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I Einleitung

1 Struktur und Funktion spannungsgesteuerter Kaliumkanale

Kaliumselektive lonenkande bilden eine heterogene Familie von Membranproteinen, die in
nahezu alen erregbaren und nicht-erregbaren Zellen vorkommen (Rudy, 1988). Die
verschiedenen Typen unterscheiden sich sowohl in ihren strukturellen als auch in ihren
elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften (Chandy und Gutman, 1995).
Die ausgelibten Funktionen sind vielfdtig und reichen von der Erhatung des
Ruhemembranpotentials tUber Weiterleitung und Modulation von Aktionspotentialen bis hin
zur Regulation von Sekretionsprozessen, wie zum Beispiel der Insulinausschittung (Hille,
1992).

Kaiumkandle sind tetramere Molekile, die aus vier membranintegrierten o-Untereinheiten
bestehen, die eine zentrae Pore bilden (MacKinnon, 1991). Diese enthalten ale
Strukturmotive, um in vitro funktionelle Kandle zu formieren (Rudy, 1988; Pongs, 1992; Jan
und Jan, 1994). Als Hilfsproteine werden die B-Untereinheiten eingeordnet, die
membranintegriert oder assoziiert vorliegen und die elektrophysiol ogischen Eigenschaften der
Kand e modulieren kdnnen (Rettig et al., 1994).

Die Unterteilung in verschiedene Strukturklassen erfolgt nach der Anzahl der
Transmembranbereiche (TM) und der Porenregionen (P) der jewelligen o-
Kanaluntereinheiten: einwartsrektifizierende Kaiumkandle mit zwel
Transmembransegmenten (2TM), Kandle mit vier Transmembransegmenten (4TM) und die
grof3e Gruppe der Kaliumkanale mit sechs Transmembransegmenten (6TM).

In der Klasse der Kaiumkandle mit 6TM-Untereinheiten unterscheidet man als wichtigste
Genfamilien die spannungsgesteuerten K*-Kandle (Kv), die KCNQ-Kandle, eag-Kanile,
CNG-Kande und SK/IK-Kanae (Ubersichten bei Wei et al., 1996; Jan und Jan, 1997; Pongs,
1999).



I Einleitung 2

Diein der vorliegenden Arbeit untersuchten Kandle gehoren zur Familie der Kv-Kanédle. Das
erste Mitglied dieser Familie wurde 1987 aus dem Shaker-Locus von Drosophila
melanogaster kloniert (Papazian et al., 1987; Kamb et al., 1987; Pongs et al., 1988).
Durchsuchen von cDNA-Bibliotheken nach phylogenetisch konservierten Motiven fihrte zur
Isolierung zahlreicher weiterer homologer Proteine (Ubersicht bei Pongs, 1992), die bis heute
in neun Subfamilien mit jeweils mehreren Vertretern eingeordnet werden konnten (Chandy
und Gutman, 1995).

Durch Hydropathieanalysen und Struktur-Funktionsuntersuchungen konnte ein topol ogisches
Modéll erstellt werden (Miller, 1992; Durell und Guy, 1992), das durch Kristallisation des
prokaryotischen Kaliumkanals KcsA aus Sreptomyces lividans (Doyle et al., 1998;
MacKinnon et al., 1998) sowie verschiedener Domanen eukaryotischer Kande bestétigt
werden konnte (Kreusch et al., 1998; Bixby et al., 1999).

Diese Struktur ist allen Kv-Kanden trotz ihrer grof3en funktionellen Diversitdt gemein. Sie
setzen sich aus vier homologen a-Untereinheiten zusammen, die jewells sechs a-helikae
Transmembransegmente S1 bis S6 sowie zytoplasmatische N- und C-Termini aufweisen
(Kyte und Doolittle, 1982; Pongs, 1993). S1, S2, S3, S5 und S6 bestehen hauptséchlich aus
hydrophoben Aminosauren, wahrend $S4 basische Aminosauren enthdlt, die in regelmaliiger
Abfolge angeordnet sind (Catterall, 1988). Die hochkonservierte Struktur (R/K-X-X), mit X
als beliebiger hydrophober Aminoséure und n als Zahl zwischen vier und sieben(Pongs, 1993)
dient als Spannungssensor, der die Offnung des Kanals bei Depolarisation (iber einen
spezifischen Schwellenwert induziert (Papazian et al., 1991; Larsson et al., 1996).

Die zentrde Pore der Kandle entsteht durch die symmetrische Anordnung der o-
Untereinheiten (MacKinnon, 1991; MacKinnon et al., 1993). Sie weist eine hohe Selektivitat
fur Kalium auf, die durch die in alen Kaliumkanden konservierte Signatursequenz innerhalb
der P-Region vermittelt wird (Heginbotham et al., 1992, 1994). Diese hydrophobe
Porenregion zwischen S5 und S6 taucht von extrazellul&r in die Membran ein und verl&alt sie,
ohne sie zu durchqueren (Yellen et al.,, 1991). Gemeinsam mit den flankierenden
hydrophoben Transmembransegmenten S5 und S6 bilden die P-Regionen den permeablen
Bereich des Kanals (Durell und Guy, 1992).

Die Anderung des Offnungszustandes durch &uRere Reize, in diesem Fall durch
Spannungsanderungen, wird als gating bezeichnet. Das eigentliche Offnen der Pore erfolgt
vermutlich durch Konformationsanderungen der inneren Helices der a-Untereinheiten, die
sich wie an einem Scharnier um etwa 30° nach auf3en biegen. Struktur-Funktionsanalysen

ordnen damit den nach extrazelluldr gewandten Abschnitten eher die Funktion der Selektivitét
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zu, wahrend die zum Poreninneren gewandten Abschnitte das gating bestimmen (Doyle et al.,
1998; Zhou et al., 2001; Jiang et al., 2002).
Abbildung 1.1 zeigt ein schematisches Modell des Kanalaufbaus im Bereich der Pore.

Out

Abbildung 1.1: Struktur der Porenregion von Kaliumkanaluntereinheiten

Die Abbildung zeigt zwei a-Untereinheiten des Kaliumkanals KcsA. Die extrazellulére Seite der Zellmembran
weist nach oben. Die zentrale Pore ist mit einem roten Stern markiert, der Selektivitétsfilter ist orange eingefarbt.
Dieinneren Helices bilden das gate (,,Bundle®), hier im geschlossenen Zustand dargestellt. M1: auere Helix; P
Porenhelix; M2: innere Helix. (Abbildung aus Jiang et al., 2002)

2 Assoziation von Kaliumkanal-Untereinheiten

Die funktionelle Diversitdt von Kaliumkanden Ubertrifft die strukturelle um ein Vielfaches.
Neben der Assoziation der a-Untereinheiten mit B-Untereinheiten begrindet sich dies vor
allem in der Mdglichkeit der Zusammenlagerung verschiedener a-Untereinheiten (Isacoff et
al., 1990; Ruppersberg et al., 1990; Covarrubias et al., 1991; Li et al., 1992; Shen et al.,
1993). Die Bildung von Heteromultimeren konnte allerdings bisher nur fir Mitglieder
derselben Subfamilie nachgewiesen werden (Covarrubias et al., 1991; Rettig et al., 1992).
Vermittelt wird diese spezifische Interaktion — sowohl mit a- wie auch B-Untereinheiten und
KChiPs - durch eine zytoplasmatische Tetramerisierungsdoméne 1 (Tlag) am
aminoterminalen Ende der Untereinheiten (Li et al., 1992; Shen et al., 1993; Gulbis et al.,
2000; Scannevin et al., 2004). Dieser hochkonservierte Bereich besteht aus rund 130
Aminosduren (Pfaffinger und DeRubeis, 1995; Tu et al., 1996), von denen etwa 24 einem
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Subfamilien-spezifischen Interface zugeordnet werden konnten (Bixby et al., 1999). Diese
hauptséchlich polaren Residuen ndhern sich ihren Interaktionspartnern im Tetramer bis auf
unter 3,5 Angstrém an. So entsteht ein charakteristisches Geriist fiir die spezifische Bindung,
das gleichzeitig die Assoziation mit anderen Subfamilien verhindert. Von besonderer
Bedeutung ist hierbei ein Zinkionen-bindendes Sequenzmotiv, HXsCXCC. Bixby et al.
gelang die Identifikation dieses Motivs durch Kristallisation des ShawT1-Tetramers (Bixby et
al., 1999). Ein Modell dieser Struktur zeigt Abbildung 1.2.

