterschieden sich kaum. Am geringsten war die Inhibition der

einwdrtsgerichteten Tail-Strome bei -120 mV.

Rampe lest OMV b -40mV i -120mV
I1C50 [UM] 305+29 124 +1.5 246+23 132+£21.5
Hill 0.72 £ 0.06 0.48 £0.03 0.61 £ 0.04 0.40 £ 0.04
n 33 33 33 33

Tabelle 4.3: Parameter der Hill-Fits der Inhibition von HERG,-Kaniilen fiir die verschiedenen
Protokolle.
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Um die Bupivacain-Empfindlichkeit der HERG-Mutanten zu analysieren, wurde eine
Konzentration von 300 uM Bupivacain gewihlt, die etwa dem 10-fachen des ICsy-
Wertes entspricht.

Bei den Mutanten S624A, Y652A und F656T, die ein relativ normales Schaltverhalten
zeigten, wurde wie bei HERGy, die Wirkung von Bupivacain auf die drei verschiedenen
Protokolle untersucht (Abbildung 4.19 A). HERGggssr-Kanile zeigten bei allen drei
Protokollen nur eine sehr geringe Inhibition durch 300 uM Bupivacain (Rampe:
35% £3.3%; lai-40 mV: 2.3% £3.2%; l.i-120mV; 2.1% + 1.6%; n=6). Die
Wirkung auf HERGgg4a- und HERGyes2a-Kanidle war gegeniiber der Wirkung auf
HERG,-Kanile signifikant reduziert. Wie bei HERG,-Kanilen war die Inhibition
durch Bupivacain beim Rampen-Protokoll und bei der Depolarisation auf -40 mV sehr
dhnlich; die Inhibition der Einwértsstrome bei -120 mV durch Bupivacain war geringer

(Abbildung 4.19 A, Abbildung 4.20 A und B).
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Abbildung 4.19: Inhibition von Wildtyp- und mutierten HERG-Kanélen durch 300 pM Bupivacain.
(A) Beispiele fiir Stromantworten auf das Rampen-Protokoll (linke Spalte) und einen Rechteck-Puls auf
0mV mit Tail-Potentialen bei -40 mV (mittlere Spalte) und bei -120 mV (rechte Spalte) unter
Kontrollbedingungen und nach Einwasch von 300 uM Bupivacain. (B) Stromantworten auf einen
Rechteck-Puls mit einem Tail-Potential von -120 mV unter Kontrollbedingungen und nach Einwasch von
300 uM Bupivacain. (C) Strome bei einem Rechteck-Puls mit einem Tail-Potential von -120 mV
gemessen bei 20 mM extrazellulirem K™ unter Kontrollbedingungen und nach Einwasch von 300 uM
Bupivacain.

Bei den Mutanten T623A und V625A waren die Auswirtsstrome wihrend des Rampen-
Protokolls und bei Depolarisation auf 0 mV sehr gering, so dass nur die Inhibition

wihrend einer Depolarisation auf +40 mV und wihrend des Tails bei -120 mV
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analysiert wurde (Abbildung 4.19 B, Abbildung 4.20 C und D). Die beiden Mutanten
waren deutlich weniger empfindlich fiir Bupivacain als der Wildtyp.

Die Inhibition der Mutanten G648A und Y652T durch Bupivacain wurde, wie auch das
Schaltverhalten, bei einer K*-Konzentration von 20 mM analysiert. Dabei wurde nur ein
Rechteckpuls mit einer Depolarisation auf 0 mV verwendet, die Tail-Stréme wurden bei
-120 mV gemessen. Zum Vergleich wurde die Inhibition von HERG,-Kanilen
ebenfalls unter diesen Bedingungen gemessen (Abbildung 4.19 C, Abbildung 4.20 C
und D). Die Inhibition von HERGy-Kanilen durch 300 uM Bupivacain wurde bei
-120 mV  nicht signifikant durch die Erhohung der extrazelluldren Kalium-
Konzentration beeinflusst (2 mM K*: 62.1% + 12.0%, 20 mM K*: 57.7% + 7.2%) die
Inhibition wihrend der Depolarisation auf OmV hingegen schon 2mM K™
84.2% + 3.1%, 20 mM K*: 76.2% + 4.8%). Beide Mutanten waren weniger empfindlich
fiir die inhibierende Wirkung von Bupivacain als der Wildtyp.

A Rampen-Protokoll B Rechteck-Puls: OmV -40mV
wiayo [ Wildtyp [N, — L
T6234 | n.u. (mit dom Protokoll nicht mogiich) "2 | o
VB25A | n.u. V625A ..

GB48A | N.U. GB48A  n.u.
ves2a |GG vos2/ I
v6s2T | n.u. Y6527 | n.u.
FE56A | n.u. FO56A n.u.
0 0.2 0j4 06 08 1.0 6 0.2 Dj4 0..6 oia 1.'0
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Abbildung 4.20: Auswertung der Inhibition der verschiedenen Mutanten durch 300 pM
Bupivacain. Reststrom unter Einfluss von 300puM Bupivacain  (Igupivacain/Ikontrone) ~ fiir — das
Rampenprotokoll (A), fiir einen Rechteckpuls mit Tail-Potential von —40 mV (B) und fiir einen
Rechteckpuls mit Tail-Potential von -120 mV (C und D). Analysiert wurde der maximale Strom wihrend
des Rampenprotokolls (A), am Ende der Depolarisation auf 0 mV (I.) (B und D) und der Extremwert
wihrend des Tails (I,;) (C und D).
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Den stirksten Einfluss auf die Inhibition durch Bupivacain hatten Mutationen der
aromatischen Aminosiurereste F656 und Y652. Dabei spielt das Offnungsverhalten des
Kanals offenbar eine untergeordnete Rolle, da sich die beiden Mutanten F656A und
F656T im Schaltverhalten stark unterschieden, die Inhibition durch Bupivacain aber
dhnlich gering war.

Anhand der Messdaten wurde auBBerdem die Entwicklung des Blocks (;,onset of block*)
analysiert. Dazu wurde fiir jeden Zeitpunkt der Depolarisation der Strom nach
Applikation von Bupivacain durch den Strom unter Kontrollbedingungen dividiert

(Ipupi/Tkon) und gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 4.21).
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Abbildung 4.21: Zeitabhéngigkeit des Blocks (,,onset of block*) fiir HERG,,; und Mutanten.
Beispielhafter Verlauf des ,onset of block®. Der Strom unter Bupivacain-Einfluss wurde fiir jeden
Zeitpunkt durch den Strom unter Kontrollbedingungen geteilt (Igypi/Ikon)-

Fiir HERG,, war eine exponentielle Zunahme des Blocks mit der Zeit zu erkennen. Zur

Beschreibung des Verlaufs wurden zwei Zeitkonstanten verwendet (Abbildung 4.22).
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Nur die langsame Zeitkonstante wurde durch die extrazelluldre Kaliumkonzentration
beeinflusst, die schnelle Zeitkonstante verdnderte sich nicht signifikant zwischen den

Messungen mit 2 mM K* (ND80) und 20 mM K.
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Abbildung 4.22: Zeitkonstanten des ,,0onset of block* fiir die untersuchten HERG-Kanile.

Der zeitliche Verlauf der Zunahme des Blocks wurde mit einer exponentiellen Funktion mit ein oder zwei
Zeitkonstanten beschrieben (T,,;). Fiir alle Mutanten unterschieden sich die schnellen Zeitkonstanten
(Tonser 1) signifikant von HERG,,, unter den gleich Bedingungen (n = 3-7).

(n.b.: nicht bestimmt; n.s.: nicht signifikant unterschiedlich im t-Test (p > 0.05); * p <0.05)

Der ,,onset of block* wurde durch die Mutation S624A signifikant verlangsamt. Bei den
Mutationen der aromatischen Aminosauren Y652A, Y652T und F656T und bei T623A
zeigte sich nach einer anfinglichen Zunahme des Blocks eine Erholung vom Block, die
bei HERGyes,4 am stérksten ausgepriagt war. Die Auswirtsstrome der Mutante F6S6A
waren zu gering, als dass eine Analyse des ,,onsets* moglich gewesen wire. Die
Zeitkonstanten fiir die Erholung vom Block fiir die Mutanten T623A, Y652A, Y652T
und F656T waren nicht signifikant unterschiedlich und betrugen zwischen

319 + 147 ms fiir Y652A und 522 + 187 ms fiir T623A.
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4.1.5 Untersuchung der Bupivacain-Empfindlichkeit von EAG-Kandilen

EAG-Kanile sind strukturell sehr nahe verwandt mit HERG-Kanilen, zeichnen sich
aber durch eine fehlende C-Typ-Inaktivierung aus (Bauer & Schwarz 2001). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Wirkung von Bupivacain auf EAG1-Kanile der Ratte

untersucht, um sie mit der Bupivacain-Wirkung auf HERG-Kanile zu vergleichen.
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Abbildung 4.23: Inhibition von rEAG1-Kanilen durch 300 uM Bupivacain.

(A) Beispielhafte Strome durch rEAGI1-Kanile, hervorgerufen mit einem Aktivierungsprotokoll, wurden
reversibel durch 300 uM Bupivacain inhibiert. (B) Abhéngigkeit des maximalen Stroms vom
Membranpotential und Inhibition durch Bupivacain (300 uM). Alle Werte wurden auf
Kontrollbedingungen normiert. (C) Die maximale Leitfihigkeit wurde aus dem maximalen Strom
berechnet und gegen die Membranspannung aufgetragen. Die Kurven wurden mit einer Boltzmann-
Funktion beschrieben. (D) Spannungsabhiingigkeit der Inhibition.

Das Aktivierungsprotokoll rief bei EAG-Kandlen einen schnell aktivierenden, nicht
inaktivierenden Strom hervor. Die Applikation von 300 uM Bupivacain fiihrte zu einer
deutlichen Reduktion der Stromamplitude, ohne die Form der Stromantwort zu
verdndern (Abbildung 4.23 A). Die Inhibition war vollstindig reversibel. Zur weiteren
Analyse wurde der maximale Strom wihrend der Depolarisation auf die entsprechende
Kontrolle normiert und gegen die Spannung aufgetragen (Abbildung 4.23 B; n = 6). Aus
den Maximalamplituden wurden die entsprechenden Leitfihigkeiten berechnet. Die
Spannungsabhingigkeit der Leitfdhigkeit lie sich sowohl unter Kontrollbedingungen
als auch unter Bupivacain-Einfluss sehr gut mit einer Boltzmann-Funktion beschreiben.
Die Applikation von Bupivacain (300 uM) fiihrte zu einer Verschiebung des
Aktivierungsmittelpunktes zu negativeren Potentialen (Abbildung 4.23 C; n=6;



4 Ergebnisse 63

Kontrolle: Vos5=152+44mV, k=16.1+3.0mV; 300 uM Bupivacain: V(s5=-
83+3.1mV, k=10.8 +0.3 mV; Auswasch: Vo5=12.8+3.0mV, k=184+3.7mV;
t-Test Kontrolle vs. Bupivacain: p = 4-10°°; Kontrolle vs. Auswasch: p = 0.04).

Um die Spannungsabhiingigkeit der Inhibition zu analysieren, wurde fiir jedes Potential
der Quotient aus dem Strom unter Bupivacain-Einfluss und dem Strom unter
Kontrollbedingungen gebildet (Abbildung 4.23 D). Die Inhibition von EAG-Kanélen
durch Bupivacain war deutlich spannungsabhingig fiir Membranpotentiale zwischen
-10 mV und +60 mV.

Wegen der Spannungsabhingigkeit der Inhibition wurde die
Konzentrationsabhingigkeit der Inhibition von EAG-Kanilen durch Bupivacain bei
zwei verschiedenen Potentialen, 0 mV und +40 mV, untersucht: (Abbildung 4.24 A und
B). Ein Potential von OmV wurde gewihlt, weil die Inhibition von HERG-Kanilen bei
diesem Potential analysiert wurde. Da die EAG-Kanile bei 0 mV jedoch noch nicht
vollstdandig aktiviert sind, wurde die Inhibition zusitzlich bei +40 mV, einem Potential

im Plateaubereich der Aktivierungskurve, analysiert.
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Abbildung 4.24: Konzentrationsabhéingigkeit der Inhibition von EAG-Kaniilen durch Bupivacain.
Reprisentative Stromantworten von EAG-Kanilen bei Depolarisation auf 0 mV (A) und auf +40 mV (B)
unter Kontrollbedingungen, nach Applikation verschiedener Bupivacain-Konzentrationen und nach
Auswasch der Substanz. (C) Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die Inhibition von EAG-Kanilen
durch Bupivacain bei 0 mV und +40 mV.

Die Konzentrationsabhingigkeit der Inhibition fiir beide Potentiale wurde mit einer
Hill-Funktion gefittet (Abbildung 4.24 C). Bei Depolarisation auf +40 mV waren EAG-
Kanile deutlich empfindlicher fiir die Wirkung von Bupivacain als bei Depolarisation
auf OmV (OmV: ICs50=576+127uM, h=0.71+£0.14, n=56; +40mV:
IC50 =140 £36 uM, h =0.91 £ 0.23, n = 43).
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass EAG-Kanile deutlich weniger empfindlich fiir
die inhibierende Wirkung von Bupivacain waren als HERG-Kanile, im Gegensatz zu

diesen aber eine ausgeprigte Spannungsabhingigkeit der Inhibition zeigten..
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4.2 Untersuchung der LQT1-Mutation KCNQ1 4344v

Die Mutation KCNQI 344y wurde bei einer LQTI1-Familie in Frankreich entdeckt
(Donger et al., 1997). Diese Position in KCNQI1 entspricht der Position F656 in HERG.
Da die Mutation F656A in HERG-Kanilen zu einer deutlichen Reduktion der
Lokalanidsthetika-Empfindlichkeit fiihrte, war eine Vermutung zu Beginn dieser Arbeit,
dass die Mutation von Alanin zu der hydrophoberen Aminosdure Valin eine Zunahme
der Sensitivitiat fiir Lokalandsthetika bewirken konnte. KCNQI1y-Kanile sind im
Gegensatz zu HERG-Kanilen relativ unempfindlich gegeniiber der Inhibition durch

Lokalanisthetika (Lipka et al., 1998).

4.2.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der LQT1 Mutante KCNQI1 4344v

Da die Mutation KCNQIa344v bislang noch nicht elektrophysiologisch untersucht
worden war, war eine Charakterisierung der biophysikalischen Eigenschaften
notwendig, um die pharmakologischen Eigenschaften dieser Mutante besser einschétzen
zu konnen. Die Charakterisierung wurde sowohl in Xenopus laevis Oocyten als auch in

CHO-Zellen durchgefiihrt.

4.2.1.1 Expression in Xenopus laevis OQocyten

Die Mutante KCNQI1 a344v fiihrte bei Expression in Xenopus Oocyten zu gut messbaren
Stromen. Im Gegensatz zu KCNQI,; zeigte sich bei KCNQIlassy eine
spannungsabhingige Inaktivierung (Abbildung 4.25 A und B, obere Reihe). Die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung unterschied sich nicht zwischen KCNQ1,,; und
KCNQI1 a344v (Abbildung 4.25 C; Tabelle 4.4). Durch die Co-Expression mit KCNEI1
verlangsamte sich die Kinetik der Aktivierung sowohl bei KCNQIly, als auch bei
KCNQI 344y (Abbildung 4.25 A und B, untere Reihe). AuBerdem wurde die
Inaktivierung von KCNQ1 z344v aufgehoben.

Die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung verschob sich durch die Co-Expression mit
KCNE1 zu positiveren Membranpotentialen. Dieser Effekt war bei der Mutante
KCNQI1 344y deutlich stirker ausgeprédgt, so dass sich eine Verschiebung des
Aktivierungsmittelpunktes um 30+17mV zwischen KCNQI/KCNE1 und
KCNQIa344v/KCNE1  ergab  (Abbildung 4.25 C). Die Parameter der
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung sind in Tabelle 4.4 (Seite 68)

zusammengefasst.
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Abbildung 4.25: Expression von KCNQ1,,, und KCNQ1 4344y in Xenopus laevis Oocyten
Reprisentative Stromspuren der Aktivierung von KCNQI,, (A) und KCNQ1 344y (B) bei alleiniger
Expression (obere Reihe) und bei Co-Expression mit KCNEI (untere Reihe). (C) die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung wurde mit einer Boltzmann-Funktion gefittet.