Abbildung 1.2: Der Shaw T1 Tetramer

Die Grafik zeigt ein Modell der N-terminalen Tetramerisierungsdoméne, das anhand der ShawT1-
Kristallstruktur generiert wurde. Die vorn liegende Untereinheit wurde zur besseren Ubersicht weggelassen. Die
grauen Kugeln stellen Zink-Atome dar, die zur Stabilisierung der Interaktion von grof3er Bedeutung zu sein
scheinen. Die einzelnen Schichten sind farblich gekennzeichnet: Schicht 1 (aa 10-56) griin, Schicht 2 (aa 57-71)
blau, Schicht 3 (aa 72-94) rot, Schicht 4 (aa 95-111) gelb. (Abbildung aus Bixby et al., 1999)

Die genaue Betrachtung des Interface im Vergleich zwischen Shaw und Shaker ermdglichte
Bixby et al. Rickschlisse auf den Mechanismus der subfamilienspezifischen Erkennung der
verschiedenen Kv-Typen. Der Uberwiegende Teil der Residuen in diesem Bereich ist polar
(20 von 24 Aminosauren in Shaw, 20 von 22 in Shaker).

Von diesen sind acht zwischen Shaw und Shaker konserviert und liegen an aquivalenten
Positionen des Interface. Entgegen der Erwartung formen aber nur vier dieser Residuen
dieselben spezifischen Interaktionen mit anderen Seitenketten. Aufgrund unterschiedlicher

Konformationen der Proteine kommt es zur Ausbildung ganzlich anderer Briicken. So liegen
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bei spiel sweise zwischen Glu 78 und Arg 76 in Shaker starke Salzbindungen vor, wahrend bei
identischer Lage dieser Aminosduren in Shaw keinerlei Interaktionen entstehen. Abbildung
1.3 zeigt den schematischen Vergleich der Interfaces zwischen Shaw T1 und Shaker T1.

21 ND{ Asn7i |

-~ 10D2{ Asp103
e

Abbildung 1.3: Shaw T1 und Shaker T1 Interfaceim Vergleich

Die Grafiken zeigen schematisch die Interface-Kontakte in Shaw T1 (b) und Shaker T1 (c). Die einzelnen
Schichten sind farblich gekennzeichnet: Schicht 1 (aa 10-56 in Shaw) griin, Schicht 2 (aa 57-71in Shaw) blau,
Schicht 3 (aa 72-94 in Shaw) rot, Schicht 4 (aa 95-111 in Shaw) gelb. Zwischen den gegeniberliegenden
Untereinheiten sind die Interaktionen gekennzeichnet, die Zahlen geben den réaumlichen Abstand in Angstrém
an. (Abbildung aus Bixby et al., 1999)

Dies macht deutlich, dass die subfamilienspezifische Erkennung vor alem durch die
unterschiedliche Konformation der Proteine und damit Prasentation unterschiedlicher
Seitenketten zum Interface hin erfolgt. Untersuchungen mit gezielter Mutagenese einzelner
Residuen, denen aufgrund der Proteinfaltung eine hohe Bedeutung in der Interaktion der T1-
Untereinheiten zugesprochen worden war, belegten deren wichtige Rolle: Durch Austausch
dieser Aminosduren kam es zum Verlust der Bindungsfahigkeit, statt tetramerer Proteine
liel3en sich lediglich Monomere nachweisen (Strang et al., 2001).

Zusétzlich haben auch Transmembransegmente Einfluld auf die Tetramerisierung (Babila et
al., 1994; Tu et al., 1996). Die Aushildung funktioneller Kandle durch Kv2.1-Untereinheiten
trotz Deletion des Aminoterminus weist aul3erdem auf relevante Wechselwirkungen in bisher
nicht identifizierten Bereichen hin (VanDongen et al., 1990).
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3 Regulatorische a-Untereinheiten

Mehrere der isolierten Kvo-Untereinheiten, die aufgrund von Sequenzidentitdten unter 50 %
keiner der vier klassischen Familien Shaker (Kv1l), Shab (Kv2), Shaw (Kv3) oder Shal (Kv4)
zugeordnet werden konnten (Chandy und Gutman, 1995), weisen ein gemeinsames
Charakteristikum auf: Bei alleiniger heterologer Expression bilden sie keine homomultimeren
funktionellen Kandle aus, das heifd, in Patch-Clamp-Experimenten konnten keine Strome
gemessen werden. Werden sie allerdings mit Mitgliedern der Kv2-Subfamilie koexprimiert,
entstehen Subfamilien-tUbergreifende heteromultimere Kandle mit deutlich veranderten
funktionellen Eigenschaften (Hugnot et al., 1996; Castellano et al., 1997; Zhu et al., 1999).
Fur die a-Untereinheit von Kv2.3 konnte eine aus etwa 60 Aminosduren bestehende N-
terminale regulatorische Doméne identifiziert werden, die alein fur diese funktionellen
Eigenschaften verantwortlich zu sein scheint (Chiaraet al., 1999).

aa identity (%)

hKy6.2
rkv6.2 93.5
rKy6.1 62.0
rkyv2.1 39.2
rky2.2 41.0
rKy8.1 38.8
rkye.1 37.8
rky5.1 34.0
] rKy3.1 38.0
_| |: rky1.1 32.0
- rkv4.1 35.8
rky7.1 27.9

Abbildung 1.4: Dendrogramm reprasentativer Mitglieder der klassischen sowie der regulatorischen a-
Untereinheiten von Kv-Kanélen

Das Diagramm zeigt den Verwandtschaftsgrad von Kv6.2 zu anderen Mitgliedern der Kv-Familie.
Ubereinstimmungen in der Aminosiuresequenz sind am rechten Rand prozentual angegeben. (Abbildung aus
Zhu et al., 1999)

Um die charakteristischen Unterschiede zu bisher beschriebenen a-Untereinheiten auch in der
Namensgebung zum Ausdruck zu bringen, schlagen einige Autoren die Verwendung des
Terminus ,,y-Untereinheiten® vor (Robertson, 1997). Zu diesen sind die Untereinheiten Kv2.3,
Kv5.1, Kv6.1, Kv6.2, Kv7.1, Kv8.1, Kv9.1, Kv9.2 und Kv9.3 zu zdhlen. Im Dendrogramm ist
die Einordnung in Subfamilien aufgrund von Sequenzidentitéten nachvollziehbar (Abb. 1.4).
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Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kanal Kv6.2 formierte mit Kv2.1 heteromultimere
Kande mit elektrophysiologischen Eigenschaften der delayed-rectifier-Kandle. Im Vergleich
zu Kv2.1-Homomeren fand sich eine Verschiebung der Aktivierungsschwelle zu negativeren
Potentialen und eine deutlich verlangsamte Deaktivierung (Abb. 1.5). AufRerdem veranderte
sich die Sensitivitét gegentber dem Antiarrhythmikum Propafenon. Da Kv6.2 zudem in
menschlichem Herzgewebe nachgewiesen wurde, deuten die Daten auf eine Betelligung an
der Repolarisation kardialer Aktionspotentiale hin (Zhu et al., 1999).

A B
hKy2.1 156
hKy2.1-+hKy6.2
0.8 -
% 0.6
E hKy2.1
4] V
& 0.4
0.2 4
0 -
T T T T T T T T
-80 -40 0 40 80
Volt: \')
hKy6.2 oltage (mV)
C

h Kv2.1 +h Kv6.2

hKV2.1 +hKv6.2

3 nA
—

200 ms 2s

Abbildung 1.5: Veranderung der elektr ophysiologischen Eigenschaften in Kv2.1/Kv6.2-Heteromultimeren
Whole-cell patch-clamp-Messungen an CHO-Zellen zeigten eine deutliche Verschiebung der
Aktivierungsschwelle zu negativeren Potentialen (A, B) sowie eine Verlangsamung der Deaktivierung (C,D).
(Abbildung aus Zhu et al., 1999)

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Interaktion von Kv6.2 mit Kv2.1 spezifisch ist und von den
N-Termini der beiden Kandle vermittelt wird. Wahrend der Kv6.2 N-Terminusim Hefe-Zwei-
Hybrid-System keine Bindung mit sich selbst zeigt, ist die Fahigkeit zur Interaktion in
Koexpression mit dem Kv2.1 N-Terminus gegeben (Zhu et al., 1999). In diesem Bereich
liegen die bekannten T14 g-Doméanen, deren Beteiligung an der spezifischen Tetramerisierung

von Kv-Kanauntereinheiten bereits nachgewiesen wurde (s.0.).
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4 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war die Identifikation einzelner Bereiche und Aminosauren, die die
spezifische Bindung von hKv6.2 an hKv2.1 vermitteln.

Anhand von chiméren Konstrukten aus hKv6.2 und hKv2.1 sollten im Hefe-Zwei-Hybrid-
System groél3ere Bereiche ermittelt werden, deren Vorhandensein fur die Interaktionsfahigkeit
des Proteins notwendig, eventuell sogar hinreichend sein kénnten.

Angelehnt an die Kristallstruktur der Shaker-Tetramerisierungsdomane und die identifizierten
Interface-Aminosauren (Bixby et al.,, 1999) sollten auRerdem einzelne, nach der
Strukturanalyse ausgewahlte Residuen mutiert werden, um ihre Rolle in der Assoziation der
beiden Kanaluntereinheiten zu bewerten. Diese Untersuchungen sollten dazu beitragen, ein
Motiv zu erkennen, das die Subfamilien-spezifische bzw. -lUbergreifende Erkennung
vermittelt.
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1 Material

1 Chemikalien und Gebrauchsmaterialien

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen Amersham, Baker,
BD, Fluka, GibcoBRL, Macherey-Nagel, Merck, Perkin-Elmer, Riedel-de-Haen, Roth, Serva
und Sigma-Aldrich in p.A.- oder Reinstqualitét bezogen.

Enzyme, Molekulargewichtsstandards und Nukleosidtriphosphate wurden von den Firmen
Boehringer Mannheim, Clontech, Eurogentec, Invitrogen, New England Biolabs, Novagen,
MBI Fermentas, Pharmacia Biotech, Promega, Quagen, Stratagene und USB erworben.
Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech synthetisiert. Eine Liste der
verwendeten Oligonukleotide befindet sich im Anhang.

Die Bezugsquelle wird im Folgenden gesondert erwdhnt, wenn ein Einfluss auf die
Versuchsdurchfiihrung vorstellbar ist.

2 Lésungen und Puffer

Alle Lésungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt.

3-AT-Lbsung 1 M 3-Amino-1,2,4-triazol
(2wei-Hybrid-System) steril filtrieren

AP-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,5
(Dephosphorylierung) 100 mM EDTA
Dextrose-Stamml 6sung 40 % (W/v) Dextrose
(2wei-Hybrid-System) steril filtrieren

DNA-Probenpuffer (5x) 20 % (wi/v) Ficoll

(DNA-Gele) 100 mM EDTA

0,025 % (w/v) Bromphenolblau
0,025 % (w/v) Xylenxyanol

dNTP-Stamml 6sung 20 mM pro dATP, dCTP, dGTP, dTTP
(PCR)
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Dropout-L6sung (10x)
(Zwei-Hybrid-System)

Ethidiumbromid-Ldsung
(DNA-Gele)

Ligationspuffer (10x)

L6sung |
(Plasmidisolierung)

L6sung |1
(Plasmidisolierung)

Losung 11
(Plasmidisolierung)

NaACc/EDTA
(Sequenzierung)

PCR-Puffer (10x)

PEG/Lithiumacetat-L dsung
(Zwei-Hybrid-Losung)

200 mg/|
200 mg/l
200 mg/|
300 mg/l
1000 mg/l
300 mg/l
200 mg/|
500 mg/l
2000 mgl/l
200 mg/l
300 mg/|
200 mg/l
1500 mg/l
autoklavieren

L-Adenin Hemisulfat
L-Arginin HCI
L-Histidin Monohydrat
L-Isoleucin
L-Leucin

L-Lysin HCI
L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

L-Uracil

L-Vvdin

Je nach Selektionsbedingungen werden der Dropout-
Losung alle oder weniger Komponenten zugesetzt.

10 mg/ml
dunkel lagern
200 mM
100 mM
100 mM

6 mM

25 mM

10 mM
100 ug/mi
0,2 M

1 % (w/v)
3 M

15 M

250 mM
200 mM

20 mM
100 mM
100 mM

1 % (v/v)
1 mg/ml
40 % (wi/v)
10 mM

1 mM
100 mM

steril filtrieren

Ethidiumbromid

TrissHCI, pH 7,9
MgC|2
Dithiotreitol (DTT)
ATP

Tris-HCl, pH 7,9
EDTA
RNase A

NaOH
SDS

Kaiumacetat, pH 4,8

Natriumacetat
EDTA

Tris-HCI, pH 8,8
MgSO,

KCl

(NH4)SO4

Triton X-100
BSA, nukleasefrei

PEG 4000
Tris-HCl, pH 7,5
EDTA
Lithiumacetat
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Puffer N2
(Plasmidisolierung)

Puffer N3
(Plasmidisolierung)

Puffer N5
(Plasmidisolierung)

Puffer PE
(DNA-Reinigung)

Puffer QXI
(DNA-Reinigung)

Puffer S1
(Plasmidisolierung)

Puffer S2
(Plasmidisolierung)

Puffer S3
(Plasmidisolierung)

Restriktionspuffer
TAE (50x)
(DNA-Gele)

TB-Puffer

(kompetente Bakterien)

TE (10x)

100
15
0,9

100
15
1,15

100

O b~ wao

2,8

mM
% (VIV)
M

mM
% (VIV)
M

mM
% (VIV)
M

% (V/v)
mM
mM

mM
mM
mM
% (W/v)

mM
mM

pg/mi

M
% (wW/v)

M

Tris-H3PO4, pH 6,3
Ethanol
KCI

Tris-H3PO4, pH 6,3
Ethanol
KCI

Tris-H3POg4, pH 8,5
Ethanol
KCl

Ethanol
Tris-HCl, pH 7,5
NaCl

TrissHCI, pH 7,5
Nal

NaClO,

NaSOs

Tris-HCl, pH 8,0

EDTA
RNase A

NaOH
SDS

Kaliumacetat, pH 5,1

Es wurden jeweils die vom Hersteller zum Enzym
gelieferten Puffer verwendet.

2 M
100 mM
3 gl

15 mM
250 M
10,88 g/l
steril filtrieren
0,1 M

10 mM

Tris-Acetat, pH 8,0
EDTA

PIPES
CaCl 2
KCl

M gC| 2

Tris-HCl, pH 7,5
EDTA
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TE/Lithiumacetat-L 6sung
(Zwei-Hybrid-System)

Trager-DNA
(2wei-Hybrid-System)

3 Nahrmedien

0,01 M

1 mM
0,1 M
steril filtrieren
10 mg/ml
autoklavieren

TrissHCI, pH 7,5
EDTA
Lithiumacetat, pH 7,5

Heringssperma-DNA in 1x TE

Antibiotika wurden den Nahrmedien erst nach Autoklavieren und Abkihlung zugesetzt.