Die Kinetik der Aktivierung von KCNQI1/KCNEI-Kanalkomplexen wurde detailliert
untersucht. Der Zeitverlauf der Aktivierung wurde mit einer monoexponentiellen
Funktion angenihert. Die Zeitkonstanten waren sowohl fiir KCNQ1,,/KCNE]1 als auch
fir KCNQI1a344v/KCNEI spannungsabhingig (Abbildung 4.26 A). Dabei wurde die
Aktivierung durch die Mutation A344V signifikant verlangsamt. Diese Verlangsamung
lasst sich nicht allein durch die Verschiebung der Spannungsabhingigkeit der
Aktivierung erkldaren, da der Unterschied auch noch signifikant war, wenn diese

Verschiebung einbezogen wurde.
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Abbildung 4.26: Analyse der Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik von KCNQ1-Kanélen in
QOocyten. (A) Spannungsabhingigkeit der Zeitkonstanten der Aktivierung von KCNQI/KCNEI-
Kanalkomplexen. (B) Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung von KCNQ1 s344y. (C) Zeitabhidngigkeit
der Erholung aus der Inaktivierung von KCNQI a344v-Kanilen. Das kleine Bild zeigt das verwendete
Recovery-Protokoll und eine exemplarische Stromantwort auf dieses Protokoll.

Die Zeitabhidngigkeit der Inaktivierung von KCNQ1 344y lieB sich ebenfalls mit einer
exponentiellen Funktion beschreiben. Dazu war bei Membranpotentialen von +10 bis

+30 mV eine Zeitkonstante ausreichend, bei Membranpotentialen ab +40 mV waren
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jedoch zwei Zeitkonstanten notig, um den Inaktivierungsverlauf hinreichend genau zu
beschreiben (Abbildung 4.26 B). Beide Zeitkonstanten waren spannungsabhingig.
KCNQI1 a344v-Kanidle erholten sich zeitabhingig aus der Inaktivierung. Zur Analyse
wurde ein Recovery-Protokoll mit unterschiedlich langen Interpulsdauern verwendet
(Abbildung 4.26 C). Der zeitliche Verlauf der Erholung aus der Inaktivierung liefl sich
mit einer biexponentiellen Funktion beschreiben (tyec | = 45 £ 8 ms; Trec2 =4.7 £ 0.5 ).
Die Deaktivierung von KCNQI1-Kandlen und von KCNQI1/KCNEI1-Kanalkomplexen
wurde - nach Aktivierung der Kanile durch Depolarisation auf +60 mV - bei Tail-
Potentialen von -120 mV bis -100 mV analysiert (Abbildung 4.27). Nur fiir KCNQ1 -
Kanile waren die Deaktivierungszeitkonstanten spannungsabhingig. Durch die
Mutation A344V wurde die Deaktivierung von KCNQI-Kandlen signifikant
verlangsamt. Bei KCNQI/KCNEI1-Kanalkomplexen war jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen Wildtyp und A344V festzustellen.
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Abbildung 4.27: Deaktivierung von KCNQ1-Kanélen und KCNQ1/KCNE1-Kanalkomplexen.
Ausschnitte aus Stromspuren hervorgerufen mit dem Deaktivierungsprotokoll in KCNQ1,,-Kanilen (A),
KCNQI1 s344v-Kandlen (B), KCNQI,/KCNEIl-Kanalkomplexen (C) und KCNQI4344v/KCNEI-
Kanalkomplexen (D). (E) Spannungsabhingigkeit der Deaktivierungszeitkonstanten (n=5-26 pro
Datenpunkt).

Um die heterozygote Situation im LQTS-Patienten zu simulieren, wurden KCNQ1,
und KCNQ1 344y im Verhiltnis 1:1 mit und ohne KCNEI in Xenopus laevis Oocyten

exprimiert.
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Abbildung 4.28: Co-Expression von KCNQ1,,; und KCNQ1 4344y

Stromantworten auf das Aktivierungsprotokoll in KCNQ1,/KCNQ1 s344v-Heteromultimeren ohne (A)
und mit KCNE1 (B). Die Leitfahigkeits-Spannungsbeziehung wurde mit einer Boltzmann-Funktion
gefittet (C). Die Fits fiir die Aktivierung der homomeren Kanile ohne und mit KCNE1 (+E1) sind zum
Vergleich ebenfalls dargestellt.

Die Co-Expression von KCNQIly und KCNQIa34y ohne KCNEI1 fiihrte beim
Aktivierungsprotokoll zu einer spannungsabhingigen Inaktivierung, die auch bei
homomeren KCNQ1 s344v-Kanilen beobachtet wurde (Abbildung 4.28 A). Durch die
Co-Expression mit KCNE1 wurde die Aktivierung deutlich verlangsamt und eine
Inaktivierung war nicht mehr festzustellen (Abbildung 4.28 B). Die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung von KCNQI,/KCNQI1 a344v-Heteromeren
unterschied sich nicht von der der Aktivierung der homomeren KCNQI,-Kanile
(Abbildung 4.28 C; Tabelle 4.4). Bei Co-Expression von KCNQ1,/KCNQ1 o344y mit
KCNE1 war jedoch eine deutliche Verschiebung des Aktivierungsmittelpunktes zu
positiveren Potentialen festzustellen. Der V,s-Wert fiir die Aktivierung von
KCNQI1/KCNQI1 a344v/KCNE1-Komplexen lag in der Mitte zwischen den Werten fiir
KCNQ1/KCNEI und KCNQ1344v/KCNEI (Abbildung 4.28 C; Tabelle 4.4).

wit A344V wt/A344V
-KCNE1 +KCNET1 -KCNE1 +KCNE1 -KCNE1 +KCNET1
Vo5 [mV] -256+36 271190 -232+29 573148 -269+4.0 38.6%3.8
p Vo5 (t-Test vs. wt) - - <0.05 <0.001 >0.05 <0.05
k[mV] 11.2+13 151+21 132+20 196+36 109+12 152+17
Gmax [UA] 2.8+1.7 33+1.7 22+13 24+14 15+091 1.6+0.88
n 14 16 27 22 5 5

Tabelle 4.4: Parameter fiir den Boltzmann-Fit der Aktivierung von KCNQ1-Kanélen in Xenopus
Oocyten.
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4.2.1.2 Expression in CHO-Zellen

Um zu iberpriifen, wie sich die Mutation KCNQI 344y auswirkt, wenn sie in
Sédugerzellen exprimiert wird, wurde eine Charakterisierung dieser Mutante ebenfalls in
CHO-Zellen durchgefiihrt. Auch in diesem System fiihrt die Mutation A344V bei
Expression der KCNQI1-Homomere zu einer spannungsabhingigen Inaktivierung, die
bei KCNQI1y, nicht auftrat (Abbildung 4.29 A und B, obere Reihe). Die Co-Expression
mit KCNEI1 fiihrt zu einer Verlangsamung der Aktivierung, zur Aufhebung der
Inaktivierung von KCNQ1 a344v und zu einer Zunahme der Stromdichte (Abbildung 4.29
A und B, untere Reihe). Da die Stromamplituden der KCNQI1-Homomere in CHO-
Zellen meist sehr gering waren, wurden die pharmakologischen Experimente

ausschlieBlich mit KCNQ1/KCNEI1-Heteromeren durchgefiihrt.
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Abbildung 4.29: Expression von KCNQ1,,, und KCNQ1 4344y in CHO-Zellen.

Reprisentative Stromspuren der Aktivierung von KCNQI1,, (A) und KCNQIl 344y (B) bei alleiniger
Expression (obere Reihe) und bei Co-Expression mit KCNE1 (untere Reihe). (C) Die
Spannungsabhiingigkeit der Aktivierung von KCNQI1/KCNE1-Kanalkomplexen wurde mit -einer
Boltzmann-Funktion gefittet.

Wie in Xenopus laevis Oocyten fiihrte die Mutation A344V auch in CHO-Zellen zu
einer deutlichen Verschiebung der Spannungsabhidngigkeit der Aktivierung zu
positiveren Potentialen (Abbildung 4.29 C). Die Differenz zwischen den Werten fiir
KCNQI1/KCNEI und KCNQI1A344v/KCNEI1 betrug 39 +£ 13 mV. Die Parameter der

Boltzmann-Kurven sind in Tabelle 4.5 zu finden.
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wt A344V
Vos [mV] 22£9.0 37.2+8.8
p Vos (Wt-A344V) - <0.001
k [mV] 11.7+3.2 16.3 £3.0
Gimax [NA] 2.7 +0.81 2.6 +0.45
n 24 20

Tabelle 4.5: Parameter fiir den Boltzmann-Fit der Aktivierung von KCNQI1/KCNEI1-
Kanalkomplexen in CHO-Zellen.

Auch fiir die Experimente in CHO-Zellen wurde die Aktivierungskinetik von
KCNQI/KCNEI1-Kanalkomplexen und die Inaktivierungskinetik von KCNQI 344y
nidher analysiert. Die Aktivierung der KCNQI/KCNEIl-Kanalkomplexe war
spannungsabhingig und wurde durch die Mutation A344V signifikant verlangsamt
(Abbildung 4.30 A). Die Aktivierung verlief jedoch fiir Wildtyp-Kandle und fiir

mutierte Kanéle in CHO-Zellen schneller als in Xenopus Oocyten.
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Abbildung 4.30: Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik von KCNQ1-Kanélen in CHO-Zellen.

(A) Spannungsabhingigkeit der Zeitkonstanten der Aktivierung von KCNQ1/KCNE1-Kanalkomplexen
(n =4-8 pro Datenpunkt). (B) Spannungsabhiingigkeit der Inaktivierung von KCNQI1 344y (n =7-10 pro
Datenpunkt).

Die Inaktivierung von KCNQIa344v-Homomeren wurde ebenfalls mit einer
exponentiellen Funktion beschrieben und war spannungsabhiingig (Abbildung 4.30 B).
Im Gegensatz zur Inaktivierung von KCNQI1 344y in Xenopus Oocyten liel sich die
Inaktivierung in CHO-Zellen fiir bei allen Potentialen gut mit nur einer Zeitkonstante
beschreiben; diese lag in der GroBenordnung der schnellen Inaktivierungszeitkonstanten
der Messungen in Xenopus laevis Oocyten. Aufgrund der deutlich kleineren Strome und
des damit verbundenen schlechteren Signal/Rausch-Verhéltnisses lief sich die langsame

Zeitkonstante in diesem System moglicherweise nicht auflosen.
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4.2.2 Lokalandsthetika-Empfindlichkeit von KCNQ1,,; und KCNQI s344v

In dieser Arbeit wurde auBerdem der Einfluss der Mutation KCNQI 344y auf die
Inhibition von KCNQI-Kanidlen durch Bupivacain und die strukturverwandten
Substanzen Ropivacain und Mepivacain untersucht. Dazu wurden KCNQI,; und
KCNQI1 a344v ohne und mit KCNEI1 in Xenopus laevis Oocyten exprimiert. Um den
Einfluss des Expressionssystems zu {iiberpriifen, wurde auch die Wirkung von

Bupivacain auf KCNQ1/KCNE1-Kanalkomplexe in CHO-Zellen untersucht.

4.2.2.1 Expression in Xenopus laevis OQocyten

Wegen der Unterschiede im Aktivierungsverhalten der Kanile wurden verschiedene
Protokolle verwendet, um die Sensitivitit von KCNQ1-Kanélen fiir Lokalanisthetika in
Xenopus laevis Oocyten zu untersuchen: KCNQI1 - und KCNQI1 a344v-Kanidle wurden
durch einen 3 s-Puls auf +60 mV aktiviert, fiir KCNQI1,/KCNEI wurde ein 5 s-Puls auf
+60 mV und fiir KCNQ1344v/KCNEI ein 5 s-Puls auf +80 mV angewendet. Sowohl
KCNQly- und KCNQIlasgv-Kanidle als auch KCNQI1,/KCNE1- und
KCNQI1 a344v/KCNE1-Kanalkomplexe wurden durch Applikation von Bupivacain
inhibiert (Abbildung 4.31 A und B).
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Abbildung 4.31: Inhibition von KCNQ1-Kanilen und KCNQ1/KCNE1-Kanalkomplexen durch
Bupivacain in Xenopus laevis Oocyten.

(A) Inhibition von KCNQI1,,- und KCNQ1 s344v-Kanidlen durch 100 uM Bupivacain. (B) Inhibition von
KCNQI1/KCNE1- und KCNQI4344v/KCNE1-Kanalkomplexen durch 1mM Bupivacain. (C)
Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die Inhibitionen der verschiedenen Kanile ohne (-E1) und mit
KCNEI1 (+E1) durch Bupivacain.

Die Konzentrationsabhingigkeit der Inhibition wurde mit einer Hill-Funktion
beschrieben (Abbildung 4.31 C, Tabelle 4.6). Dabei waren KCNQI a344v-Kanile
deutlich empfindlicher als KCNQI1,-Kanile. Der 1Csp-Wert fiir die Inhibition von
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KCNQI1y-Kanélen durch Bupivacain war 17-mal groBer als der fiir die Inhibition von

KCNQ 1 A344V—Kanéilen.

wt A344V

-KCNET1 +KCNET1 -KCNE1 +KCNET

ICso [UM] 1078 + 194 2431+582 | 622+12.8 110+£9.3
p ICsp (Wi-A344V) - - <0.001 <0.001
Hill 0.70+0.10 0.80+0.17 | 0.63+0.08 0.63 +0.05
n 23 20 32 24

Tabelle 4.6: Parameter der Hill-Fits fiir die Inhibition von KCNQ1-Kaniillen und KCNQ1/KCNE]1-
Kanalkomplexen durch Bupivacain in Xenopus laevis Oocyten.

Bei Co-Expression mit KCNEI waren sowohl Wildtyp-Kanile als auch mutierte
KCNQ1-Kanile weniger empfindlich fiir die Wirkung von Bupivacain (Abbildung 4.31
C, Tabelle 4.6). Bei KCNQI; wurde die Empfindlichkeit um den Faktor 0.4 reduziert,
bei KCNQ1 4344y um den Faktor 0.6. Das Verhiltnis der ICso-Werte von Wildtyp und
Mutante bei Co-Expression mit KCNE1 betrug 22, und verédnderte sich damit kaum
gegeniiber dem Wert bei Expression ohne KCNEI1.

Die Spannungsabhingigkeit der Inhibition wurde bei einer Konzentration von 1 mM
Bupivacain fir KCNQIl-Kanidle und bei einer Konzentration von 100 uM bei
KCNQ1 p344v-Kanilen und KCNQI1 p344v/KCNE1-Kanalkomplexen untersucht
(Abbildung 4.32 A-C). Wegen der geringen Empfindlichkeit wurde die
Spannungsabhingigkeit der Inhibition von KCNQI1,/KCNE1-Kanalkomplexen nicht
analysiert. Bei den drei untersuchten Kanilen zeigte sich keine Spannungsabhéngigkeit
der Inhibition bei Membranpotentialen zwischen -30 mV und +100 mV (Abbildung
4.32 D). Auch die Aktivierungsmittelpunkte wurden durch die Wirkung von Bupivacain
nicht signifikant verdndert (Werte unter Bupivacain-Einfluss: KCNQIly: Vos=-
233+2.0mV, n=3, p>0.05; KCNQlassay Vos5=-264+32mV, n=7, p>0.05;
KCNQ1 A344v/KCNE1 V5 =+54.8 £ 5.0 mV, n =5, p > 0.05).
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Abbildung 4.32: Spannungsabhiingigkeit der Bupivacain-Inhibition von KCNQ1 und
KCNQ1/KCNEL. Beispielhafte Stromspuren fiir die Aktivierung von KCNQIl,, (A),
KCNQI1az44v (B) und KCNQI1344y/KCNE1 (C) unter Kontrollbedingungen und unter Einfluss von
Bupivacain (1 mM bei A, 100 uM bei B und C). (D) Spannungsabhingigkeit der Inhibition.

Nachdem gezeigt wurde, dass die Mutation KCNQ1 s344y zu einer erhohten Sensitivitit
der Kanile fiir Bupivacain fiihrte, wurde als nichstes iiberpriift, ob dies auch fiir die
strukturverwandten Substanzen Ropivacain und Mepivacain zutrifft. Da Ropivacain
klinisch nur als S-Enantiomer verwendet wird und auch nur dieses Enantiomer in
ausreichenden Mengen zu Verfiigung stand, wurde fiir die folgenden Versuche S-
Ropivacain verwendet. Mepivacain hingegen wurde, wie auch Bupivacain als Racemat
verwendet. Fiir die Inhibition von KCNQ1 a344v-Kanilen und KCNQ1 s344v/KCNE1-
Kanalkomplexen durch Ropivacain und Mepivacain wurden vollstindige
Konzentrations-Wirkungs-Kurven analysiert, die mit Hill-Funktionen beschrieben
wurden (Abbildung 4.33 A, Tabelle 4.7). Wegen ihrer geringen Empfindlichkeit wurden
fir KCNQI1y-Kanidle und KCNQI1,/KCNEI-Kanalkomplexe keine Konzentrations-
Wirkungs-Kurven ermittelt. Stattdessen wurde die Wirkung von jeweils 1 mM der
verschiedene Lokalanésthetika auf diese Kanédle untersucht und mit der Wirkung auf

KCNQI1 a344v-Kanéle verglichen (Abbildung 4.33 B).
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Abbildung 4.33: Inhibition von KCNQ1-Kanélen durch Ropivacain und Mepivacain.