LB-Medium

LB/Amp-Medium

LB/Amp-Platten

LB/Tet-Platten

SD-Medium

SD-Platten

SOB-Medium

SOC-Medium

Y PD-Medium

Y PD-Platten

10 gl
10 o]
5 gl
100 mg/|
20 gl
100 mg/|
20 o7
25 mg/|
6,7 gl
100 ml
ad 850 ml
autoklavieren
50 ml
20 gl
20 gl
5 o7
0,5 gl
10 mM
20 o7
5 gl
10 mM
2,5 mM
10 mM
10 mM
20 mM
20 o7
10 gl
ad 950 ml
autoklavieren
50 ml

20 g

Bacto-Trypton, pH 7,4
NaCl
Hefeextrakt

Ampicillinin LB-Medium

Agar in LB-Medium
Ampicillin

Agar in LB-Medium
Tetracyclin

Hefe-Stickstoffbasis, pH 5,8
10x Dropout-L6sung
H,0

Dextrose-Stamml dsung
Agar in SD-Medium

Bacto-Trypton, pH 7,0
Hefeextrakt

NaCl

KCl

Bacto-Trypton, pH 7,0
Hefeextrakt

NaCl

KCl

M gC| 2

MgSO,

Glucose

Pepton, pH 5,8
Hefeextrakt
H-.0

Dextrose-Stamml 6sung

Agar in YPD-Medium
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4 Bakterien- und Hefestdmme

Escherichia coli XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,
relAl, lac[ F proAB lacl9%ZAM15Tn10(Tet")]
(Stratagene)

Escherichia coli TOP10 F" mcrA A(mrr-hsdRM S-mcrBC) ®80lacZAM 15

AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu) 7697
galU galK rpsL (Str7) endA1 nupG

(Invitrogen)

Saccharomyces cerevisiae CG1945 MATa, ura3-52, his3-200, lys2-801, ade2-101,
trp1-901, leu2-3, 112, gal4-542, gal80-538,
cyh'2, LYS2:: GAL1yasGAL 11ata-HIS3,
URAS:: GAL4 7mersixa)-CYClrata-lacZ

(Clontech)
5 Molekulargewichtsstandards
Smart DNA Ladder 14 Banden in regelméiiigem Abstand von 200 bis
10000 bp
(Eurogentec)
GeneRuler 100bp 14 Banden in regelmaliigem Abstand von 100 bis
3000 bp
(Eurogentec)
6 Vektoren
pAS2-1 Klonierungsvektor im Hefe-Zwei-Hybrid-System, enthélt die

GAL4-Bindedoméne
(Clontech)
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pGAD424 Klonierungsvektor im Hefe-Zwei-Hybrid-System, enthélt die
GAL4-Aktivierungsdomane
(Clontech)

pBluescript KS™ Klonierungsvektor
(Stratagene)



" Methoden 15

1] Methoden
1 DNA-Techniken
1.1 Herstellung kompetenter Bakterien

(Inoue et al., 1990)

Die Bakterien wurden auf einer LB/Tet-Platte ausgestrichen und GN (37°C) kultiviert. Ein
Ansatz von 125 ml SOB-Medium wurde mit 5 Kolonien angeimpft und nach Zugabe von
Magnesium (Endkonzentration: 10 mM MgCl, und 10 mM MgSO,) bei 22-25°C bis zu einer
optischen Dichte (ODey) von 0,3-0,5 bebritet. Nach Abkihlen (10 min, Eis) und
Zentrifugation (2500 x g, 5 min, 4°C) wurden die Bakterien in TB-Puffer resuspendiert (40
ml, Eis), inkubiert (10 min, Eis) und erneut zentrifugiert (s.0.). Der Niederschlag wurde in
TB-Puffer resuspendiert (10 ml, Eis) und nach Zugabe von 750 ul Dimethylsulfoxid (DM SO)
inkubiert (10 min, Eis). Die resuspendierten Zellen wurden aliquotiert (200 ul), in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bel -70°C gelagert.

1.2 Transformation von Bakterien
(Sambrook et al., 1989)

Zur Transformation des E. coli-Stammes XL1-Blue wurden 100 ul ener Suspension
kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA (50-100 ng) oder einem Ligationsansatz (20 ng
DNA) for 30 min auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock (2 min, 42°C) und Abkihlen des
Ansatzes (5 min, Eis) erfolgte die Zugabe von 800 ul LB-Medium und eine Inkubation bei
37°C fur 30 min im Schittler (200 UpM). Die Zellen wurden sedimentiert (3000 x g, 5 min,
RT), in 100 ul LB-Medium aufgenommen, auf LB/Amp-Platten (100 pug/ml Ampicillin)
ausplattiert und UN kultiviert (37°C).

Zur Transformation des E. coli-Stammes TOP10 wurden 50 ul einer Suspension kompetenter
Bakterien mit Plasmid-DNA (50-100 ng) oder einem QuikChange™ PCR-Ansatz fir 30 min
auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock (30 s, 42°C) und Abkuhlen des Ansatzes (2 min, Eis)
erfolgte die Zugabe von 250 ul SOC-Medium und eine Inkubation bel 37°C fir 30 min im
Schittler (200 UpM). Anschlief3end wurden die Zellen kurz abgekihlt (2 min, Eis), auf
LB/Amp-Platten ausplattiert und UN bei 37°C kultiviert.
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1.3 Plasmidisolierung aus E. coli

1.3.1 Plasmidisolierung aus 2 ml-Kulturen
(Sambrook et al., 1989)

2 m LB/Amp-Medium (100 pg/ml Ampicillin) wurden mit einer Plasmid-tragenden
Einzelkolonie der verwendeten E. coli-Stammes angeimpft und UN im Warmluftschittler
(37°C, 170 UpM) kultiviert. 1,5 ml dieser Kultur wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3
Uberfihrt und zentrifugiert (3000 x g, 1 min, RT). Das Sediment wurde in 100 ul Lésung |
resuspendiert, mit 200 ul Lésung Il versetzt und vorsichtig durch Invertieren gemischt, bisdie
Losung klar und viskds wurde. Nach Zugabe von 150 ul Losung I11 sowie 50 ul Chloroform
wurde der Ansatz durchmischt, auf Eis inkubiert (5 min) und zentrifugiert (15000 x g, 5 min,
RT). Die wassrige Phase wurde abgenommen, zur Fallung der Plasmid-DNA mit 300 pl
Isopropanol versetzt und zentrifugiert (15000 x g, 15 min, RT). Der Niederschlag wurde mit
Ethanol (75 %) gewaschen, getrocknet und in 20 ul TE aufgenommen.

1.3.2 Plasmidisolierung aus 50 ml-Kulturen
(Macherey-Nagel Nucleobond AX Handbuch, 1997)

Zur Plasmidisolierung aus 50 ml-Kulturen wurde das Nucleobond AX 100-System verwendet.
Es wurden 50 ml LB/Amp (100 pg/ml Ampicillin) mit einer Plasmid-tragenden Einzelkolonie
angeimpft und UGN im Warmluftschittler (37°C, 170 UpM) inkubiert. Die Zellen wurden
sedimentiert (6000 x g, 10 min, 4°C) und in 4 ml Puffer S1 aufgenommen. Nach Zugabe von
4 ml Puffer S2 wurde die Suspension vorsichtig durchmischt und bis zum Aufklaren der
Losung inkubiert. Anschliefend wurden 4 ml Puffer S3 (4°C) zugesetzt, der Ansatz
durchmischt und auf Eis inkubiert (5 min). Das Gemisch wurde zentrifugiert (10000 x g, 10
min, 4°C), filtriert und auf eine mit 2 ml Puffer N2 aquilibrierte Sdule gegeben. Die Saule
wurde mit 8 ml Puffer N3 gewaschen. Die Elution erfolgte mit 4 ml Puffer N5. Zur Falung
der Plasmid-DNA wurden 2,8 ml Isopropanol zugesetzt und zentrifugiert. (15000 x g, 15 min,
RT). Das Sediment wurde mit 5 ml Ethanol gewaschen, getrocknet und in TE-Puffer

resuspendiert.
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1.4 Restriktionsverdau von DNA
(Sambrook et al., 1989)

Die zu schneidende Menge DNA wurde mit der zweifachen Menge der berechneten
Enzymeinheiten unter den vom Hersteller empfohlenen Bedingungen inkubiert. Der
Restriktionsverdau wurde anschlief3end durch Zugabe von Probenpuffer gestoppt und zur
Gelelektrophorese eingesetzt. Bel inkompatiblen Pufferbedingungen erfolgte ein sequentieller
Verdau, wobei zwischen den Restriktionen eine Hitzeinaktivierung (10 min, 75°C) sowie eine

Mikrodialyse des Reaktionsansatzes durchgefuhrt wurde.

1.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

15.1 Standard-PCR
(Saiki et al., 1988)

Zur Amplifikation von DNA wurde folgender Standardansatz (50 upl) in ein steriles
Reaktionsgefald pipettiert. Die Tag-Polymerase und die erforderlichen Reaktionspuffer
wurden von GIBCO BRL bezogen.

DNA X ng
Oligonukleotid 1 50 pmol
Oligonukleotid 2 50 pmol
Nukleotide (ANTPs) je 500 uM
PCR-Puffer (10 x) 5ul
Tag-Polymerase S5U

H20 ad 50 ul

Die Polymerasekettenreaktion erfolgte in einem TrioBlock (Biometra) mit Heizdeckel oder in
einem Robocycler (Stratagene) nach folgendem Temperaturprofil in 20 Zyklen:
Denaturierung 94°C 30s
Hybridisierung Tm-4°C 45s
Synthese 72°C 60 s/ kb PCR-Produkt
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Die Dauer der Synthese war von der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes
abhangig. Die Schmelztemperatur richtete sich nach deren Lange und Zusammensetzung und
wurde entsprechend folgender Naherung ermittelt:
Tm=4x (G+C) + 2x (A+T)

Bel Verwendung von Oligonukleotiden mit unterschiedlichen Schmelztemperaturen wurde
die Hybridisierung bei dem niedrigeren T,-Wert durchgefiihrt. Im Anschlul3 an die
Temperaturzyklen erfolgte eine dreiminttige Inkubation bei 72°C. Danach wurde auf 4°C
abgekuhlt. Die Anayse und weitere Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mittels
Gelelektrophorese. Bei Amplifikation langer DNA-Fragmente wurde Turbo-Pfu-Polymerase
(Clontech) verwendet. Bei GC-reichen Sequenzen erfolgte aufRerdem der Zusatz von 5 %
(v/v) DMSO und / oder 1 M Betain.

1.5.2 Overlap-PCR

Zur Klonierung von chimdren Konstrukten wurde nach dem Prinzip der Overlap-PCR
vorgegangen. Dazu wurden zunéchst in getrennten PCR-Ansétzen der 5°- bzw. der 3'- Antell
des Konstruktes hergestellt. Die verwendeten Oligonukleotide waren bereits chimar
aufgebaut, so dass ein Teil des Primers Uberlappte und sich nicht an das Template anlagerte.
Nach Aufreinigung in der Gelelektrophorese wurden diese PCR-Produkte in einer weiteren
Reaktion als Matrize eingesetzt. Dabei erfolgte die Zugabe der Oligonukleotide erst nach
mehreren Zyklen, in denen sich die komplementér Uberlappenden Anteile der Produkte
aneinander lagerten und die Synthese begann. Das chimére Konstrukt wurde schliefdlich nach
Aufreinigung Uber die Gelelektrophorese gewonnen.
Fur die PCR zur Herstellung der 5- bzw. 3"-Enden wurde nach dem Standard-Protokoll
vorgegangen (siehe 1.5.1).
Fur den Schritt der Amplifizierung des Gesamtprodukt wurde folgender Ansatz gewahlt:
PCR-Produkt 5'-Ende 2 pl des Eluats nach Gelelektrophorese
PCR-Produkt 3"-Ende 2 pl des Eluats nach Gelelektrophorese

Oligonukleotid 1 50 pmol

Oligonukleotid 2 50 pmol } Zugahe spater
Nukleotide (ANTPs) je 500 uM

PCR-Puffer (10 x) 5ul

Turbo-Pfu-Polymerase  5U
H20 ad 50 pl
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Zum Teil wurde zur Stabilisierung auf3erdem 10 % (v/v) DM SO zugesetzt.
Die Polymerasekettenreaktion erfolgte in einem TrioBlock (Biometra) mit Heizdeckel oder in

einem Robocycler (Stratagene) nach folgendem Temperaturprofil :

Denaturierung 96°C 3min

Denaturierung 96°C 30s

Hybridisierung 40°C 60s 3 Zyklen
Synthese 72°C 60 s

Zugabe der Oligonukleotide

Denaturierung 96°C 30s

Hybridisierung 53°C 30s 25 Zyklen
Synthese 72°C 60s

Im Anschlul3 an die Temperaturzyklen erfolgte eine dreiminitige Inkubation bei 72°C.
Danach wurde auf 4°C abgekihlt. Die Analyse und weitere Aufreinigung der PCR-Produkte
erfolgte mittels Gelel ektrophorese.

Abbildung 3.1 zeigt schematisch das VVorgehen bel der Overlap-PCR:
1. Zwei getrennte PCR fr 5°- und 3"-Ende

5 3
I Tyl ate A

M 3-Overlap-Primer

5 -Primer mit Startcodon ! I [E59—3"-Primer mit Stopcodon

5-Overlap-Primer | | TemplateB
5 3

|

2.5- und 3"-Ende as Matrize fur das Gesamtprodukt

5-Ende
5 3

> 3’-Primer mit Stopcodon

% > -J—S’-Ende
5 -Primer mit Startcodon S 3

Abbildung 3.1: Vorgehen bei der Overlap-PCR.
Die Pfeile im unteren Teil der Abbildung symbolisieren die Synthese des Gesamtprodukts.
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1.5.3 Gezielte in-vitro-Mutagenese
(QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Instruction Manual,
Stratagene, 1996)

Die gezielte Mutagenese einzelner Aminosauren zur Erzeugung von Punktmutanten wurde
nach dem Prinzip der QuikChange™ Site Directed Mutagenesis durchgefiihrt.

Dabel diente ein Insert-tragender Vektor as Matrize. Die Mutation wurde durch
entsprechende Oligonukleotide in das Insert eingefiihrt. Wahrend der PCR wurde das gesamte
Plasmid amplifiziert. Anschlieffend wurde der PCR-Ansatz in einen Restriktionsansatz
eingesetzt, in dem das Enzym Dpn | methylierte Matrizen-DNA abbaute. Die amplifizierten
Plasmide, die die gewilnschte Mutation trugen, blieben erhalten und wurden in
hochkompetente Bakterienzellen transformiert.

Zunéchst wurden jeweils zwei Mutagenese-Primer entworfen, die mittig die gewinschte
Mutation trugen und mit den komplementéren DNA-Strangen der betroffenen Region
hybridisierten. Da bel der PCR der komplette Vektor amplifiziert wurde, wurden die zu
modifizierenden Konstrukte in pBluescript KS™ umkloniert. Dieser Vektor erschien von seiner
Grofe her geeigneter; eventuelle Amplifikationsmutationen im Trégerplasmid wurden
auf3erdem durch die anschlief3ende Subklonierung in die Hefevektoren beseitigt.

Die Polymerasekettenreaktion wurde nach folgendem Protokoll durchgefihrt:

DNA 25-50 ng
Oligonukleotid 1 10 pMol
Oligonukleotid 2 10 pMol
dNTPs je25mMm
10 x PCR-Puffer 5l
Turbo-Pfu 1l

H20 ad 50 pl

Fir den Austausch einzelner Aminosauren wurde nach vollstandiger Denaturierung ( 94°C,

30 s) folgendes Temperaturprofil in 16 Zyklen ausgefthrt:

Denaturierung 94°C 30s
Hybridisierung 55°C 60s
Synthese 68°C 2 min/kb Plasmidlange

Anschlief3end wurde dem Ansatz 1 ul Dpn | (10 U/ul) zugesetzt, die Inkubation erfolgte fir 1
Stunde bei 37°C. Anschlief3end wurde jeweils 1 ul jedes Ansatzesin 50 ul-Aliquots
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hochkompetenter TOP10-Zellen gegeben. Die Transformation und Weiterverarbeitung

erfolgte wie unter 1.2 beschrieben.

1.6 Gelelektrophorese von DNA
(Sambrook et al., 1989)

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarosegele
in GNA-100 Elektrophoresekammern (Pharmacia Biotech) mit 1 x TAE-Puffer und 0,5 ug/ml
Ethidiumbromid verwendet. Entsprechend der aufzutrennenden Fragmentgrof3en wurden
Agarosekonzentrationen von 0,7 bis 2,0 % eingesetzt. Der zu anaysierende DNA-Ansatz
wurde mit der erforderlichen Menge an DNA-Probenpuffer versetzt und in die Probentaschen
des Agarosegel s pipettiert. Die Spannung wurde auf 10 V/cm eingestellt. Die Laufzeit richtete

sich nach den Erfordernissen der jeweiligen Trennung.