(A) Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir die Inhibition von KCNQI344y-Kandlen (-E1) und
KCNQ1 A344v/KCNE1-Kanalkomplexen (+E1) durch S-Ropivacain (Ropi) und Mepivacain (Mepi). (B)
Inhibition der verschiedenen Kanile durch 1 mM des jeweiligen Lokalanisthetikums.

Bupivacain S-Ropivacain Mepivacain
-KCNE1 -KCNE1 +KCNET1 +KCNE1 -KCNE1 +KCNET1
ICs0 [uM] 622+128 110+9.3 99+ 14 158 + 14 711 +61 1764 £213
Hill 0.63+0.08 0.63+0.05 | 0.76+0.08 0.62+0.04 | 1.00+0.09 0.60£0.06
n 32 24 33 24 23 22

Tabelle 4.7: Parameter der Hill-Fits fiir die Inhibition von KCNQ14344v- und KCNQ1 34v/KCNEI1-
Kanilen durch S-Ropivacain und Mepivacain. Werte fiir Bupivacain sind zum Vergleich
aufgenommen.

Es war eine generelle Tendenz einer Abnahme der inhibitorischen Potenz mit
abnehmender Lipophilie des Lokalanésthetikums zu erkennen, wobei die Unterschiede
nicht immer signifikant waren. So war die Inhibition von KCNQ1 s344v-Kanilen und
KCNQI1a344v/KCNE1-Kanalkomplexen durch 1 mM Bupivacain oder 1 mM
Ropivacain nicht signifikant unterschiedlich. Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven fiir
Bupivacain und Ropivacain unterschieden sich bei KCNQI s344v-Kaniélen signifikant,
nicht jedoch bei KCNQI344v/KCNE1-Kanalkomplexen. Die Werte fiir Mepivacain
waren bei diesen hingegen signifikant unterschiedlich von den Werten fiir Ropivacain.
Bei KCNQI1-Kanilen unterschied sich die Wirkung von 1 mM Bupivacain und 1 mM
Ropivacain nicht signifikant, jedoch die Wirkung von 1 mM Ropivacain und 1 mM
Mepivacain. Bei der Inhibition von KCNQI,/KCNEIl-Kanalkomplexen war die
Situation umgekehrt: Die Inhibition durch 1 mM Bupivacain und 1 mM Ropivacain war
signifikant unterschiedlich, die durch 1 mM Ropivacain und 1 mM Mepivacain nicht.

Dies kann weitgehend damit begriindet werden, dass keine kompletten Konzentrations-
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Wirkungs-Kurven verglichen wurden, sondern nur Werte bei einer Konzentration, die
am oberen bzw. unteren Ende der Kurve lagen. Fiir alle untersuchten Lokalanésthetika
wurde die Sensitivitit der KCNQ1-Kanile durch die Mutation KCNQ1 a344v erhoht.

Um zu testen, ob der Effekt der Mutation KCNQI1a344y auf die pharmakologische
Sensitivitdt dominant ist, wurden KCNQ1,,- und KCNQI1 s344v-Kanile im Verhiltnis
1:1 ohne und mit KCNEI1 exprimiert und die Wirkung von Bupivacain auf diese
heteromeren Kanile untersucht. Fiir diese Experimente wurde eine Konzentration von
100 uM Bupivacain gewihlt, die im Bereich der ICso-Werte fiir die Inhibition von
KCNQI1 p344v-Kanidlen und KCNQI1 z344v/KCNE1-Kanalkomplexen lag. Beispielhafte
Stromspuren unter Kontrollbedingungen und nach Applikation von Bupivacain sind in
Abbildung 4.34 A zu sehen. Einen Vergleich der Inhibition der verschiedenen
homomeren und heteromeren Kanéle durch 100 uM Bupivacain zeigt Abbildung 4.34

B.
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Abbildung 4.34: Inhibition der heteromeren KCNQI1,/KCNQ1,34yv-Kanile durch 100 uM
Bupivacain. (A) Strom durch KCNQI1,/KCNQI1 s344v-Kandle und KCNQI1,,/KCNQI1 p344v/KCNE1-
Kanalkomplexe unter Kontrollbedingungen und nach Einwasch von 100 uM Bupivacain. (B) Inhibition
der verschiedene homomeren und heteromeren Kanile durch 100 uM Bupivacain.

KCNQI1/KCNQI1 a344v-Heteromere waren deutlich empfindlicher fiir die inhibierende
Wirkung von Bupivacain als KCNQIy.-Homomere, jedoch nicht so empfindlich wie
KCNQI1 p344v-Homomere. Die Co-Expression mit KCNEI1 hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die Inhibition von KCNQI s344v/KCNEI-Heteromeren durch Bupivacain.
Bei der Inhibition der Kanalkomplexe mit KCNE1 gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen KCNQ1/KCNQI1a344v/KCNE1 und KCNQ14344v/KCNE1, die
Inhibition war deutlich groBer als die von KCNQI1,,/KCNE1-Kanilen. Der Effekt der

Mutation auf die pharmakologische Sensitivitdt war also dominant.
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4.2.2.2 Expression in CHO-Zellen
In CHO-Zellen wurde die Wirkung von Bupivacain nur auf KCNQI/KCNEI-

Kanalkomplexe untersucht, weil die Strome durch die homomeren KCNQ1-Kanile zu
gering waren.

Sowohl KCNQI,/KCNEI1- als auch KCNQI a344v/KCNEI-Kanalkomplexe wurden
durch Bupivacain reversibel und konzentrationsabhingig inhibiert (Abbildung 4.35 A).
Dabei wurde die Empfindlichkeit des Kanalkomplexes fiir Bupivacain durch die

Mutation KCNQ1 a344v deutlich erhoht.

A B T e E .
~® A344V+E1 . ®
Kontrolle / 0.8 S
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Bupivacain -§
100 M € 041
oo Lo 20
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0+ ‘ ; ; .
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Bupivacain-Konzentration [uM]

Abbildung 4.35: Inhibition von KCNQ1,,; und KCNQ1 4344y durch Bupivacain in CHO-Zellen.

(A) Beispielhafte Stromspuren von KCNQ1,,/KCNE1- und KCNQ1 a344v/KCNE1-Kanalkomplexen unter
Kontrollbedingungen, nach Applikation von 100 uM Bupivacain und nach Auswasch der Substanz. (B)
Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden mit Hill-Funktionen beschrieben.

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden mit Hill-Funktionen beschrieben
(Abbildung 4.35 B und Tabelle 4.8). Der ICsp-Wert fiir die Inhibition durch Bupivacain
wurde durch die Mutation A344V um den Faktor 18 reduziert. Das Verhiltnis der
Inhibition von Wildtyp- und mutierten Kanidlen war also &dhnlich wie bei den
Untersuchungen in Xenopus laevis Oocyten. Sowohl KCNQI1,/KCNEI- als auch
KCNQI1 a344v/KCNE1-Kanalkomplexe waren in CHO-Zellen deutlich empfindlicher fiir
die Wirkung von Bupivacain als in Xenopus laevis Oocyten. KCNQ1,,/KCNE1-Kanile
waren 3.6-mal empfindlicher, KCNQ1 z344v/KCNE1-Kanile 2.9-mal.
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wt A344V
ICso [UM] 66730 37624
p [Csy (Wt vs. A344V) - <0.001
Hill 1.01 £0.05 0.91£0.05
n 17 26

Tabelle 4.8: Parameter der Hill-Fits fiir die Inhibition von KCNQ1/KCNE1-Kanalkomplexen
durch Bupivacain in CHO-Zellen.

4.2.3 Simulation der Ergebnisse in einem Modell fiir kardiale Aktionspotentiale

Die Verschiebung des Aktivierungsmittelpunktes zu positiveren Potentialen hin konnte
den pathophysiologischen Mechanismus der Mutation KCNQIa344y erkldren. Um
abzuschitzen, wie sich diese Verschiebung der Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung
auf das Herzaktionspotential auswirkt, wurde diese Verschiebung in einer modifizierten
Form des Luo-Rudy-Modells fiir Kardiomyocyten des Meerschweinchens simuliert
(siehe 3.4.1). Die Verschiebung der Spannungsabhidngigkeit von Ixs um 15 mV,
entsprechend der heterozygoten Situation bei betroffenen Patienten, fithrte zu einer
Verlidngerung des Aktionspotentials (Abbildung 4.36 A). Diese Verldngerung war in
endokardialen Zellen (41 ms bzw. 19%) deutlich stirker ausgeprigt als in epikardialen
(0.2 ms bzw. 0.1%). In midmyokardialen Zellen traten sog. frithe Nachdepolarisationen
(,,early afterdepolarization EAD) auf. AuBlerdem erfolgte hier keine Repolarisation
wihrend der Dauer eines normalen Aktionspotentials. Die Dispersion, also der
Unterschied in der Aktionspotentialdauer (APD) der verschiedenen Schichten, war bei
der Simulation der heterozygoten Situation grofer als unter Standardbedingungen. Die
Differenz der ADP zwischen Endokard und Epikard nahm von 26 ms auf 66 ms zu.

Die Effekte von 3 uM und 30 uM Bupivacain auf das Aktionspotential sind in
Abbildung 4.36 B und C dargestellt. Unter Standardbedingungen (wt, Abbildung 4.36
B) kam es durch 3 uM Bupivacain nur in midmyokardialen Schichten zu einer
Verldngerung des Aktionspotentials um 46 ms bzw. 16%. 30 uM Bupivacain fiihrten
hingegen in epikardialen und endokardialen Schichten zu einer Verldngerung der APD
um 16 ms bzw. um 24 ms (8% bzw. 12%). In der Simulation der midmyokardialen

Zellen fiihrte diese Bupivacain-Konzentration zu EADs.
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Abbildung 4.36: Simulation kardialer Aktionspotentiale mit dem Luo-Rudy-Modell.

Die Effekte der Mutation KCNQI1 o344y auf ein kardiales Aktionspotential (A) und die Wirkung von 3 uM
bzw. 30 uM Bupivacain auf ein Aktionspotential unter Standardbedingungen (B) und bei Annahme der
heterozygoten Situation bei LQT Patienten (C) wurden fiir epikardiale (obere Reihe), midmyokardiale
(mittlere Reihe) und endokardiale (untere Reihe) Schichten des Herzens simuliert.

Unter Annahme der heterozygoten Situation bei einem LQTI1-Patienten mit der
Mutation KCNQ1 a344v (Wt/A344V, Abbildung 4.36 C) hatten bereits 3 uM Bupivacain
starke Auswirkungen auf das Aktionspotential. In epikardialen und in endokardialen
Schichten des Herzens kam es zu einer Verlidngerung des Aktionspotentials um 43 ms
bzw. um 24 ms, dies entspricht einer Verlingerung um 23% bzw. um 10%. In
midmyokardialen Schichten kam es zusitzlich zu EADs und zu einer unvollstdndigen
Repolarisation. 30 uM Bupivacain fiihrten in epikardialen Schichten zu einer weiteren
Verldngerung des Aktionspotentials um 103 ms oder 56%. In midmyokardialen und
endokardialen Schichten kam es bei dieser Konzentration zu EADs, wobei in

midmyokardialen Zellen keine vollstdndige Repolarisation mehr stattfand.
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4.3 KCNQ1 Alanin-Scan

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Alanin-Scan der Porenregion von
KCNQI1 durchgefiihrt. Dazu wurden alle Aminosduren im Bereich der S5- und der S6-
Helix sowie der dazwischen liegenden Linker-Region zu Alanin mutiert. Eine
Ausnahme bildeten dabei einige aromatische Aminosdurereste, die bereits im Rahmen
eines Tryptophan-Scans zu Alanin mutiert worden waren und die ebenfalls im Institut
fiir neurale Signalverarbeitung untersucht wurden. Aminoséuren, die in KCNQI1 bereits
Alanin sind, wurden nicht mutiert.

Die Alanin-Mutanten wurden in Xenopus laevis Oocyten mit Hilfe der Two-Electrode-
Voltage-Clamp-Methode untersucht. Zur Analyse der Effekte der Alanin-Mutationen
wurden verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt. Zuerst wurde iiberpriift, ob die
Mutation zu Alanin die Funktionalitit des Kanals beeintrdchtigt, d.h. ob Strome
messbar waren. Im Folgenden wurde analysiert, ob die Spannungsabhingigkeit der
Aktivierung und die relative Rubidium-Leitfihigkeit durch die Alanin-Mutationen
beeinflusst werden. Dazu wurde ein Aktivierungsprotokoll verwendet. Die Dauer der
Depolarisation und des ,,Tails* wurde variiert, um bei allen Mutanten eine vollstindige
Aktivierung und Deaktivierung zu gewihrleisten. Als extrazelluldre Losungen wurden
ND80, 20 mM KCI und 140 mM KCI verwendet. In ND8O betrug das Tail-Potential
-60 mV, in 20 mM KCI -120 mV; das Haltepotential war -100 mV. Bei symmetrischem
Kalium (140 mM KCl) wurden die Oocyten bei O mV gehalten, weil bei diesem
Potential kein Strom fliet. AuBerdem wurden die Leitfdhigkeiten fiir Kalium und
Rubidium verglichen. Dazu wurden nach Aktivierung der Kanéle durch Depolarisation
auf +40 mV Tail-Strome bei -120 mV in 100 mM K* bzw. 100 mM Rb" gemessen
(Losungen siehe 3.5.3.2).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 72 Alanin-Mutanten untersucht, 23 in der
S5-Helix, 21 im Linker-Bereich zwischen S5 und S6, 22 in der S6-Helix und fiinf in der
Region C-terminal von S6. Der untersuchte Bereich umfasst 100 Aminosduren von
H258 bis Q357. Die nicht untersuchten Aminosiduren liegen in der Porenregion des
Linkers zwischen S5 und S6, die den Selektivititsfilter enthilt (neun Aminosidurereste).
AuBerdem gibt es in dem untersuchten Bereich neun Alanin-Reste, die nicht verdndert
wurden. Zehn aromatische Aminosdurereste wurden bereits im Rahmen eines
Tryptophan-Scans zu Alanin mutiert und daher im Rahmen dieser Arbeit nicht

analysiert.
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Von den 72 untersuchten Alanin-Mutationen fiihrten 51 zu funktionellen Kanilen, deren
Aktivierungsverhalten und Rb*-Leitfihigkeit detailliert untersucht wurden.

Zur Darstellung der Ergebnisse der Messungen wurden die Mutationen, die zu
bestimmten Effekten fiithrten, im Modell der Kristallstruktur des Kaliumkanals Kv1.2

modelliert.

4.3.1 Mutanten ohne funktionelle Expression

Von den untersuchten Mutationen fithrten 21 zu nicht funktionellen Kanélen, die auch
bei Untersuchung mit 100 mM extrazelluldrem K* keinen messbaren Strom zeigten. Die
Mutationen, die zu nicht funktionellen Kanilen fithren, wurden in der Kristallstruktur
der S5- und S6-Helix von Kvl.2 modelliert (Abbildung 4.37). Viele dieser
Aminosdurereste befinden sich im oberen Bereich des Kanals. Die linke Abbildung
zeigt das Innere der Pore. Die Hilfte der Mutationen, die zu keinen funktionellen
Kanilen fiihrten, befinden sich im Linker-Bereich zwischen S5 und S6. Von den
insgesamt 22 untersuchten Mutanten in diesem Bereich waren elf ohne messbaren
Strom. AuBlerdem ist aus Abbildung 4.37 zu erkennen, dass einige der Mutationen im
Bereich der Kontaktstellen zwischen den einzelnen Untereinheiten liegen. Diese
Mutationen konnten daher die korrekte Zusammenlagerung der Untereinheiten storen.
Da die Expression dieser Mutanten nicht iiberpriift wurde, 14sst sich nicht sagen, ob der
fehlende Strom auf eine veridnderte Kanalfunktion oder auf eine fehlerhafte Faltung und

damit auf eine Storung des Transports der Kanile zur Membran zuriickzufiihren ist.

E284 T322

G316 D317

1328

P343

1346

Abbildung 4.37: Mutanten, die keine funktionellen Kaniile bilden.

Modell der S5 und S6-Helix der Kv1.2-Kristallstruktur, in dem die Aminosdurereste, deren Mutation zu
Alanin in KCNQI1 zu nicht funktionellen Kanilen fiihrte, orange markiert sind. Es sind nur drei der vier
Monomere dargestellt, in der linken Abbildung ist dadurch die innere Porenstruktur sichtbar. Die
extrazelluldre Seite weist nach oben.
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4.3.2 Einfluss auf die Spannungsabhdingigkeit der Aktivierung

Beispielhafte Stromspuren fiir die Aktivierung von KCNQI-Kandlen unter den

verschiedenen Messbedingungen sind in Abbildung 4.38 A-C dargestellt.