1.7 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
(QIAGEN QIAEX Il Handbook, QIAGEN, 1996)

Bel der Extraktion durch Adsorption an QIAEX |1-Partikeln wurde die DNA-haltige Agarose
unter schwacher UV-Strahlung ausgeschnitten, in ein Reaktionsgeféld tberfuhrt und mit dem
dreifachen Volumen Puffer QX | versetzt. Nach Zugabe von 10 ul sorgféltig resuspendierter
QX 1l-Partikel wurde der Ansatz fur 10 min bel 50°C unter Schitteln (200 UpM) inkubiert.
Nach Zentrifugation (15000 x g, 30 s, RT) wurde der Niederschlag in 500 ul Puffer QX |
resuspendiert und erneut zentrifugiert (s.0.). Anschlief3end wurde der Niederschlag zweimal
mit 500 ul Puffer PE gewaschen und getrocknet (15 min, RT). Die Elution der DNA erfolgte
durch Zugabe von 20 ul TE und Inkubation fir 10 min bel RT. Nach Zentrifugation (s.0.)
konnte der DNA-haltige Uberstand abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefal tiberfiihrt

werden.

1.8 Mikrodialyse von DNA

Der DNA-hatige Restriktionsansatz wurde auf einen Mikrodiayse-Filter (Millipore,
Durchmesser 13 mm, Porengrofe 0,025) gegen bidestilliertes Wasser dialysiert. Nach 30 min

wurde die Losung abgenommen und entsprechend weiterverwendet.
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19 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA
(Sambrook et al., 1989)

Nach Restriktionsverdau wurde der Ansatz mit dem entsprechenden AP-Puffer versetzt und
mit alkalischer Phosphatase inkubiert. Die erforderliche Enzymmenge richtete sich nach der
Menge eingesetzter DNA (1 U pro 50 pMol 5°-Enden, 1-2 h, 37°C). Die dephosphorylierte
DNA wurde anschlief3end mittels Gelel ektrophorese gereinigt.

1.10 Ligation von DNA-Fragmenten
(Sambrook et al., 1989)

Zur Ligation wurden 20 ng Vektor-DNA, die in der Regel nach einem analogen
Restriktionsansatz wie die Inserts vorbereitet wurden, mit einem dreifachen molaren
UberschulR an Fragment-DNA in einem Volumen von 10 pl in Ligationspuffer mit T4-DNA-
Ligase (1 U) inkubiert (2 h, RT oder 4 h, 16°C). Der Ligationsansatz wurde anschlief3end
direkt zur Transformation eingesetzt (s. 1.2).

1.11 DNA-Sequenzierung

Die automatische Sequenzierung wurde am ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer
durchgefiihrt. Die Vorbereitung der Proben erfolgte mit dem ABI PRISM™ Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Kit, welches auf dem Prinzip des Kettenabbruchs durch
Dideoxy-Nukleotide basiert. Diese sind an luminiszierende Gruppen gekoppelt, die jewellsin
einem anderen Fregquenzbereich luminiszieren. So braucht pro Sequenzierprobe nur eine
Reaktion angesetzt werden.

Dazu wurde jeweils folgender Reaktionsansatz fur die PCR verwendet:

Plasmid-DNA 100- 250 ng
Oligonukleotid 10 pMol
BigDye Premix 4l

H>O ad 10 pl

Die Polymerasekettenreaktion erfolgt in einem Trioblock (Biometra) mit Heizdeckel nach
folgendem Temperaturprofil in 25 Zyklen:
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Denaturierung 94°C 30s
Hybridisierung 50°C 15s
Synthese 60°C 4 min

AbkUhlung auf 4°C
Anschlief3end wurde der Ansatz zur Fallung der amplifizierten DNA mit 2 ul NaAc/EDTA
und 80 ul Ethanol versetzt und 15 min auf Eis inkubiert. Anschliefiend wurde die Probe
zentrifugiert (15000 x g, 15 min, RT) und der Niederschlag mit 500 ul Ethanol (70 %)
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (15000 x g, 5 min, RT) wurde der Niederschlag
getrocknet und in 20 ul Template Suppression Reagent aufgenommen zur Sequenzierung

eingesetzt.

2 Hefe-Zwei-Hybrid-System

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System dient zur Identifikation von Protein-Protein-Interaktionen in
Vivo.

Grundlage bildet die Struktur eukaryotischer Transkriptionsfaktoren, die aus zwei Doménen
definierter Struktur und Funktion bestehen: Die DNA-Bindungsdomane (DNA-BD) erkennt
spezifische Sequenzen einer upstream activating sequence (UAS), die Aktivierungsdoméne
(AD) initilert den Transkriptionskomplex. Vom Promotor ausgehend erfolgt durch
Zusammenwirken dieser Komponenten die Transkription des Genprodukts.

Im Hefe-Zwei-Hybrid-System liegen die DNA-BD und AD des Transkriptionsfaktors GAL4
in zwei verschiedenen Vektoren vor. Die cDNA der auf Interaktion zu untersuchenden
Proteine werden so in je einen der Vektoren kloniert, dass bel Expression Fusionsproteine aus
dem GAL4-Anteil und dem jeweiligen Protein entstehen. Bei Interaktion der untersuchten
Protein wird der Transkriptionsfaktor durch raumliche Anndherung wieder komplettiert.
Dadurch erfolgt die Aktivierung des Reportergens, in diesem Fall des HIS3-Gens.

Es wurde das Matchmaker ™-System von Clontech verwendet. Als DNA-BD enthaltender
Vektor diente pAS2-1, die AD-Doméne lag in pGAD424 vor.

Als Reporterstamm wurde der Hefestamm CG1945 verwendet. Er enthdlt die GAL4-
abhangigen Reportergene LacZ und HIS3. Die Zelen sind Leucin- und Tryptophan-
auxotroph. Dieser Mangel konnte durch Aufnahme des pAS2-1-Vektors mit dem TRP1-Gen
bzw. des pGAD424-V ektors mit dem LEU2-Gen ausgeglichen werden. Mangelmedien ohne
Leucin und Tryptophan konnten somit zur Identifikation von Doppeltransformanden
verwendet werden.
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Das HIS3-Gen kann in geringem Mal3e autoaktiviert werden. Dies konnte durch Zugabe von
3-AT im SD-Medium unterdriickt werden. Somit war Wachstum auf Histidin-Mangelmedien
nur moglich, wenn das HIS3-Gen durch Wiederherstellung des GAL4-Transkriptionsfaktors
aktiviert wurde. Dadurch konnte der Riickschlul® auf Interaktion der Fusionsproteine gezogen

werden.

2.1 Kultivierung von Hefestdmmen
(Guthrie und Fink, 1991)

Hefestdmme wurden als Glycerin-Dauerkultur (in YPD-Medium, 25 % (v/v) Glycerin, -70°C)
gelagert bzw. auf YPD-Platten ausgestrichen und 2-3 Tage bel 30°C inkubiert. Die Platten
konnten anschliefRend bei 4°C bis zu 8 Wochen gelagert werden. Dann erfolgte ein erneuter

Ausstrich der Zellen. Nicht-transformierte Hefestamme wurden auf Vollmedium-Platten,
transformierte Hefestamme auf Selektionsmedium-Platten kultiviert.

2.2 Praparation kompetenter Hefezellen
(Guthrie und Fink, 1991)

Mehrere rétlich-braun gefarbte Kolonien (& 2-3 mm) des Hefestammes wurden in 50 ml
Y PD-Medium resuspendiert und unter Schitteln (250 UpM, 30°C, UN) bis zum Erreichen der
stationdren Phase (ODggo > 1,5) inkubiert. Diese Vorkultur wurde mit YPD-Medium in eéinem
Gesamtvolumen von 300 ml zu einer ODggo von 0,2-0,3 verdunnt. Nach Erreichen einer
ODggo von 0,4-0,6 (230 UpM, 30°C, 2-3 h) wurden die Hefezellen abzentrifugiert (1000 x g,
RT, 5 min) und das Sediment in 50 ml sterilem H,O bidest. gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurde das Pellet in 1,5 ml TE/Lithiumacetat-

L 6sung aufgenommen und bel RT gelagert.