A B 20 mM KCI C 140 mM KClI
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0.8 Abbildung 4.38: Aktivierung von KOCNQI,,.
Beispielhafte Stromspuren fiir die Aktivierung von
g€ 0.6 KCNQI1,-Kandlen gemessen in ND 80 (A),
© o~ ND 80 20 mM KCI-Losung (B) und 140 mM KCI-Losung
O 04- —8— 20 mMKCl (C). Die jeweils verwendeten Pulsprotokolle sind
~O— 140 MM KCI unterhalb der Stromspuren dargestellt. (D) Die
0.2 Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung, bestimmt
aus den maximalen Amplituden der Tail-Strome,
04 ¥ : ; . . . . _ . .
150 100 80 A 20 100 wurde mit einer Boltzmann-Funktion beschrieben.

Membranpotential [mV]

Die normierten Tail-Strome wurden mit Boltzmann-Funktionen beschrieben (Abbildung
4.38 D). Die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung unterschied sich zwischen den
Messungen mit ND8O als extrazelluldrer Losung oder der extrazelluldren Losung mit
20 mM KCI kaum; bei Verwendung von 140 mM KCl war die Spannungsabhéngigkeit

der Aktivierung hingegen zu negativeren Potentialen verschoben.
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Abbildung 4.39: Aktivierung von KCNQ1-Mutanten im Vergleich zu KCNQ1,;.
Strom-Spannungs-Beziehung der Aktivierung ausgewihlter KCNQI-Mutanten sowie KCNQI,,
gemessen in 20 mM KCI (A) und 140 mM KCI (B).
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Abbildung 4.39 zeigt die Strom-Spannungs-Beziehungen fiir einige ausgewdhlte

KCNQI-Mutanten, die einen besonders groen Effekt auf die Spannungsabhéngigkeit

der Aktivierung hatten, im Vergleich zu KCNQ1 .

Die Ergebnisse der Messung der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung fiir alle

untersuchten Mutanten sind in Tabelle 4.9 zusammengefasst.

-ZFVy5 =AGyp AAGy Mess-
n Vos [mV] AVos [mV] z [kcal/mol] [kcal/mol] I6sung
wt 25 -22.7+1.0 - 2.30+0.05 -1.21+£0.06 - ND 80
wt 16 -24.3+1.3 - 2.95+0.09 -1.66+0.11 - 20 mM
wi 3 -40.2%1.7 - 2.54+0.18 -2.37+0.27 - 140 mM
S5-Helix
H258A kein Strom
R259A 5 28.9+1.5 53.2+2.0 1.54+0.04 1.02+0.03 2.7+0.11 20 mM
Q260A 6 -19.1x1.6 21.1+2.3 1.72+0.05 -0.75+£0.05 1.6+0.28 140 mM
E261A 9 -29.2+0.7 -49+15 2.85+0.06 -1.92+0.06 -0.3+0.13 20 mM
L262A 4 -18.4%2.0 59+2.4 1.77+0.04 -0.75+£0.10 0.9%0.15 20 mM
[263A 10 -17.7+0.8 6.6+1.5 3.37+0.26 -1.40+£0.14 0.3+0.18 20 mM
T264A 5 -55.7%1.1 -15.4+2.0 1.98+0.06 -2.53+0.06 -0.2+0.28 140 mM
T265A 4  -549+1.1 -14.7+21 1.53+0.08 -1.94+0.12 0.4+0.30 140 mM
L266A 7 -20.9%0.3 3.5+1.3 2.56+0.18 -1.23+£0.10 0.4+0.15 20 mM
Y267A 5 -30.6+2.8 -7.9+3.0 1.58+0.11 -1.14+0.19 0.1+0.20 ND 80
I268A 4 -32.8+3.1 -8.5+3.4 1.52+0.07 -1.15+£0.10 0.5%0.15 20 mM
G269A 6 -42.0+2.3 -1.7+29 2.02+0.09 -1.97+£0.19 0.4+0.33 140 mM
F270A nicht untersucht
L271A 4 -7.9%0.9 16.4+1.6 1.42+0.06 -0.26+0.03 1.4%0.11 20 mM
G272A 4 -26.4+0.6 -2.0+x1.4 3.03+0.14 -1.84+£0.08 -0.2+£0.13 20 mM
L273A kein Strom
[274A 4  -441+0.8 -3.9%1.9 2.87+0.08 -2.92+0.10 -0.6+£0.29 140 mM
F275A 4  -25.3+1.1 -25+15 2.02+0.07 -1.18+0.09 0.0£0.11 ND 80
S276A 5 -18.8+2.1 55+2.5 3.23+0.23 -1.42+0.21 0.2+0.24 20 mM
S277A 5 -31.9%0.9 -7.6%+1.6 2.55+0.12 -1.87+0.11 -0.2+0.15 20 mM
Y278A 6 10.7+1.4 33.5+1.8 1.19+£0.09 0.29+0.04 1.5+0.07 ND 80
F279A 6 -26.3%0.7 -3.6%1.2 2.54+0.07 -1.55+0.08 -0.3+0.10 ND 80
V280A kein Strom
Y281A nicht untersucht
L282A 5 -34.2%0.9 6.1£2.0 2.72+0.24 -2.13+£0.15 0.2+0.31 140 mM
A283 -
Linker-Bereich
E284A kein Strom
K285A 5 -34.1%1.7 -9.8+2.2 1.75+0.08 -1.39+0.14 0.3+0.18 20 mM
D286A kein Strom
A287 -
V288A 4 -23.9+2.6 0.4+29 1.88+0.06 -1.03+£0.10 0.6+0.15 20 mM
N289A 5 -24.3+0.6 0.0+1.4 1.94+0.03 -1.08+0.04 0.6+0.11 20 mM
E290A 5 -22.2+14 21+1.9 3.00+0.29 -1.52+£0.12 0.1+£0.17 20 mM
S291A 4 -243+1.4 0.0+1.9 4.13+0.31 -2.33+0.27 -0.7+0.29 20 mM
G292A kein Strom
R293A 5 -21.1+0.7 3.2+1.5 2.31+0.01 -1.13+0.04 0.5+0.12 20 mM
V294A 5 -25.8+0.8 -1.5£15 2.27+0.06 -1.35+£0.04 0.3+0.12 20 mM
E295A 5 -21.4%09 29+1.6 3.06+0.17 -1.51+£0.10 0.1+0.15 20 mM
F296A nicht untersucht
G297A 4 -20.3+3.4 4.0+3.6 2.73+0.23 -1.33+£0.32 0.3+0.33 20 mM
S298A kein Strom
Y299A nicht untersucht
A300 -
D301A kein Strom
A302 -
L303A kein Strom
W304A nicht untersucht
W305A nicht untersucht
G306A kein Strom
V307A kein Strom
V308A kein Strom
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-ZFVy5 =AGyp AAGy Mess-
n Vos [mV] AVos [mV] z [kcal/mol] [kcal/mol] Iésung
wt 25 -22.7+1.0 - 2.30+0.05 -1.21+£0.06 - ND 80
wt 16 -24.3+1.3 - 2.95+0.09 -1.66+0.11 - 20 mM
wt 3 -40.2%1.7 - 2.54+0.18 -2.37+£0.27 - 140 mM
T309A kein Strom
V310A 7 -26.1+1.9 -1.8%2.3 1.46+0.06 -0.87+£0.07 0.8+0.13 20 mM
T311A kein Strom
T312A 3 -33.2+0.89 71+£1.9 1.94+0.13 -1.48+0.07 0.9+0.28 140 mM
I313A nicht untersucht
G314A nicht untersucht
Y315A nicht untersucht
G316A kein Strom
D317A kein Strom
K318A kein Strom
V319A kein Strom
P320A kein Strom
S6-Helix
Q321A 4 -22.3+0.8 2.0+1.5 3.27+0.13 -1.68+£0.05 0.0%0.12 20 mM
T322A kein Strom
W323A nicht untersucht
V324A 7 -275+1.8 -3.1+2.3 2.78+0.13 -1.75+0.14 -0.1+0.18 20 mM
G325A kein Strom
K326A kein Strom
T327A 5 -27.8%0.5 -3.5+1.4 2.87+0.06 -1.85+0.06 -0.2+0.13 20 mM
I328A kein Strom
A329 -
S330A 4 -29.0 0.6 -47+15 2.81+0.07 -1.88+0.08 -0.2+0.13 20 mM
C331A 4 -31.5 0.7 -7.2+x1.5 2.88+0.09 -2.10+£0.11 -0.4+0.15 20 mM
F332A nicht untersucht
S333A 4 -21.9%0.8 24+1.5 3.41+0.20 -1.73+£0.16 -0.1£0.20 20 mM
V334A kein Strom
F335A nicht untersucht
A336 -
I337A 4 -22.2+0.5 2114 1.99+0.04 -1.02+0.01 0.6+0.11 20 mM
S338A 6 3.8+1.5 28.1+2.0 1.49+0.05 0.13+0.05 1.8+0.12 20 mM
F339A nicht untersucht
F340A nicht untersucht
A341 - 20 mM
L342A 3 -74.3%+0.8 -34.0+1.9 2.56+0.10 -4.39+0.14 -2.0+£0.31 140 mM
P343A kein Strom
A344 -
G345A 4  43.7t2A1 -3.5+25 1.71+0.04 -1.72+£0.12 0.6+0.30 140 mM
I346A kein Strom
L347A 4 36.0+4.9 60.3+5.0 1.33+£0.14 1.06+0.07 2.7%+0.13 20 mM
G348A 5 -37.0+2.0 -12.7+2.4 1.58+0.08 -1.35+0.12 0.3+0.16 20 mM
S349A 4 -9.7+14 30.5+1.9 2.34+0.13 -0.53+£0.10 1.8+0.29 140 mM
G350A 7 3.2+0.5 27.5+1.4 2.06+0.05 0.15+0.02 1.8+0.11 ND 80
F351A 6 27.0+1.2 51.3+1.8 2.40+0.06 1.49+0.06 3.1+0.12 20 mM
A352 -
C-Terminus
L353A 5 -55.3%1.1 -15.1+£1.7 1.80+0.07 -2.29+0.07 0.1+0.28 140 mM
K354A 4 -8.9+0.7 155+1.5 1.93+0.08 -0.39+0.03 1.3%+0.11 20 mM
V355A 4  -35.3+3.0 -11.0£3.3 1.83+0.04 -1.50+£0.15 0.2+0.19 20 mM
Q356A 5 -245+1.0 -0.2+1.6 2.51+0.05 -1.42+0.08 0.2+0.13 20 mM
Q357A 6 -16.4t2.1 7925 2.00+0.07 -0.77+£0.12 0.9+0.16 20 mM

Tabelle 4.9: Zusammenfassung des Aktivierungsverhaltens der untersuchten Alanin-Mutanten.

Die Werte fiir die Spannung der halbmaximalen Aktivierung Vs und fiir z wurden aus den Boltzmann-
Fits der Aktivierungskurven ermittelt. Daraus wurde die Differenz der Gibbs-Energie zwischen offenem
und geschlossenen Zustand AG, berechnet. AuBlerdem wurde der Effekt der Mutationen auf die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung (AV,s) und auf die Gibbs-Energie (AAG,) berechnet. In der
letzten Spalte ist die jeweils verwendete Messlosung angegeben. Alle Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler dargestellt; n bezeichnet die Anzahl der Experimente.



4 Ergebnisse 84

Der groBte Teil der analysierten Alanin-Mutationen (34 bzw. 67%) hatte keinen oder
nur geringen Einfluss auf das Aktivierungsverhalten der KCNQI1-Kanidle. Die
Verschiebung der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung durch die Alanin-Mutanten
(AVys) ist in Abbildung 4.40 vergleichend dargestellt. Der Einfluss auf die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung wurde als gering eingestuft, wenn die
Differenz der Vys-Werte zwischen KCNQI1,,; und der Mutante (AV(5) vom Betrag
kleiner als 10 mV war (Abbildung 4.40, diinne Linien).
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Abbildung 4.40: Einfluss der Alanin-Mutationen auf die Spannungsabhiingigkeit der Aktivierung.
Dargestellt ist die Differenz der V,s-Werte von KCNQI1,, und der jeweiligen Mutante (AV,s) als
Mittelwert + Standardfehler. Bei Werten von AV, 5 vom Betrag kleiner als 10 mV wurde der Einfluss der
Mutation auf die Spannungsabhiingigkeit als gering eingestuft. Die Alanin-Mutanten S298A bis T309A
und I313A bis P320A, die keinen messbaren Strom zeigten bzw. nicht untersucht wurden (sieche Tabelle
4.9) sind in diesem Diagramm nicht enthalten.

Bei 17 der untersuchten Alanin-Mutanten fand eine deutliche Verschiebung der
Spannungsabhingigkeit statt, wobei eine Verschiebung von V(s zu positiveren
Potentialen hédufiger war als eine Verschiebung zu negativeren Potentialen. Besonders
grofe Effekte auf die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung wurden am Anfang von
S5 und am Ende von S6 gemessen. Diese Bereiche entsprechen dem cytoplasmatischen
Ende der S5- bzw. S6-Helix. Auch bei der Modellierung dieser Ergebnisse im Modell
von Kvl.2 (Abbildung 4.41 und Abbildung 4.42) wird deutlich, dass die meisten
Aminosdurereste mit Einfluss auf die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung in der
unteren Hilfte des Kanals liegen. Eine Ausnahme bildet dabei die Mutation K285A am
Beginn der Linker-Region zwischen S5 und S6 im extrazelluldren Bereich des Kanals,

die zu einer Verschiebung von V5 zu negativern Potentialen fiihrte.
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Abbildung 4.41: Mutanten mit Verschiebung von Vs zu positiveren Potentialen.

Modell der S5 und S6-Helix der Kv1.2-Kristallstruktur, in der die Aminoséiurereste, deren Mutation zu
Alanin in KCNQI1 eine Verschiebung des Aktivierungsmittelpunktes zu positiveren Potentialen
verursachte, rot markiert sind. Es sind nur drei der vier Monomere dargestellt, in der linken Abbildung ist
dadurch die innere Porenstruktur sichtbar. Die extrazellulidre Seite weist nach oben.

Abbildung 4.42: Mutanten mit Verschiebung von V5 zu negativeren Potentialen.

Im Modell der S5 und S6-Helix der Kv1.2-Kristallstruktur wurden die Aminosiurereste, deren Mutation
zu Alanin in KCNQI1 zu einer Verschiebung des Aktivierungsmittelpunktes zu negativeren Potentialen
fiihrte, blau markiert. Es sind nur drei der vier Monomere dargestellt, in der linken Abbildung ist dadurch
die innere Porenstruktur sichtbar. Die extrazelluldre Seite weist nach oben.

Aus den Parametern Vs und z des Boltzmann-Fits wurden Werte fiir die Gibbs-Energie
des Offnungsvorganges AGy berechnet (siche Methoden). Die Ergebnisse sind ebenfalls
in Tabelle 4.9 zu finden. Die Veridnderung der Gibbs-Energie durch die Mutationen
(AAGy) ist in Abbildung 4.43 dargestellt. Eine Verdnderung von AG, wurde
angenommen, wenn AAG, grofer als 1.2 kcal/mol bzw. kleiner als —1.2 kcal/mol war.
Es zeigte sich, dass alle Mutationen, die zu einer deutlichen Verschiebung von Vg5 zu
positiveren Potentialen fiihrten, auch eine Verschiebung von AGq zu positiveren Werten
verursachten. Sehr negative AAGy-Werte waren hingegen nicht bei allen Mutationen mit

einem negativen AV s zu finden, sondern nur bei L342A.



4 Ergebnisse 86

0 Hﬁﬂﬂ?ﬁmﬂﬁ DQ

AAG, [keal/mol]

.rgj i A DDC-.D ol DH I DHH j&.ﬁ.ﬂ

!

S5-Helix Linker S6-Helix

Abbildung 4.43: Einfluss der Alanin-Mutationen auf die freie Energie der Aktivierung.

Dargestellt ist die Differenz der AGy-Werte von KCNQI,, und der jeweiligen Mutante (AAG) als
Mittelwert + Standardfehler. Bei Werten grofer als 1.2 kcal/mol bzw. kleiner als -1.2 kcal/mol (diinne
Linien) wurde ein Effekt der Mutation auf die Gibbs-Energie der Aktivierung angenommen. Die Alanin-
Mutanten S298A bis T309A und I313A bis P320A, die keinen messbaren Strom zeigten bzw. nicht
untersucht wurden (siehe Tabelle 4.9) sind in diesem Diagramm nicht enthalten.

4.3.3 Mutationen mit spannungsabhdngiger Inaktivierung
Bei acht Alanin-Mutanten zeigte sich beim Aktivierungsprotokoll im Gegensatz zu
KCNQIly: eine spannungsabhingige Inaktivierung mit unterschiedlich starker

Ausprigung. Beispielhafte Stromspuren sind in Abbildung 4.44 dargestellt.

Q260A E261A* T264A I268A *
=
5s
G269A V355A

2 pA

5s

__|2pA
2s

Abbildung 4.44: Stromspuren der Mutanten, die eine spannungsabhéngige Inaktivierung zeigten.
Beispielhafte Stromspuren der Aktivierung fiir die Alanin-Mutanten, die eine spannungsabhingige
Inaktivierung zeigten. Die Strome wurde mit 20 mM extrazellulirem K* bzw. ND80 (Mutanten mit *)
aufgenommen, das Tail-Potential betrug —120 mV bzw. -60 mV (Mutanten mit *).

Die Positionen der acht Aminosdurereste, die bei Mutation zu Alanin zu einer
spannungsabhingigen Inaktivierung fiihrten, wurden im Modell das Kvl1.2 Kanals

dunkelrot dargestellt (Abbildung 4.45). Dabei fillt auf, dass diese Aminosduren alle in
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der unteren Hilfte des Kanals liegen. Dabei weisen einige Reste in die Offnung der Pore
hinein (V310, G345), wihrend andere in Richtung der Membran zeigen (Q260, E261,
T264, 1268)

V310
G269

T264

V355

Abbildung 4.45: Mutanten mit makroskopischer spannungsabhiingiger Inaktivierung.

Die Aminoséurereste, die bei Mutation zu Alanin zu einer spannungsabhingigen Inaktivierung fiihrten,
wurden in der Kv1.2-Kristallstruktur dunkelrot markiert. Es sind nur drei der vier Monomere dargestellt,
in der linken Abbildung ist dadurch die innere Porenstruktur sichtbar. Die extrazellulire Seite weist nach
oben.

Zusitzlich zu den hier untersuchten Mutanten wurde eine dhnliche spannungsabhéngige
Inaktivierung fiir die Mutanten F339A und F340A, die im Rahmen des Tryptophan-
Scans untersucht wurden, beschrieben. Von diesen Resten wird ebenfalls angenommen,

dass sie in die Pore von KCNQ1 hineinragen.
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4.3.4 Untersuchung der relativen Rb*/K*-Leitfiihigkeit

Fiir alle Alanin-Mutanten wurden die Tail-Strome bei -120 mV nach Aktivierung auf
+40mV in 100mM Rb*- und 100 mM K'-Losung (siche 3.5.3.2) gemessen.
Beispielhafte Stromspuren fiir KCNQI1,, und fiinf Mutanten sind in Abbildung 4.46

dargestellt.
wt Q260A T265A
p — / — - —
2 pA lf m |II| 2ual |
2s 2s 2s
100 mM K*
100 mM Rb*
V310A L342A G345A
R [
2 uA , B ‘.__/...,
” 2pA |
2s [ _ I |
|V 2s 2s

Abbildung 4.46: Beispielhafte Stromspuren fiir Messungen in 100 mM KCI bzw. 100 mM RbCI-
Losung. Die Stromantworten von KCNQI-Kandlen und ausgewdhlten Alanin-Mutanten auf einen
Rechteckpuls bei einer Messlosung mit 100 mM K* bzw. 100 mM Rb* zeigen die relative Rubidium-
Leitfahigkeit. Das AusmaBl der Inaktivierung wurde durch Extrapolation des ,hooks* bestimmt. Die
kleinen Bilder zeigen jeweils einen Ausschnitt von 1 s.

Aus dem Verhiltnis der maximalen Amplituden gemessen in 100 mM Rb'- und
100 mM K'-Losung wurde die relative Rb'/K'-Leitfihigkeit Ggrp/Gk berechnet.
KCNQI1-Kanile zeigten eine deutlich groBere Leitfihigkeit fiir Rb* als fiir K*, das
Verhiltnis Grp/Gk betrug 2.28 + 0.08. Einige Mutationen, wie z.B. Q260A und T265A
(Abbildung 4.46, obere Reihe), hatten keinen oder nur geringen Einfluss auf die relative
Rb*/K*-Leitfidhigkeit. Andere fithrten dazu, dass die Leitfihigkeiten fiir Rb* und K* fast
gleich waren (Abbildung 4.46, untere Reihe). Die Ergebnisse aller untersuchten

Mutanten sind in Tabelle 4.10 zusammengefasst.
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n Grb./Gk- finakt- n Grb+/Gk.+ finakt-

wt 16 2.28 £ 0.08 0.58 £ 0.02
S5-Helix S6-Helix
H258A kein Strom Q321A 4 2.48 +0.11 0.77 £0.02
R259A 5 1.77 £0.05 0.58 +0.02 T322A kein Strom
Q260A 6 212 +0.11 0.70 £0.03 W323A nicht untersucht
E261A 6 0.60 +0.03 0 V324A 7 2.06 £ 0.05 0.74 +0.03
L262A 4 1.60 £ 0.04 0.41 £0.04 G325A kein Strom
1263A 10 2.37 £0.06 0.62 £ 0.02 K326A kein Strom
T264A 5 1.60 £ 0.08 0 T327A 5 2.00 £0.07 0.58 £ 0.07
T265A 4 2.24 +0.11 0.19 £0.03 I328A kein Strom
L266A 7 1.89 £ 0.06 0.49 £ 0.02 A329
Y267A nicht untersucht S330A 4 2.29 £0.08 0.74 £0.03
[268A 3 1.72 £0.03 0.71 £0.05 C331A 4 2.21 £0.07 0.51 £0.03
G269A 6 1.54 + 0.06 0.79 £0.04 F332A nicht untersucht
F270A nicht untersucht S333A 4 1.82 £0.05 0.39 £ 0.01
L271A 4 1.82 £ 0.05 0.43 £0.02 V334A kein Strom
G272A 4 2.11 £0.05 0.34 £0.03 F335A nicht untersucht
L273A kein Strom A336 -
1274A 4 1.37 £0.03 0.67 £0.03 I337A 4 1.42 £ 0.04 0.32 £ 0.01
F275A nicht untersucht S338A 4 2.60 £ 0.07 0.71 £0.03
S276A 5 2.10 £ 0.04 0.34 £0.02 F339A nicht untersucht
S277A 5 2.02 £ 0.04 0.58 +0.01 F340A nicht untersucht
Y278A nicht untersucht A341 -
F279A nicht untersucht L342A 3 1.20 £ 0.04 0.23 +0.03
V280A kein Strom P343A kein Strom
Y281A nicht untersucht A344 -
L282A 5 1.99 £ 0.06 0.39 £ 0.01 G345A 4 0.72 £ 0.02 0.94 +0.12
A283 - I346A kein Strom
Linker L347A 4 1.73 £ 0.06 0.26 £ 0.02
E284A kein Strom G348A 4 1.58 + 0.04 0.27 £0.02
K285A 5 2.36 +0.13 0.40 +0.01 S349A 4 1.89 £0.05 0.52 £ 0.04
D286A kein Strom G350A 6 2.39+0.15 0.38 +0.03
A287 - F351A 5 2.43 +0.27 0
V288A 4 2.18 £ 0.43 0.62 + 0.01 A352 -
N289A 5 2.13+0.16 0.56 + 0.01 C-Terminus
E290A 5 2.38+0.14 0.60 + 0.04 L353A 5 1.71 £0.06 0.57 £0.02
S291A 4 2.50 +0.03 0.57 £0.03 K354A 4 1.65 + 0.07 0.74 £0.02
G292A kein Strom V355A 4 0.77 £0.03 0
R293A 2.15 +0.06 0.64 £ 0.02 Q356A 5 2.19+0.10 0.49 +0.03
V294A 5 1.97 £0.08 0.64 £0.02 Q357A 6 2.08 +0.16 0.60 £ 0.03
E295A 5 2.18+£0.12 0.63 +0.04
F296A nicht untersucht

G297A 4 215+0.12 0.63 +0.04
V310A 7 1.02 £0.05 0.58 + 0.04
T311A kein Strom

T312A 2.48 +£0.10 0

Tabelle 4.10: Zusammenfassung der Messungen der Alanin-Mutanten mit 100 mM K* / 100 mM
Rb". Dargestellt sind die relative Rb*/K*-Leitfihigkeit (Ggp,/Gg,) und der Anteil der inaktivierten
Kanile (fi) als Mittelwert + Standardfehler. F;,,., wurde bei 100 mM K* bestimmt (siehe 3.3.3.6). n
bezeichnet die Anzahl der Experimente. Die Alanin-Mutanten S298A bis T309A und I313A bis P320A,
die keinen messbaren Strom zeigten bzw. nicht untersucht wurden (siehe Tabelle 4.9), sind in dieser
Tabelle nicht enthalten.

Bei 40 der insgesamt 47 untersuchten Alanin-Mutanten (entspricht 85%) wurde kein
oder nur ein geringer Einfluss auf die relative Rb*/K*-Leitfihigkeit festgestellt. Bei
sieben Mutationen war Ggy+/Gg, reduziert gegeniiber KCNQ1,,. Als eine Reduktion der

relativen Rb"/K*-Leitfidhigkeit wurde ein Gry./Gg,-Verhiltnis < 1.5 definiert.
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Diese sieben Aminosdurereste wurden in der Kristallstruktur von Kv1.2 modelliert
(Abbildung 4.47). Die meisten Aminosduren, deren Mutation zu Alanin zu einer
reduzierten relativen Rb+/K+-Leitféhigkeit fiihrte, sind in der unteren Hailfte des Kanals
zu finden und ragen in die Pore hinein. Daher sind sie in der linken Abbildung besser zu
sehen; lediglich der Rest 1274 befindet sich in der oberen Hilfte des Kanals und weist

nach auflen.

V310
1274

1274 1274

L342

V355

Abbildung 4.47: Mutanten mit einer reduzierten relativen Rb*/K*-Leitfihigkeit.

Die Aminosiurereste, die bei Mutation zu Alanin zu einer reduzierten relativen Rb*/K*-Leitfihigkeit
fithrten, wurden in der Kv1.2-Kristallstruktur rosa markiert. Es sind nur drei der vier Monomere
dargestellt, in der linken Abbildung ist dadurch die innere Porenstruktur sichtbar. Die extrazelluldre Seite
weist nach oben.

Das Ausmal} der Inaktivierung der KCNQI1-Kanidle wurde durch Analyse der Tail-
Strome, die in der 100 mM K+-L6sung gemessen wurden, bestimmt. Dazu wurde der
,,hook* (sieche Abbildung 4.46, kleine Abbildungen) mit einer biexponentiellen Funktion
beschrieben, aus deren Parametern der Anteil der inaktivierten Kanile fi,. berechnet

wurde (siehe 3.3.3.6).

T265

Abbildung 4.48: Mutanten, die eine reduzierte Inaktivierung in 100 mM K* zeigten.

Die Aminosdurereste, deren Mutation zu Alanin zu einer reduzierten Inaktivierung fiithrten, wurden in der
Kvl1.2-Kristallstruktur gelb markiert. Es sind nur die S5- und S6-Segemente von dreien der vier
Monomere dargestellt, in der linken Abbildung ist dadurch die innere Porenstruktur sichtbar. Die
extrazellulidre Seite weist nach oben.
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Bei KCNQI,, betrug der Anteil der inaktivierten Kanéle 58% + 2%. Bei den meisten
der untersuchten Alanin-Mutanten lag er im Bereich des Wertes von KCNQ1,, (Tabelle
4.10). Wenn der Anteil der inaktivierten Kanile geringer als 30% war, wurde dies als
fehlende Inaktivierung definiert. Dies traf auf neun Alanin-Mutanten zu, die in
Abbildung 4.48 dargestellt sind. Alle diese Aminosdurereste sind im Inneren der
Kanaloffnung bzw. an den Interaktionsstellen zwischen den Untereinheiten zu finden.
Die Seitenkette T312 befindet sich direkt unterhalb des Selektivititsfilters.

Nur drei der untersuchten Mutationen fiihrten sowohl zu einer Reduktion der Rb*/K"-

Leitfdhigkeit als auch zu einer reduzierten Inaktivierung.
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5 Diskussion

5.1 HERG

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Interaktionsstellen von
Lokalanidsthetika mit HERG-Kanédlen. Dazu wurden zum einen die Mutationen der
aromatischen Aminosduren im unteren Bereich der S6-Helix, Y652A und F656A,
detailliert in CHO-Zellen untersucht. Zum anderen wurden diese und weitere Alanin-
Mutationen in der Porenregion sowie die Mutanten Y652T und F656T in Xenopus
laevis Oocyten analysiert.

Die Mutation der aromatischen Aminosiduren Y652 und F656 zu Alanin fiihrte
zu einer reduzierten Empfindlichkeit der Kanidle fiir Lokalandsthetika. In
Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten (Mitcheson et al., 2000a; Fernandez et al.,
2004) beeinflusst die Mutation HERGygsy4 die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung
und der Deaktivierung nicht. Die Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung war jedoch
zu positiveren Potentialen hin verschoben und die Deaktivierungszeitkonstanten waren
signifikant schneller als bei HERG,,. Dies konnte die kiirzere Zeit, die bis zum
Erreichen des maximalen Stroms wihrend des Rampenprotokolls bendtigt wurde,
erkldren. Die Mutation HERGggs6a fithrt zu einer stark reduzierten Stromdichte. Auch
dies ist konsistent mit anderen Arbeiten (Mitcheson er al, 2000a; Fernandez et al.,
2004). AuBerdem wurde durch diese Mutation die Spannungsabhidngigkeit der
Aktivierung und Deaktivierung zu negativeren Potentialen verschoben und die Kinetik
der Deaktivierung verlangsamt. Die Wirkung von Bupivacain und Ropivacain auf
HERG-Kanile wurde bereits in anderen Arbeiten untersucht (Gonzalez et al., 2002a;
Friederich et al., 2004), die Wirkung von Mepivacain jedoch noch nicht. Im Gegensatz
zu der Arbeit von Gonzalez (2002a), wurde in der vorliegenden Arbeit ein Rampen-
Protokoll verwendet, um die Sensitivitit von HERG-Kanilen fiir Lokalanésthetika in
CHO-Zellen zu untersuchen. Dieses Protokoll simuliert — stark vereinfacht — ein
kardiales Aktionspotential (Hancox et al., 1998). Die ICso-Werte, die fiir Bupivacain
und Ropivacain in dieser Arbeit mit Hilfe des Rampen-Protokolls erhalten wurden, sind
nahezu identisch mit den Werten, die mit Rechteck-Pulsen erhalten wurden (Gonzalez
et al., 2002a). Auch bei der Untersuchung von HERG-Kanilen in Xenopus laevis
Oocyten zeigte sich, dass die Inhibitionen der maximalen Strome wihrend des Rampen-

Protokolls und wihrend des Tail-Stroms bei -40 mV sehr dhnliche Werte liefern
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(Abbildung 4.18). Die Inhibition der Mutanten HERGsg244, HERGyes24 und HERGggser
durch 300 uM Bupivacain wurde in Oocyten ebenfalls mit dem Rampen-Protokoll
sowie mit Rechteckpulsen untersucht. Auch bei diesen Mutanten sind die mit den
beiden Protokollen erhaltenen Werte sehr &dhnlich. Dies zeigt, dass das Rampen-
Protokoll sehr gut geeignet ist, um pharmakologische Untersuchungen sowohl von
HERG,,-Kanilen als auch von mutierten HERG-Kanilen durchzufiihren.

In CHO-Zellen wurde weiterhin der Einfluss von Bupivacain auf die instantane
Aktivierung untersucht. Mit Hilfe des instantanen Aktivierungsprotokolls wurde
einerseits die Inhibition der offenen Kanile durch Bupivacain und andererseits der
Einfluss von Bupivacain auf die Kinetik der Deaktivierung und Inaktivierung
untersucht. Sowohl bei HERG, als auch bei HERGygs524-Kanidlen fiihrte die
Applikation von Bupivacain zur Verlangsamung der Deaktivierung, was auf einen
Block des offenen Kanals hindeutet. Die Inaktivierung hingegen wurde nur in HERGy,-
nicht jedoch in HERGyss,4-Kanilen beschleunigt. Weil die Inaktivierung bereits durch
die Mutation Y652A stark beschleunigt wurde, ldsst sich moglicherweise ein
zusitzlicher Effekt von Bupivacain auf die Inaktivierung zeitlich nicht mehr auflosen.
Eine Verlangsamung der Deaktivierung und eine Beschleunigung der Inaktivierung sind
typische Merkmale des Offenkanalblocks (Hille 2001). Die verwendeten Bupivacain-
Konzentrationen wurden gewihlt, weil sie in der Nidhe der jeweiligen, mit dem
Rampen-Protokoll bestimmten, ICso-Werte lagen. Sie fiihrten auch bei den instantanen
Stromen zu Inhibitionen um 50%. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Zuverlédssigkeit
des Rampen-Protokolls und deutet auBerdem darauf hin, dass mit diesem Protokoll in
erster Line der Block der offenen Kanile gemessen wird. Die Annahme, dass
Bupivacain mit den offenen Kandlen interagiert, wird auflerdem durch die
Untersuchungen mit hohem extrazellulirem Kalium unterstiitzt. Die Inhibition von
HERG,- und HERGysgsza-Kanidlen durch 100 uM Bupivacain ist bei 100 mM
extrazellulirem K geringer als bei Standard-Losung (5 mM K¥). Ein entsprechender
Effekt wurde bereits fiir die Inhibition von HERG-Kanilen durch den Offen-Kanal-
Blocker E-4031 beschrieben (Wang et al., 1997).