2.3 Transformation von Hefezellen
(Guthrie und Fink,1991)

Zur Transformation wurden jeweils 0,1-1 pg Plasmid-DNA der Aktivierungs- bzw.
Bindedomane tragenden Vektoren mit 100 ug Trager-DNA, 100 ul frischer Zellsuspension
und 600 ul frischer PEG/Lithiumacetat-L 6sung versetzt, durchmischt und bei 30°C inkubiert
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(200 UpM, 30 min). Nach Zugabe von 70 ul DM SO und vorsichtigem Durchmischen durch
Invertieren erfolgte der Hitzeschock bel 42°C im Wasserbad (15 min). Die Zellen wurden auf
Eis abgekuhlt (2 min), danach zentrifugiert (14000 UpM, RT, 5 s) und das Sediment in 100 pl
steril filtriertem TE-Puffer aufgenommen. Die Zellsuspension wurde anschlief3end auf

Selektionsmedium ausplattiert und die Platten 2-4 Tage bei 30°C inkubiert.

2.4 Identifikation interagierender Proteine mit dem Hefe-Zwei-
Hybrid-System
(Matchmaker ™ GAL4 Two-Hybrid User Manual, Clontech, 1997)

Die Plasmide wurden in Hefezellen des Stammes CG1945 transformiert und einzeln auf
Fahigkeit zur Autoaktivierung der Reportergene Uberprift. Autoaktivierung lief? sich durch
Zusatz von 3-AT in einer Konzentration von 4-8 mM im Medium unterdricken.

Zur Untersuchung der Interaktion zweier Proteine erfolgte die simultane Transformation der
Plasmide, die die Fusionsproteine kodieren. Die Durchfihrung entsprach im Wesentlichen
obigem Protokoall (s. 2.3).

Zur Selektion von Doppeltransformanden wurde die Zellsuspension auf —TRP/-LEU-
Mangelmedium ausplattiert. Nach 3-5 Tagen Inkubation bel 30°C konnten die selektierten
Doppeltransformanden auf —TRP/-LEU/-HIS-Mangel medium tberimpft werden.

Dazu wurden je Probe 3 Kolonien in je 30 ul sterilem H,O bidest. resuspendiert.
Anschliefiend wurden jeweils 2,5 ul Zelsuspension auf verschiedene Selektionsmedien
aufgetropft. Dabei handelte es sich um Selektivmedium zur Bestétigung der
Doppeltransformanden (-TRP, -LEU) und zur Identifikation von interagierenden Proteinen (-
TRP, -LEU, -HIS, 3-AT in Konzentration zwischen 2 und 8 mM). Die Platten wurden
anschlief3end 5-7 Tage bei 30°C inkubiert.

3 Computergestiitzte Analysen

Computergestitzte Analysen von DNA-und Proteinsequenzen wurden mit Hilfe des
Lasergene-Programmpaketes DNASTAR (DNASTAR Inc., www.dnastar.com) durchgefihrt.
Strukturanal ysen erfolgten mit Hilfe der SGI Workstation (Silicon Graphics).
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AV Ergebnisse

1 Identifikation des flr Proteinwechselwirkungen

verantwortlichen Bereichs im N-Terminus von hKv2.1

1.1 Klonierung von Chimaren der N-Termini aus hKv6.2 und

hKv2.1

HKv6.2 bildet in homologen Expressionssystemen keine funktionsfahigen Kande. Zhu et al.
konnten zeigen, dass die N-terminden Bereiche der hKv6.2-Untereinheiten in
Untersuchungen im Hefe-Zwei-Hybrid-System nicht zur Interaktion féhig waren. Dagegen
fanden sich Wechselwirkungen mit dem N-Terminus von hKv2.1 — diese Untereinheiten
fUgten sich zu heteromeren Kandlen mit veranderter Kinetik zusammen (Zhu et al., 1999).

Die Bindedomanen aus hKv6.2 reichen fir ein Assembly der homologen Untereinheiten also
offenbar nicht aus. Basierend auf dieser Annahme wurden Chiméaren zwischen hKv6.2 und
hKv2.1 entworfen, in denen N-terminale Bereiche einzeln oder in Blocken gegen die
analogen Doméanen aus hKv2.1 ausgetauscht wurden. So sollten die zur Bindung
notwendigen, eventuell hinreichenden Bereiche aus hKv2.1 identifiziert werden.

Zunéchst sollte grob ermittelt werden, in welchem Abschnitt des N-Terminus die Interaktion
der Untereinheiten vermittelt wird. Dazu kamen sowohl die Bindedoméanen T1a g asauch die
von Lopez-Barnéo beschriebene NRD-Doméne in Frage (Chiara et al., 1999). So wurden in
einem ersten Schritt diese beiden Bereiche einzeln sowie in Chiméren zwischen hKv2.1 und
hKv6.2 untersucht. Folgende Konstrukte wurden verwendet (Abb. 4.1):
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#1: Chimére hKv6.2T1,g/hKv2.1 NRD
hKv6.2 aa 1-130 / hKv2.1 aa 145-195

fn—

130

=

144

#2: Chimére hKv2.1 T1, g/hKv6.2 NRD
hKv2.1 aa1-144 /| hKv6.2 aa 131-177 131 177

B

#3: hKv2.1T1ag
hKv2.1 aa 1-133

#4: hKv2.1NRD —

hKv2.1 aa 145-195

hKv2.l Tla ™~ T, ©~ T— NRD —

hKv6.2 /1

Abbildung 4.1: Ubersicht der im ersten Schritt getesteten K onstr ukte.
T1a bzw. T1g kennzeichnen schematisch die Interaktionsdomanen, NRD die von Lopez-Barnéo beschriebene N-
regulatory domain (Chiara et al., 1999)

Die Konstrukte wurden mit Hilfe der Overlap-PCR (s. 3.1.5.2) erstellt. Eine Liste aller
verwendeten Oligonukleotide findet sich im Anhang. Das jewellige C-terminale
Oligonukleotid enthielt ein Stopcodon zur Termination der Trandation. Nach Aufreinigung
und Restriktion mit EcoRl und Sall wurden die Fragmente Uber die entsprechenden
Schnittstellen in die analog vorbereiteten Hefevektoren pAS2-1 und pGAD 424 subkloniert

(Abb. 4.2 und 4.3). Die entstandenen Konstrukte wurden durch Sequenzierung verifiziert.

Amp R

. . TRP1
ADH1 Terminator Chi2162 in pASZ-l N
- B 8958 bp
Sl | (6570)
Chi2.1/6.2 Stop
EccR | (5988)
GAL4BD

ADH1 Promotor

‘CYH2

Abbildung 4.2: Klonkarte desKonstrukts#2 (s. Abb. 4.1) im Vektor pAS2-1.

Schematisch dargestellt sind als rote Pfeile funktionell wichtige Doménen. Deutlich erkennbar ist die Sequenz,
die fur das Fusionsprotein aus der GAL4-Bindedomane und dem chiméren Konstrukt kodiert. Die Klonierung
erfolgte gerichtet Uber die markierten Schnittstellen EcoR | und Sal 1. Die Anschaltung erfolgt durch den ADH1
Promotor.

Abkirzungen: Amp R = Ampicillin-Resistenz; TRP1 = Tryptophan-Synthese; CYH2 = Cycloheximid-
Resistenz.
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'ADH1 Promotor

 EcRI(834)

~ GAL4AD
_ Chi6.2/2.1 Stop
~ Sall (1386)

Chi6221 in pGAD424
7195 bp

ADH1 Terminator
Amp R

Abbildung 4.3: Klonkarte desKonstrukts#2 (s. Abb. 4.1) im Vektor pGAD424.

Schematisch dargestellt sind als rote Pfeile funktionell wichtige Doménen. Deutlich erkennbar ist die Sequenz,
die fir das Fusionsprotein aus der GAL4-Aktivierungsdoméne und dem chiméren Konstrukt kodiert. Die
Klonierung erfolgte gerichtet Uber die markierten Schnittstellen EcoR | und Sal 1. Die Anschaltung erfolgt durch
den ADH1 Promotor.