Die Inhibition der maximalen Stromamplituden wihrend des instantanen
Aktivierungsprotokolls war nicht spannungsabhédngig. Da mit diesem Protokoll vor
allem die Inhibition der offenen Kanile gemessen wurde, steht dieses Ergebnis nicht im
Widerspruch zu fritheren Experimenten von Gonzalez et al. (2002a). In jenen

Experimenten wurde zwar eine Spannungsabhéngigkeit der Inhibition durch Bupivacain
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festgestellt, die jedoch bei Potentialen positiver als 0 mV nur sehr schwach ausgeprigt
war (Gonzalez et al., 2002a). Daher ist diese Spannungsabhingigkeit der Inhibition
eventuell auf eine Abhéngigkeit der Inhibition vom Zustand des Kanals zuriickzufiihren.
Aufgrund des schnellen Gleichgewichtes zwischen offenem und inaktiviertem Zustand
bei HERG-Kanilen ist es sehr schwierig, zu unterscheiden, mit welchem Zustand der
Blocker bevorzugt interagiert. In vorangegangenen Experimenten von Lipka et al.
(1998) konnte hingegen keine Spannungsabhingigkeit der Inhibition von HERGy,-
Kanilen durch Bupivacain festgestellt werden. Eine mogliche Ursache fiir die
abweichenden Ergebnisse konnte die Tatsache sein, dass in der Studie von Lipka die
Inhibition am Ende einer Depolarisation von 1 s Dauer bestimmt wurde, wéhrend in der
Arbeit von Gonzalez et al. (2002a) die Inhibition wihrend der Tail-Strome nach einer
Depolarisation iiber 5 s analysiert wurde. Durch die kiirzere Depolarisationsdauer liegt
moglicherweise ein geringerer Anteil der Kanile im inaktivierten Zustand vor.

In jener Studie (Lipka et al, 1998) wurde auBerdem die Wirkung von
Bupivacain auf die Mutante HERGgescssesic, die keine C-Typ-Inaktivierung zeigt,
untersucht. Die fehlende Inaktivierung fiihrt zu einer verminderten Empfindlichkeit der
Kandle fiir die Wirkung von Bupivacain (100 pM Bupivacain fithren zu 44% Inhibition
bei HERGgescsesic und zu 58% bei HERGy,) und zu einer deutlichen
Spannungsabhingigkeit der Inhibition. Auch fiir die im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten EAG-Kanile, konnte eine verminderte Sensitivitit und eine deutliche
Spannungsabhingigkeit der Inhibition durch Bupivacain gezeigt werden (Abschnitt
4.1.5). EAG-Kanile sind strukturell eng verwandt mit HERG-Kandlen, zeigen aber im
Gegensatz zu diesen keine C-Typ-Inaktivierung (Bauer & Schwarz 2001). Der
Unterschied der Inhibition durch Bupivacain zwischen HERG- und EAG-Kanilen ist
jedoch deutlich stirker ausgeprigt als derjenige zwischen HERGgesc/s631c und HER Gy,
in der Studie von Lipka (1998). Der ICso-Wert fiir die Inhibition von EAG-Kanilen bei
40 mV, einem Potential, bei dem die Kanile vollstindig aktiviert sind, betrug 141 uM
und ist damit etwa siebenmal so grof} wie der ICso-Wert fiir HERG-Kanile (22 uM). Als
mogliche Ursache fiir die geringere Sensitivitit von EAG-Kanilen fiir viele HERG-
Blocker wie Dofetilid (Ficker et al., 1998) und Cisapride (Chen et al., 2002), wird die
fehlende C-Typ-Inaktivierung gesehen. Ebenso wird die geringere Sensitivitidt von
HERGge28c/s631c—Kanélen darauf zuriickgefiihrt, dass inaktivierte HERG-Kanile eine
hohere Sensitivitdt fiir die meisten Blocker besitzen als offene. Die Rolle der

Inaktivierung beim Block von HERG-Kanilen ist jedoch nicht unumstritten. Neben
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Mutationen, die die Inaktivierung vermindern, zeigen auch Mutationen mit verstirkter
Inaktivierung eine geringere Sensitivitit fiir Blocker (Mitcheson ef al., 2000a). Dies
wurde durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestitigt. Die Mutationen T623A
und V625A verminderten die Inhibition durch Bupivacain in einem dhnlichen Ausmal,
obwohl die Inaktivierung durch T623A verstirk wurde und V625A gar keine
Inaktivierung zeigte. Auch die Inhibition von HERG-Kanilen durch Kokain wird nur
durch die Mutation S620T, welche die Inaktivierung vermindert, beeinflusst, nicht aber
durch S631A und G628C/S631C, die ebenfalls die Inaktivierung auftheben (Guo et al.,
2006). Neben der fehlenden C-Typ-Inaktivierung spielen bei EAG-Kanilen
moglicherweise auch die aromatischen Aminosduren in der S6-Region eine Rolle.
Obwohl EAG-Kanile Thyrosin und Phenylalanin an den homologen Positionen zu
Y652 und F656 in HERG besitzen, konnte in einer Mutagenese-Studie gezeigt werden,
dass die Position dieser Reste eine wichtige Rolle spielt (Chen et al., 2002). Wenn in
HERG-Kanilen die aromatischen Reste im Tausch mit Alanin in der S6-Helix um eine
Position nach oben oder unten verschoben wurden, fiithrte dies zu einer deutlichen
Reduktion der Inhibition durch Cisaprid. Im Gegensatz dazu wurde die Sensitivitit fiir
Cisaprid in EAG-Kanilen 43- bzw. 10-fach erhoht, wenn die entsprechenden Reste

Y481 und F485 um eine Position nach unten versetzt wurden (Chen et al., 2002).

Die in dieser Arbeit untersuchten Lokalandsthetika Bupivacain, Ropivacain und
Mepivacain unterscheiden sich in der Linge ihrer N-Substituenten (vgl. Abbildung 2.6)
und damit in ihrer Lipophilie. Zur Analyse des Einflusses der Lipophilie auf die
inhibitorische Potenz der untersuchten Lokalanédsthetika wurden die ICsyp-Werte fiir die
Blockade von HERG-Kanilen gegen die Lipophilie in einem doppeltlogarithmischen
Plot aufgetragen (Abbildung 5.1 A). Als Mal fiir die Lipophilie wurde der Octanol-
Wasser-Verteilungskoeffizient Py gewihlt (Strichartz et al., 1990; Oertel et al., 1997).
Es zeigt sich eine sehr gute lineare Korrelation von Lipophilie und inhibitorischer
Potenz fiir alle Substanzen bei HERGy-Kanilen (r = 0.91). Fiir HERGygsy4 wird jedoch
nur eine gute Korrelation (r = 0.92) erhalten, wenn Articain nicht beriicksichtigt wird.
Dies deutet darauf hin, dass der aromatische Rest Y652 zwar an der Interaktion von
Aminoamid-Lokalaniisthetika vom Bupivacain-Typ beteiligt ist, nicht aber an der

Interaktion mit Articain.
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Abbildung 5.1: Einfluss der Lipophilie auf die inhibitorische Potenz der Aminoamid-
Lokalanisthetika. (A) Doppeltlogarithmische Auftragung der ICs;-Werte von Bupivacain,
Ropivacain, Mepivacain und Articain fiir die Inhibition von HERG, und HERGy¢s;s-Kanilen in
Abhingigkeit der Lipophilie. (B) Plot der Inhibition von HERG,,- und HERGggs¢4-Kanilen durch 1 mM
des entsprechenden Lokalanésthetikums in Abhingigkeit der Lipophilie, dargestellt als Linge des N-
Substituenten. Die zwei Punkte bei Ropivacain sind durch die Verwendung des S- und des R-
Enantiomers zu erkldren, Bupivacain und Mepivacain wurde das Racemat untersucht.

Wegen der geringen Empfindlichkeit von HERGggsea fiir die Lokalanésthetika wurden
keine vollstindigen Konzentrations-Wirkungs-Kurven untersucht, sondern die
Inhibition durch jeweils 1 mM Bupivacain, Ropivacain und Mepivacain verglichen
(Abbildung 5.1 B). Als MaB fiir die Lipophilie wurde in dieser Darstellung die
Kettenldange des N-Substituenten gewdhlt. Sowohl fiir HERG,,- als auch fiir
HERGggsea-Kanile zeigt sich eine lineare Korrelation zwischen den beiden Parametern
(HERGy: r=0.97; HERGggsea: r=0.91). Die Tatsache, dass die Korrelationsgerade
jeweils bei HERGy, und bei den Mutanten fast parallel verlduft, deutet darauf hin, dass
— neben den beiden aromatischen Aminosduren — weitere Positionen im Kanal fiir
lipophile Wechselwirkung verantwortlich sind. Dabei konnte es sich unter anderem um
V625 nahe der Porenregion handeln, dessen Einfluss auf die Inhibition durch
Bupivacain ebenfalls in dieser Arbeit gezeigt wurde. Eine andere Mdoglichkeit wire,
dass bereits eine der beiden aromatischen Aminosduren Y652 oder F656 ausreicht, um
lipophile Wechselwirkungen zwischen dem Kanal und dem Lokalanésthetikum zu
etablieren. Um diese Hypothesen zu priifen wire eine Analyse von Ropivacain und
Mepivacain mit HERGygys54-Kanilen notig. AuBlerdem konnte die Untersuchung einer
Doppelmutante HERGyes2a/r6564 mit den verschiedenen Lokalandsthetika Hinweise auf
die lipophilen Wechselwirkungen an diesen Positionen geben.

Nachdem von Milnes und Mitarbeiten gezeigt wurde, dass die Inhibition von
HERG durch den niedrig potenten HERG-Blocker Fluvoxamin nur wenig durch die
Mutationen Y652A und F656A beeinflusst wird (Milnes et al., 2003), wurde die
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Vermutung geduBert, dass sich der Mechanismus der Interaktion von hoch- und
niedrigaffinen Blockern mit HERG-Kanidlen grundsitzlich unterscheiden konnte
(Mitcheson 2003). Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
widerlegt. Stattdessen lassen die Ergebnisse den Schluss zu, dass die meisten HERG-
Blocker — unabhéngig von ihrer inhibitorischen Potenz — in der S6- und der Porenregion
binden. Die wichtigsten Interaktionsstellen fiir Bupivacain mit HERG-Kanilen stellen
die aromatischen Aminosduren Y652 und F656 am unteren Bereich der S6-Helix sowie
T623 und V625 nahe der Pore dar. Diese Positionen wurden auch in anderen Studien als
wichtige Interaktionsstellen fiir sog. ,.high affinity*“-Blocker identifiziert (Mitcheson et
al., 2000a; Kamiya et al., 2001; Perry et al., 2004).

Einige der untersuchten Mutationen beeinflussten das Offnungsverhalten der
Kanile sehr stark. Dadurch ist es schwierig, zwischen den direkten Effekten der
Mutation auf die pharmakologische Sensitivitit und den indirekten Effekten durch das
verdnderte Schaltverhalten zu unterscheiden. Dies trifft besonders auf die Mutation
HERGgesga zu. Diese Mutation fithrt zu sehr starken Verdnderungen des
Schaltverhaltens; auch bei negativen Potentialen waren die Kanile geoffnet. Da Glycin
keine Seitenkette besitzt, ist eine Interaktion mit Pharmaka an dieser Position hochst
unwahrscheinlich. Die Reduktion der Inhibition von HERGgesga durch Bupivacain ist
daher wahrscheinlich auf indirekte Effekte zuriickzufiihren.

Hinweise auf die Art der Interaktion von Bupivacain mit HERG-Kanilen gibt
die Analyse des ,,onset of block® (Abbildung 4.21). Dabei ist nach einer initialen
Zunahme des Blocks eine Erholung vom Block zu erkennen, wenn die aromatischen
Aminosduren Y652 oder F656 in der S6-Helix mutiert wurden. Ein dhnliches Verhalten
von HERGygs;a—Kanidlen beim Block durch Chinidin und Chloroquin wurde bereits
beschrieben (Sanchez-Chapula et al, 2002; Sanchez-Chapula et al, 2003). Eine
mogliche Erkldrung fiir den Verlauf des ,,onset of block® wire, dass das Bupivacain-
Molekiil zunédchst Wechselwirkungen mit dem Kanal eingeht, sich dann aber wieder aus
der Pore entfernt, weil keine stabile Interaktion mit dem Kanal moglich ist. Diese
initiale Wechselwirkung konnte im Falle einer Mutationen an Position Y652 oder F656
iber die jeweils andere aromatische Aminosaure oder iiber die porennahen Seitenketten
von T623 oder V625 stattfinden. Es wire daher auch unter diesem Aspekt interessant,

eine Doppelmutation der beiden Aminoséduren zu untersuchen.
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Die Hypothese einer direkten Interaktion von Lokalanésthetika mit den Resten
Y652 und F656 wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass sich die Stereoselektivitit
des Ropivacain-Blocks durch diese Mutationen veriandert. HERG,-Kanéle sind sowohl
bei Bupivacain als auch bei Ropivacain empfindlicher fiir das S-Enantiomer als fiir das
R-Enantiomer. Bei den Mutanten HERGyesoa und HERGggsea trifft dies nur fiir
Bupivacain zu, wihrend bei Ropivacain die Sensitivitit fiir das R-Enantiomer grofer ist.
Das Ergebnis, dass eine verdnderte Stereoselektivitit durch die Mutationen der
aromatischen Aminosduren nur bei Ropivacain nicht jedoch bei Bupivacain auftrat,
konnte darauf hindeuten, dass sowohl sterische Effekte als auch die Lipophilie bei der
Interaktion von Lokalaniisthetika mit HERG-Kanilen eine wichtige Rolle spielen. Bei
Kvl1.5-Kanilen, die eine umgekehrte Stereoselektivitit als HERGy-Kanéle aufweisen,
konnte gezeigt werden, dass der Rest V512 am unteren Ende der S6-Helix fiir die
Stereoselektivitit der Inhibition dieser Kanile durch Bupivacain verantwortlich ist
(Franqueza et al., 1997). Dieser Rest befindet sich direkt unterhalb des PVP-Motivs,
welches vermutlich einen Knick der S6-Helix verursacht. Dies konnte darauf hindeuten,
dass die Stereoselektivitit der Inhibition von Kaliumkandlen durch Lokalanésthetika

von Aminosiureresten in dieser Region bestimmt wird.
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5.2 Untersuchung der LQT1-Mutation KCNQ1 4344y

Nachdem gezeigt werden konnte, dass — neben anderen Blockern - auch
Lokalanidsthetika mit der Porenregion von HERG-Kanilen interagieren, wurde die
KCNQ1 Mutation A344V untersucht, die bei einer Familie von LQT]I1-Patienten
nachgewiesen wurde (Donger et al., 1997). Die Position A344 in KCNQI1 entspricht der
Position F656 in HERG und damit einer der Interaktionsstellen fiir die
Medikamentenbindung.

Da die Mutation A344V zuvor noch nicht charakterisiert worden war, war die
elektrophysiologische und pharmakologische Untersuchung dieser Mutante ein
Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit. Der Austausch der Aminosdure Alanin gegen
Valin in der Porenregion der S6-Helix von KCNQ1 fiihrt zu massiven Veridnderungen
des Schaltverhaltens sowohl von KCNQI-Kanilen als auch von KCNQI/KCNEI1-
Kanalkomplexen. Die elektrophysiologischen Merkmale dieser Mutation sind eine
spannungsabhingige Inaktivierung und eine Verschiebung der Spannungsabhingigkeit
der Aktivierung in depolarisierende Richtung. Diese Effekte treten ebenfalls auf, wenn
mutierte Kanile und Wildtyp-Kanile co-exprimiert werden.

Ein Verschiebung der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung hin zu
positiveren Potentialen wurde bereits fiir andere LQT1-Mutationen in der S4-Domine
und im C-terminalen Bereich gezeigt (Chouabe et al., 1997; Chouabe et al., 2000).
Auch bei diesen Experimenten trat die Verschiebung der Spannungsabhéngigkeit nur
auf, wenn KCNQI und KCNEIl co-exprimiert wurden. Da die S4-Helix den
Spannungssensor darstellt, kann man sich leicht vorstellen, dass Mutationen, welche die
positive Ladung in diesem Bereich verdndern, zu einer verdnderten
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung fithren. Es sind allerdings verschiedene
Moglichkeiten denkbar, die den Effekt einer Mutationen in der S6-Region auf die
Spannungsabhingigkeit erkldren konnen. Zum einen konnte die Kopplung zwischen
Spannungssensor und Aktivierungstor gestort sein. Durch Mutagenese-Untersuchungen
in anderen Kaliumkanilen konnte gezeigt werden, dass Kopplungen zwischen dem
unteren Bereich der S6-Helix und dem S4-S5-Linker bestehen und dass die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung durch Mutationen in diesen Regionen
verdandert wurde (Lu et al., 2002; Tristani-Firouzi et al., 2002a). Aulerdem deutet die
Rontgenkristallstruktur von Kv1.2 darauf hin, dass sich der S4-S5-Linker in der Nihe
der S6-Helix befindet (Long et al., 2005b). Eine andere mogliche Erkldrung wire eine
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Destabilisierung des Offenzustands des Kanals im Verhidltnis zum geschlossenen
Zustand, hervorgerufen durch strukturelle Verdnderungen in der Porenregion. Durch
diese Destabilisierung wire eine hohere Aktivierungsenergie notig, um ein Offnen des
Kanals zu bewirken (Yifrach & MacKinnon 2002).

Eine spannungsabhingige Inaktivierung, wie sie durch die Mutation A344V
hervorgerufen wird, wurde bereits fiir andere Mutationen in der S6-Helix und in der S5-
Helix beschrieben (Seebohm et al., 2001b; Seebohm et al., 2003a) und zeigte sich
auBerdem bei einigen der untersuchten Alanin-Mutanten (siehe Abschnitt 4.3.3). Als
Erkldrung wurde vermutet, dass die spannungsabhiingige Inaktivierung auf ein
Kollabieren der Pore, dhnlich der C/P-Typ-Inaktivierung, zuriickzufiihren ist und iiber
eine Interaktion der Aminosdurereste F340 und L273 in der S6- bzw. S5-Helix mit
V310 in der Porenhelix vermittelt wird (Seebohm et al., 2005). Verdnderungen in der
GroBe dieser Aminoséurereste fithren zu einer verstirkten Inaktivierung aufgrund einer
Destabilisierung des Offenzustands der Pore (Seebohm er al., 2005). Der
Aminosdurerest A344 befindet sich nur eine Helixwindung unterhalb von F340. Daher
konnte auch in dieser Position ein groBeres Seitenkettenvolumen durch die Mutation zu
Valin zu einer Destabilisierung der offenen Pore fiihren.

KCNE1 verhindert die verzogerte Inaktivierung von KCNQI,-Kanilen iiber
einen indirekten Mechanismus (Pusch er al., 1998; Pusch et al., 2000). Daher ist es
moglich, dass die Inaktivierung von KCNQ1 s344y durch einen dhnlichen Mechanismus
verhindert wird, wenn KCNQ1 s344v und KCNEI co-exprimiert werden. Die Ergebnisse
dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Interaktion zwischen KCNQI und KCNEI1
durch die Mutation A344V nicht gestort wird, da die Co-Expression mit KCNE1 auch
bei den mutierten Kanidlen zu den typischen Verdnderungen im Gating fiihrt:
Verlangsamung der Aktivierung, Verschiebung des Aktivierungsmittelpunktes zu
positiveren Potentialen und Aufhebung der Inaktivierung (Barhanin et al., 1996;
Sanguinetti et al., 1996; Pusch et al., 1998; Pusch et al., 2000). Zusammenfassend kann
man sagen, dass sich beide Effekte der Mutation A344V auf das Gating mit einer

Destabilisierung des Offenzustands erkldren lassen.

Sowohl KCNQI1-Homomere als auch KCNQI/KCNEI-Kanalkomplexe sind relativ
unempfindlich gegeniiber vielen pharmakologischen Substanzen, die HERG-Kanile
blockieren, wie z.B. Lokalanisthetika (Lipka et al., 1998) und Kokain (Zhang et al.,
2001). Die Mutation A344V fiihrt nicht nur zu einer Anderung des Schaltverhaltens von
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KCNQI-Kandlen und KCNQI/KCNEI1-Kanalkomplexen, sondern auch zu einer
verdnderten pharmakologischen Empfindlichkeit gegeniiber Lokalanisthetika. Durch
den Aminosdureaustausch von Alanin zum hydrophoberen Valin in der Position 344
wird die Empfindlichkeit fiir Bupivacain um den Faktor 17 fiir KCNQI-Kanéle und um
den Faktor 22 fiir KCNQI/KCNEI1-Kanalkomplexe erhoht. Damit sind die mutierten
Kanile dhnlich empfindlich fiir die Inhibition durch Bupivacain wie HERG-Kanile
(Gonzalez et al., 2002a; Friederich et al., 2004). Auch wenn nicht auszuschliefen ist,
dass diese erhohte Sensitivitit auf das veridnderte Schaltverhalten der mutierten Kanile
zuriickzufithren ist, erscheint diese Maoglichkeit aus mehreren Griinden sehr
unwahrscheinlich. Erstens wird die Empfindlichkeit sowohl fiir KCNQI1-Homomere als
auch fir KCNQI/KCNEI-Kanalkomplexe durch die Mutation A344V in einem
dhnlichen Ausmal3 erhoht, obwohl die Effekte der Mutation auf das Gating von
KCNQI-Kanidlen und KCNQI/KCNEI-Kanalkomplexen qualitativ unterschiedlich
sind. In den KCNQI1-Homomeren fiihrt die Mutation zu einer spannungsabhingigen
Inaktivierung, wihrend sie in KCNQI1/KCNE1-Kanalkomplexen eine Verschiebung der
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung verursacht. Des Weiteren konnte in
Mutagenese-Studien gezeigt werden, dass der Aminosdurerest A344 an der Bindung des
Benzodiazepins L-7 beteiligt ist (Seebohm er al., 2003a). Auch bei der Modellierung
der Bindung eines Pharmakophors an den KCNQ1-Kanal wurde die Seitenkette der
Position A344 als Interaktionsstelle identifiziert (Du et al., 2005). Das wichtigste
Argument fiir einen direkten strukturellen Einfluss der Mutation A344V auf die
pharmakologische Sensitivitit liefern die Co-Expressionsexperimente von KCNQ1 -
und KCNQI1 344v-Kanilen. Die verschiedenen moglichen Kombinationen fiir Wildtyp-
und mutierte a-Untereinheiten im Heterotetramer sind in Abbildung 5.2 dargestellt.
Wenn man eine statistische Verteilung dieser Kombinationen annimmt, kommen
Homotetramere mit einer Wahrscheinlichkeit von 6.25% vor. Wenn der Effekt der
Mutation eine dominante Wirkung hat, sollten also 93.75% der Kanile betroffen sein.
Dies ist der Fall, wie die Inhibition der heteromeren Kanalkomplexe durch Bupivacain
zeigt. Die Wirkung von 100 uM Bupivacain auf KCNQIa344v/KCNE1- und
KCNQI1/KCNQI1 a344v/KCNE1-Kanalkomplexe ist nicht signifikant unterschiedlich
(Abbildung 4.34).
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Abbildung 5.2: Statistische Moglichkeiten fiir die Kombination von Heterotetrameren.

Mogliche Kombinationen fiir heteromere Kanile bei Co-Expression von Wildtyp-Untereinheiten (wt) und
mutierten Untereinheiten (A344V). Die Wahrscheinlichkeit fiir reine Wildtyp-Homotetramere bzw. fiir
reine A344V-Homotetramere betrigt jeweils 6.25%.

Das bedeutet, dass nur KCNQI1,/KCNE1-Kanalkomplexe unempfindlich sind, bzw.
dass die Empfindlichkeit fiir Lokalanésthetika erhoht wird, wenn nur eine mutierte
Untereinheit vorhanden ist. Der Effekt der Mutation auf die pharmakologische
Sensitivitit ist also dominant. Wenn der Einfluss der Mutation auf das Schaltverhalten
ebenfalls dominant wire, d.h. bereits eine mutierte Untereinheit im Kanalkomplex zu
einer deutlichen Verschiebung der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung fiihren
wiirde, miisste der Vo s-Wert fiir den heteromeren Kanalkomplex dichter an dem Wert
fir KCNQ1A344v/KCNE1 liegen. Der V(s-Wert fiir KCNQI1,/KCNQ1 a344v/KCNE1-
Kanalkomplexe liegt jedoch genau zwischen den Werten fiir KCNQ1 z344v/KCNEI und
KCNQI1,+KCNEI1. Da also der Einfluss der Mutation A344V auf das Schaltverhalten
des Kanalkomplexes nicht dominant ist, der Einfluss auf die pharmakologische
Sensitivitit aber sehr wohl, ist es sehr unwahrscheinlich, dass die veridnderte
pharmakologische Sensitivitit auf das verdnderte Schaltverhalten zuriickzufiihren ist.
Aufgrund der Tatsache, dass die Affinitit des KCNQI-Kanals fiir
Lokalandsthetika durch einen Aminosdureaustausch zu einer hydrophoberen
Aminosiure erhoht wird, konnte man annehmen, dass durch die Mutation A344V eine
hydrophobe Interaktionsstelle erzeugt wird. Eine alternative oder erginzende Erkldrung
wire eine Verdnderung der dreidimensionalen Struktur der Pore, so dass die
hydrophoben Seitenketten von F340 und 1377 (Du et al., 2005) dem Lokalanisthetikum
besser zuginglich werden. Wie bei der Untersuchung der HERG-Kanile wurden auch
fiir die KCNQ1-Mutante A344V die IC5p-Werte logarithmisch gegen die Lipophilie des
Lokalandsthetikums, dargestellt als die Linge des N-Substituenten, aufgetragen

(Abbildung 5.3). Dabei zeigt sich auch fiir KCNQI1 a344v bzw. fiir KCNQ1 A344v/KCNE1
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eine lineare Korrelation zwischen der inhibitorischen Potenz und der Lipophilie der
Substanzen. Dies deutet darauf hin, dass lipophile Wechselwirkungen bei der

Interaktion von Lokalanisthetika mit KCNQ1 a344v-Kanélen von Bedeutung sind.
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Die Inhibition sowohl von KCNQI,- als auch von KCNQIa344v-Kandlen durch
Bupivacain und S-Ropivacain ist sehr dhnlich. Eine mogliche Ursache konnte in der
Stereoselektivitit der Inhibition liegen. Andere kardiale Kaliumkanile, wie HERG und
Kv1.5 zeigen eine deutliche Stereoselektivitiat der Inhibition durch Bupivacain und
Ropivacain, wobei HERG-Kanile stiarker durch das S-Enantiomer inhibiert werden und
Kv1.5-Kanile stirker durch das R-Enantiomer (Valenzuela et al., 1995a; Gonzalez et
al., 2001a; Gonzalez et al., 2002a; Friederich et al., 2004). Unter der Annahme, dass
durch die Mutation KCNQ1 A344v eine Interaktionsstelle fiir Lokalanisthetika entsteht,
kann man vermuten, dass diese Interaktion ebenfalls stereoselektiv ist. Auch bei einer
Auftragung der log ICso-Werte gegen die Ldnge der Seitenkette (Abbildung 5.3) zeigt
sich, dass der Wert fiir Ropivacain von der Geraden zwischen Bupivacain und
Mepivacain abweicht. Dies konnte ebenfalls auf eine stereoselektive Inhibition
hindeuten. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wiren weitere Experimente mit
Levobupivacain notig. Gepaarte Experimente sind am besten geeignet, um geringe
Unterschiede zwischen den einzelnen Enantiomeren nachzuweisen. Diese sind jedoch in
Oocyten nur schwer moglich, weil ein Auswasch der lipophilen Lokalanésthetika nur
sehr langsam wund unvollstindig stattfindet. In CHO-Zellen, wo gepaarte
Untersuchungen moglich wiren, sind die Stromdichten von KCNQI-Homomeren
jedoch sehr gering, so dass pharmakologische Untersuchungen schwierig sind. Die Co-

Expression mit KCNE1 verdndert allerdings auch die pharmakologische
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Empfindlichkeit und beeinflusst daher eventuell auch die Stereoselektivitit. Ein
Hinweis hierauf ist die Tatsache, dass die Abweichung des Ropivacain-Wertes von der
Bupivacain-Mepivacain-Geraden (Abbildung 5.3) bei KCNQI1 a344v/KCNEI-Kanélen
starker ausgepragt ist als bei KCNQ1 a344v-Kanélen.

Es zeigte sich, dass KCNQI-Kanile empfindlicher fiir die Inhibition durch
Lokalanidsthetika waren, wenn sie ohne die Untereinheit KCNE1 exprimiert werden.
Dies gilt sowohl fiir den Wildtyp-Kanal als auch fiir die Mutante KCNQ1 a344v. Da die
Hill-Koeffizienten fiir die Inhibition von KCNQ1-Kanélen und von KCNQI1/KCNE1-
Kanalkomplexen #hnlich sind, ist anzunehmen, dass sich die Stochiometrie zwischen
Kanal und Medikamentenmolekiil nicht d@ndert. Dieser Effekt von KCNE1 wurde bereits
fiir Bupivacain (Lipka et al., 1998), aber auch fiir andere Substanzen wie Clofilium
(Yang et al., 1997) und XE991 (Wang et al., 2000) beschrieben. Aulerdem wurde
gezeigt, dass KCNE1 die Aktivierung von KCNQI1 durch das Benzodiazepin R-L3
verhindert (Salata et al., 1998). Im Gegensatz dazu erhoht KCNEI1 die Sensitivitdt von
KCNQI1-Kanilen fiir die Inhibition durch das Antiarrhythmikum Azimilid (Busch et al.,
1997), die Chromanole 293B (Busch et al., 1997; Lerche et al., 2000) und HMR 1556
(Lerche et al., 2000) sowie das Benzodiazepin L-7 (Seebohm et al., 2003a). Auch fiir
die Aktivierung durch Mefenaminsdure und DIDS sind KCNQI/KCNEI-
Kanalkomplexe empfindlicher als KCNQI1-Kanile allein (Busch et al., 1997). Es wird
dabei vermutet, dass die veridnderte Sensitivitat durch KCNE1 nicht auf eine direkte
Interaktion von KCNEI mit der Substanz in der Kanalpore, sondern auf strukturelle
Veridnderungen des gesamten Kanalkomplexes zuriickzufiihren ist, weil Mutationen in
KCNEI1 die Inhibition durch Chromanol 293B nicht veridnderten (Lerche et al., 2000).
Dies konnte auch fiir Lokalandsthetika  zutreffen.  Verdnderungen  der
pharmakologischen Sensitivitdt durch akzessorische Untereinheiten wurden auch fiir
andere kardiale Kaliumkanile beschrieben. So fiihrt die Co-Expression von Kvf1.3
bzw. KChIP2.2 zu einer reduzierten Empfindlichkeit von Kv1.5 bzw. Kv4.3 fiir
Lokalanésthetika (Gonzalez et al., 2002b; Friederich & Solth 2004; Solth et al., 2005).
Auch fiir diese cytoplasmatischen B-Untereinheiten wurde eher ein allosterischer als ein
direkter Effekt auf die pharmakologische Empfindlichkeit der o-Untereinheit vermutet
(Gonzalez et al, 2002b; Friederich & Solth 2004; Solth et al, 2005). Diese
Unterschiede in der Sensitivitit sind von Bedeutung, weil sich die Expressionsmuster
von o- und B-Untereinheiten der Kaliumkanile in den verschiedenen Schichten des

Herzens unterscheiden (Wang et al., 1996b; Rosati et al., 2001; Bendahhou et al,
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2005). Eine unterschiedliche Empfindlichkeit fiir pharmakologische Substanzen in
verschiedenen Schichten konnte die Dispersion des Aktionspotentials erhohen und
damit die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Arrhythmien erhohen (Antzelevitch
& Sicouri 1994).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Effekte der
Mutation KCNQI1 344y auf das Gating und auf die Lokalanisthetika-Empfindlichkeit
unabhingig vom Expressionssystem sind. Dabei unterscheiden sich zwar die absoluten
Werte zwischen Xenopus laevis Oocyten und CHO-Zellen, die relativen Effekte durch
die Mutation sind jedoch sehr dhnlich. Die vorliegenden Ergebnisse, dass die
Aktivierung von KCNQI1/KCNEI1-Kanalkomplexe in CHO-Zellen schneller ist als in
Xenopus laevis Oocyten, bestitigen frithere Befunde (Seebohm et al., 2001a). Bei der
Untersuchung der Lokalandsthetika-Empfindlichkeit waren KCNQI1/KCNEI-
Kanalkomplexe in CHO-Zellen etwa dreimal so empfindlich wie in Xenopus laevis
Oocyten (vgl. Tabelle 4.6 und Tabelle 4.8). Ein dhnliches Verhiltnis wurde fiir die
Inhibition von KCNQI1/KCNEI1-Kanilen durch Chromanol 293B in Kardiomyocyten
(ICso=3 uM), CHO-Zellen (ICso=2uM) und in Xenopus laevis Oocyten
(ICsp =7 uM) beschrieben, wobei der Wert fiir CHO-Zellen dem fiir Kardiomyocyten
am #hnlichsten ist (Seebohm et al., 2001a). Daher erscheint es sinnvoll, auch fiir die
vorliegenden Messungen den in CHO-Zellen erhaltenen Wert auf Kardiomyocyten zu
ibertragen. Mogliche Ursachen fiir die geringe Empfindlichkeit der Xenopus Oocyten
sind die Vitellinmembran, die nicht entfernt wurde, und der hohe Fett- und
Proteingehalt der Oocyten.

Bei der Simulation der Wirkung der Mutation A344V auf ein kardiales
Aktionspotential wurde eine Zunahme der Dispersion beobachtet. Dies ist ein deutlicher
Risikofaktor fiir kardiale Arrhythmien (Roden 1993; Antzelevitch & Sicouri 1994). In
Ubereinstimmung mit experimentellen Untersuchungen an Kardiomyocyten von
Menschen oder von Hunden (Biliczki et al., 2002; Jost et al., 2005) zeigen die
Simulationen dieser Arbeit, dass eine Blockade von Ik, zu einer wesentlich
ausgepragteren Verldngerung des Aktionspotential fiithrt, wenn gleichzeitig Ik, blockiert
wird. Daher konnten LQTS-Mutationen, die von sich aus zu keinem schweren
klinischen Phénotyp fiihren, erst dann aufféllig werden und die Wahrscheinlichkeit fiir
schwere Arrhythmien erhohen, wenn zusitzliche Faktoren wie eine Blockade von
HERG-Kanéilen hinzukommen (Roden 1998; Aerssens & Paulussen 2005; Roden &
Viswanathan 2005). Patienten mit der LQT1-Mutation A344V zeigen einen eher milden
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Phinotyp (Donger et al., 1997), so dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die
Rolle von Ik als Repolarisationsreserve (Roden 1998; Silva & Rudy 2005) bestitigen.
LQTI1-Patienten haben daher ein erhohtes Risiko, wihrend einer Lokalanésthetika-
Intoxikation schwere ventrikuldre Arrhythmien zu entwickeln. In der vorliegenden
Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass eine bestimmte Form des LQT1-Syndroms
nicht nur einen generellen, sondern einen spezifischen pharmakogenetischen
Risikofaktor fiir perioperative ventrikulire Arrhythmien darstellt. Dies sollte bei
Uberlegungen zum zur die perioperativen Behandlung von LQT-Patienten (Booker et

al., 2003; Kies et al., 2005) beriicksichtigt werden.
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5.3 KCNQI1 Alanin-Scan

Den letzten Teil dieser Arbeit stellt ein Alanin-Scan der S5- und S6-Region von
KCNQI dar. Ziel der Untersuchung war, herauszufinden, wie sich Mutationen zu
Alanin in der S5- und der S6-Helix sowie der verbindenden Poren-Region auf das
Offnungsverhalten des Kanals auswirken. Die Ergebnisse sollen Schlussfolgerungen auf
die dreidimensional Struktur des Kanals im Vergleich zu anderen Kaliumkanélen
zulassen.

Ein Vergleich der Ergebnisse mit dem Shaker-Kaliumkanal bietet sich an, weil an
diesem Kanal ebenfalls ein Alanin-Scan durchgefiihrt wurde (Yifrach & MacKinnon
2002) und bereits ein Kanal aus der Shaker-Familie kristallisiert wurde (Long et al.,
2005a). Anhand dieser Kristallstruktur wurden auch die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit modelliert Im Vergleich mit dem Alanin-Scan des Shaker-Kaliumkanals (Yifrach
& MacKinnon 2002) zeigte sich, dass durch die Mutation zu Alanin in KCNQ1 deutlich
mehr Kanidle, die keinen Strom leiten, entstehen. Insgesamt fiihrten 29% der
untersuchten Mutationen zu nicht-funktionellen Kanilen, bzw. 22% wenn nur die S5-
und S6-Region beriicksichtigt werden. Beim Shaker-Alanin-Scan in der S5- und S6-
Region fiihrten nur 13% der Mutationen zu nicht funktionellen Kanilen. Dies lésst
darauf schliefen, dass KCNQI-Kanile empfindlicher fiir Verdnderungen durch
Mutationen sind als Shaker-Kanile. Die Anteile an Mutationen, die das Gating nicht
verdndern sind bei KCNQ1 und Shaker dhnlich (46% aller Mutationen bei KCNQ1 und
43% bei Shaker). Dabei zeigte sich bei beiden Untersuchungen, dass die S6-Helix
empfindlicher gegeniiber Mutationen ist (36% bzw. 28% Mutanten ohne Einfluss aus
das Schaltverhalten) als die S5-Helix (57% bzw. 55% Mutanten ohne Veridnderung des
Schaltverhaltens).

In Abbildung 5.4 ist die Korrelation von AV s und Az fiir den Alanin-Scan von KCNQ1
im Vergleich mit dem Alanin-Scan von Shaker (Yifrach & MacKinnon 2002)
dargestellt. Dabei fallen zwei wesentliche Unterschiede zwischen KCNQI1 und Shaker
auf. Zum einen zeigt sich, dass beim Alanin-Scan von KCNQI mehr Mutationen zu
einer Verschiebung von V(s zu positiven Potentialen als zu negativeren Potentialen
fiihrten. Beim Alanin-Scan von Shaker ist dies genau andersherum, mehr Mutationen
fiihrten zu einer Verschiebung des Aktivierungsmittelpunktes zu negativeren

Potentialen.
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Abbildung 5.4: Vergleich der Korrelation von AV,; und Az beim Alanin-Scan von KCNQ1 und
Shaker. Die Verdanderungen Parameter V5 und z der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung

durch Mutation zu Alanin (AVgs und Az) bei KCNQ1 und bei Shaker wurden gegeneinander aufgetragen.
(Werte fiir Shaker aus Yifrach & MacKinnon 2002).

Zum anderen ist beim Alanin-Scan von Shaker eine deutliche Korrelation AV s und Az
zu erkennen. Eine Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson liefert einen
Wert von -0.84 und deutet damit ebenfalls auf eine lineare Korrelation hin. Bei den
Mutanten des Alanin-Scans von KCNQI hingegen ist keine lineare Korrelation zu
erkennen; der Pearsonsche Korrelationskoeffizient betrdgt -0.27. Dies hat auch zur
Folge, dass eine Verschiebung von Vjs zu negativeren Potentialen nur bei einer
Mutation auch zu einem stark negativen AAG fiihrte, wihrend bei allen Mutationen mit
positiven AVys-Werten auch ein positiver AAGy-Wert zu finden waren. Insgesamt
waren die Aktivierungskurven bei KCNQ1 deutlich flacher als bei Shaker, entsprechend
waren die z-Werte niedriger. Eine mogliche Erkldrung dafiir ist, dass das
Offnungsverhalten von KCNQ1-Kanilen nicht nur von der Spannung, sondern auch
sehr stark von anderen Faktoren abhédngt. Dazu zidhlen in ersten Linie die Temperatur
und die Regulation durch Ca** (Busch & Lang 1993; Seebohm et al., 2001a; Ghosh et
al., 2006; Shamgar et al., 2006). Dafiir spricht auch der Aufbau der Kanile: KCNQI-
Kanile zeichnen sich durch eine relativ groBe C-terminale cytoplasmatische Doméne
aus (Schmitt et al., 2000), wihrend Kanile, die zur Kv-Familie gehoren, eine grofe N-
terminale cytoplasmatische Doméne besitzen (Li et al., 1992; Long et al., 2005a). An
dieser cytoplasmatischen Doménen kénnen regulatorische Proteine binden und auch die
Tetramerisierung wird iiber diesen Bereich vermittelt. Man kann sich leicht vorstellen,
dass durch die rdumliche Nihe von regulatorischer Domine und Kanalpore das Offnen

von KCNQI1-Kanilen stirker moduliert wird als das Offnen von Shaker-Kanilen.
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KCNQI-Kanile #hneln daher in ihrem Offnungsverhalten moglicherweise eher den
calciumabhiéngigen BK-Kanilen oder den temperaturabhéngigen TRP-Kanilen dhneln
als Shaker-Kanidlen. Auch TRP-Kanile zeigen eine spannungsabhingige Aktivierung
mit einer relativ flachen Steigung; der Aktivierungsmittelpunkt wird durch die
Temperatur oder Agonisten wie Menthol und Capsaicin verschoben (Voets et al., 2004).
Eine Regulation der Aktivierung von KCNQI1 durch Calcium-Calmodulin wurde erst
kiirzlich nachgewiesen (Shamgar et al., 2006). Die Calmodulin-Bindungsstelle befindet
sich C-terminal von der S6-Helix. Eine Erhohung der intrazelluliren Ca**-
Konzentration fiihrt zu einer Beschleunigung der Aktivierungskinetik und zu einer
Linksverschiebung der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung. Dieser Mechanismus
zeigt Ahnlichkeit mit der allosterischen Regulation von BK-Kanilen (Horrigan &
Aldrich 2002). Eine physiologische Rolle konnte dies bei der Anpassung der

Repolarisation an die Aktionspotentialdauer spielen.

Die spannungsabhéngige Inaktivierung, die bei einigen Alanin-Mutanten und auch bei
der untersuchten LQT-Mutation KCNQ1 a344y auftrat, wurde bereits im Zusammenhang
mit jener Mutation diskutiert (vgl. Abschnitt 5.2). Auch fiir die meisten Mutanten des
Alanin-Scans lédsst sich diese Inaktivierung mit einem Kolabieren der Pore erklidren und
wurde auch fiir Mutationen in diesem Bereich des Kanals beschrieben (Seebohm et al.,
2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nicht iiberpriift, wie sich diese Inaktivierung bei
Co-Expression mit KCNE1 veridndert, es ist jedoch anzunehmen, dass sie vermindert

wird.

Um die verzogerte Inaktivierung von KCNQ1-Kanilen zu erkldaren wurde ein ,,Flicker*-
Zustand des offenen Kanals postuliert (Pusch et al., 2000; Seebohm et al., 2003b).
Dieser ,,Flicker“-Zustand erklirt zum einen die Inaktivierung von KCNQ1-Kanilen, die
im ,;hook* der Tail-Strdbme zu erkennen ist, und zum anderen die ungewohnlich groB3e
relative Leitfihigkeit fiir Rb*. In der Arbeit von Seebohm und Mitarbeitern (2003b)
wurde eine deutliche Korrelation zwischen diesen beiden Phidnomenen gefunden
(r=0.79). Im Gegensatz dazu konnte bei den untersuchten Alanin-Mutanten in der
vorliegenden Arbeit keine eindeutige Korrelation zwischen dem Inaktivierungsverhalten
und der relativen Rb*/K*-Leitfihigkeit festgestellt werden. Der Korrelationskoeffizient
betrdgt nur 0.21. Eine mogliche Erklarung fiir diese Diskrepanz ist die Tatsache, dass in

der Studie von Seebohm et al. (2003b) insgesamt nur wenige Alanin-Mutationen
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untersucht wurden. Auflerdem wurden die Positionen der untersuchten Mutationen
gezielt ausgewihlt; sie lagen in Bereichen, von bereits zuvor gezeigt wurde, dass sie die
Inaktivierung von KCNQI-Kanilen beeinflussen (Seebohm et al, 2001b). Dagegen
wurden im Alanin-Scan dieser Arbeit alle Alanin-Mutationen im Bereich der S6- und
S6-Helix sowie der verbindenden Porenregion in die Analyse einbezogen. Dies deutet
darauf hin, dass nur fiir bestimmte Bereiche in der Porenregion von KCNQI eine

Kopplung von Inaktivierung und relativer Rb*/K*-Leitfihigkeit besteht.

Anhand der Modellierung der verschiedenen Effekte der Alanin-Mutationen in der
Kristallstruktur von Kv1.2 zeigte sich, dass die meisten Aminosiuren, deren Mutation
zu Alanin das Offnungsverhalten oder die Inaktivierung verinderten, in der unteren
Hilfte des Kanals lagen. Obwohl die Ubertragung der untersuchten Effekte auf die
Kristallstruktur von Kv1.2 und die Interpretation dieser Modelle nur eine grobe
Néherung darstellt, lassen sich diese Ergebnisse mit der Kristallstruktur des gesamten
Kvl.2-Kanals vereinbaren, die eine dichte Packung und die Bewegung des
Spannungssensors im unteren Bereich des Kanals postuliert (Long et al., 2005a; Long et
al., 2005b). Allerdings wurden im Alanin-Scan von Shaker auch bei Mutationen im
mittleren Bereich von S6 starke Verinderungen auf das Offnungsverhalten festgestellt
(Yifrach & MacKinnon 2002). Diese liegen jedoch oberhalb des postulierten ,,glycine
hinge* G466 in der S6-Helix (Shealy et al., 2003). Dieser flexible Glycin-Rest soll eine
Art Scharnier bei der Offnung des Kanals darstellen. KCNQ1-Kaniile besitzen an dieser
Position ein Alanin (A336). Es konnte gezeigt werden, dass ein Glycin an dieser
Position fiir KCNQI-Kanile nicht wichtig ist, solange eine flexible Struktur PAG,
bestehend aus P343, A344 und G345, vorhanden ist (Seebohm et al, 2006). Diese
strukturellen Unterschiede konnten die unterschiedlichen Positionen der Mutationen mit
einem Einfluss auf die Aktivierung erkldren und zeigen die Grenzen der Modellierung

auf.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

A Amplitude

ANOVA Analysis of variance, Varianzanalyse

AP Aktionspotential

APD Aktionspotentialdauer

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

cDNA copy Desoxyribonukleinsdure

cRNA copy Ribonukleinsdure

C Kapazitit

G, Pipettenkapazitit

Cn Membrankapazitit

CHO chinese hamster ovary

dNTP 2’-Desoxyribonukleotid-5"-Triphosphat

A Differenz zweier Werte (z.B. Mutante-Wildtyp)

DIDS 4.,4'-Diisothiocyanatostilben-2,2'-disulfonsédure

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

EAD early afterdepolarisation, friihe Nachdepolarisation

EAG ether-d-go-go

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFP enhanced green fluorescent protein, verbessertes griin fluoreszierendes
Protein

EGTA Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)-N,N,N "N -tetraacetat

EKG Elektrokardiogramm

FCS fetal calf serum, fotales Kédlberserum

Xg relative Erdbeschleunigung

G Leitfahigkeit

Gax maximale Leitfdhigkeit
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h
HEK293
HEPES
HERG

1

ICso

Ik

Iks

I max

Lo
JLNS
k

[Kl;
[Klo
KChIP
Kv

Aem

Aex
LA

LB
LQTS
MEM
MOPS
mRNA

ODy
OPA

PBS

PCR
PKA
PKC
PIP2

human, Stunde

human embryonic kidney
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-piperzino)-ethansulfonsiure
humane ether-d-go-go related gene

Strom

Konzentration der halbmaximalen Inhibition

rapidly activating delayed rectifier potassium current
slowly activating delayed rectifier potassium current
maximaler Strom

transienter Auswértsstrom

Jervell- und Lange-Nielson-Syndrom

Steigungsfaktor in der Boltzmann-Gleichung
intrazelluldre Kaliumkonzentration

extrazelluldre Kaliumkonzentration

K+-channel interacting protein

spannungsabhingiger Kaliumkanal

Wellenldnge der Emission

Wellenlinge der Anregung

Lokalanésthetikum

Luria Bertani

long QT-Syndrom

minimal essential medium, Minimalmedium
(4-(N-Morpholino)-propan)-sulfonsiure

messenger Ribonukleinsdure

Anzahl (der Experimente)

optische Dichte bei x nm

operational amplifier, Operationsverstirker

p-Wert (Wahrscheinlichkeit) beim t-Test nach Student
phosphat buffered saline, Phosphat gepufferte Salzlosung
polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

Ladungsfluss
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~

N X =
IS x

©“

RNA

RWS
S1-S6
SDS

TdP
TAE
TE
TEA

Tris

(v/v)

(W/v)

wt

Vos

ZMNH

Korrelationskoeffizient
Widerstand

Sealwiderstand
Membranwiderstand
Serienwiderstand
Ribonukleinsiure
Raumtemperatur
Romano-Ward-Syndrom
Membransegmente der Kv-Kaniéle
sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
Zeit

Zeitkonstante

Torsades de pointes
Tris-Acetat-EDTA

Tris-EDTA

Tetraethylammonium
Tris(-hydroxymethyl)-aminoethan
Umdrehung pro Minute

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

Wildtyp

Spannung

Membranspannung

Spannung der halbmaximalen Aktivierung bzw. Inaktivierung
effektive Ladung

Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie Hamburg

Die Aminosduren wurden im Ein-Buchstaben-Code angegeben.
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