Abkirzungen: Amp R = Ampicillin-Resistenz; TRP1 = Tryptophan-Synthese; CYH2 = Cycloheximid-
Resistenz.

1.2 Testung auf Interaktion im Hefe-Zwei-Hybrid-System

Im Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden die Konstrukte auf Interaktion mit dem Aminoterminus
von hKv6.2 (aa 9-172) getestet (s. 3.2.4). Dabel wurden die zu Uberprifenden Proben sowohl
mit dem jeweiligen Leervektor as auch mit dem potentiellen Interaktionspartner
kotransformiert, ersteres, um eine eventuelle Autoaktivierung einschétzen zu kénnen.

Nach der ssimultanen Doppeltransformation mit den Hefevektoren entsprechend Tab. 4.1
wurden die Hefezellen auf SD-TRP/-LEU-Medium ausplattiert. Von den so selektierten
Doppeltransformanden wurden nach 5-10 Tagen 3 Klone auf SD-TRP/-LEU/-HIS-Platten
Uberfuhrt, um eine mogliche Interaktion der Proteine nachzuweisen (Abb. 4.5 und 4.6). Die
Zahl n=3 wurde gewéahlt, um ein reproduzierbares Ergebnis zu sichern.

Gleichzeitig wurden die ausgewéhlten Klone ein weiteres Mal auf SD-TRP/-LEU ausplattiert,
um sicher zu verifizieren, dass es sich bei diesen in der Tat um Doppeltransformanden
handelte. An dieser Stelle wird exemplarisch eine solche Platte gezeigt (Abb. 4.4), im
Folgenden wird wegen fehlenden Informationsgehaltes darauf verzichtet. Gleiches gilt fir die
Leerkontrollen, sofern sie auf einer separaten Platte ausgestrichen wurden und keine

Autoaktivierung anzeigten.
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Standardméldig wurde bei jeder Transformation eine Positivkontrolle mitgeftihrt, die das
Funktionieren der Methode belegte. Dazu diente die Kotransformation der kompletten N-
Termini von hKv2.1 und hKv6.2, deren Interaktion Zhu et al. belegt hatten (Zhu et al., 1999).
Tabellarisch aufgefihrt sind die eingesetzten Konstrukte: DNA-BD steht fir die im Vektor
pAS2-1 eingebrachten Inserts, die an die DNA-Bindedomane gekoppelt vorliegen; AD
entsprechend fur die im Vektor pPGAD424 an die GAL4-Aktivierungsdoméne gekoppelten
Konstrukte.

10| 11] 124 13 | 14| 15 16 | 17| 18]

6] 7|88 :
®fe0r0000000¢

-~

20900 0®8ss00c 0000 00

@-9053@.0.......;

Abbildung 4.4: Austestung der Chiméren.
Verifizierung der Doppeltransformanden auf SD —TRP/LEU-Medium; Nummerierung entsprechend Tab. 4.1.

9110 | 1112 13| 14 15 167 CFiiES=-

Abbildung 4.5: Austestung der Chimaren.
Ausplattierung der selektierten Klone auf SD -TRP/-LEU/-HIS-Platten mit Zusatz von 6mM 3-AT;
Nummerierung entsprechend Tab. 4.1.
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Abbildung 4.6: Austestung der Chimaéren.

Ausplattierung der selektierten Klone auf SD -TRP/-LEU/-HIS-Platten mit Zusatz von 6mM 3-AT;
Nummerierung entsprechend Tab. 4.2.

Nr. DNA-BD AD Bemerkungen Ergebnis
1 6.2NT 21NT Positivkontrolle +
2 6.2NT - Leerkontrolle -
3 - 6.2NT Leerkontrolle -
4 2.11-133 (T1ap) - Leerkontrolle +
5 - 2.11-133 (T1ap) Leerkontrolle -
6 2.1145-195 (NRD) - Leerkontrolle -
7 - 2.1145-195 (NRD) Leerkontrolle -
8 2.1-144/6.2 131-177 - Leerkontrolle -
9 - 2.1-144/6.2 131-177 Leerkontrolle -
10 6.2NT 2.11-133(T1ap) +
11 2.11-133(T1ag) 6.2NT +
12 2.11-133 (T1ap) 2.11-133(T1ap) +
13 6.2NT 2.1 145-195 (NRD) -
14 2.1 145-195 (NRD) 6.2NT -
15 2.1 145-195 (NRD) 2.1 145-195 (NRD) -
16 6.2NT 2.1-144/6.2 131-177 +
17 2.1-144/6.2 131-177 6.2NT -
18 2.1-144/6.2 131-177 2.1-144/6.2 131-177 +

Tabelle 4.1: Nummerierung und Ergebnisiibersicht der getesteten Chiméren in Abb. 4.4 und Abb. 4.5.
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Nr. DNA-BD AD Bemerkungen Ergebnis
1 6.2NT 21NT Positivkontrolle +
2 6.2NT - Leerkontrolle -
3 - 6.2NT Leerkontrolle -
4 6.2-130/2.1 145-195 - Leerkontrolle -
5 - 6.2-130/2.1 145-195 Leerkontrolle -
6 6.2NT 6.2-130/2.1 145-195 -
7 6.2-130/2.1 145-195 6.2NT -
(Kontamination)
8 6.2-130/2.1 145-195 6.2-130/2.1 145-195 -

Tabelle 4.2: Nummerierung und Ergebnisiibersicht der getesteten Chiméaren in Abb. 4.6.

Wachstum der selektierten Klone und damit Hinwelse auf eine Interaktion der eingesetzten

Proteine fand sich in den Falen, bei denen die T1a g-Doméne von hKv2.1 vorhanden war.

Nur eingeschrankt beurteilbar sind die Kombinationen, in denen hKv2.1 T1ag im Vektor

pAS2-1 (DNA-BD) eingesetzt wurde; dieses Konstrukt zeigte eine gewisse Fahigkeit zur

Autoaktivierung.

Es zeigte sich, dass der N-Terminus von hKv2.1, der die T1a g-Doméne, aber nicht die NRD-

Einheit enthdlt, sowohl notwendig a's auch hinreichend fur eine Bindung an hKv6.2 ist. Die

NRD-Doméne hingegen, der regulatorische Eigenschaften zugeschrieben werden kénnen,

scheint auf die Interaktion der Untereinheiten keinen Einfluss zu nehmen.
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2 Identifikation der N- bzw. C-terminal von T1, g notwendigen

Aminosauren

2.1 Klonierung von N- bzw. C-terminal verkirzten Konstrukten

Um zu Uberprifen, ob die Tl g-Doméne fur die Interaktion im Hefe-Zwei-Hybrid-System
nicht nur notwendig, sondern auch hinreichend ist, wurden sowohl N- als auch C-terminal
verkirzte Konstrukte kloniert, die bis an die Grenzen dieser Bereiche heranreichen (Abb. 4.7).
Die Konstrukte wurden nach dem oben beschriebenen Verfahren Uber die Schnittstellen
EcoRI und Sall in die Hefevektoren pAS2-1 und pGA D424 eingefhrt.

Folgende Konstrukte wurden eingesetzt:

=

#5: hKv2.1T1ag 118

o 17 71—
hKv2.1 aa1-118
#6. hKv2.1T1,pg C-terminal verkirzt 1 101
hKv2.1 aa 1-101 N I I
#7: hKv2.1 TlA,B N-terminal verkirzt 36_133
hKv2.1 aa 36-133
hKv2.1 I
T1a o~ T,

Abbildung 4.7: Ubersicht der verkiir zten Konstrukte.
T1, bzw. T1z kennzeichnen schematisch die I nteraktionsdomanen.

2.2 Testung im Hefe-Zwei-Hybrid-System

Anaog zur Austestung der Chiméren wurden die verkirzten hKv2.1-Konstrukte jeweils mit
dem N-Terminus von hKv6.2 kotransformiert sowie auf Interaktion mit sich selbst getestet.
Dabel zeigte sich folgendes Ergebnis (Tab. 4.3, Platten nicht abgebildet):
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Nr. DNA-BD AD Ergebnis
1 6.2NT 2.11-118 -
2 211-118 6.2NT -
3 211-118 211-118 -
4 6.2 NT 211-101 -
5 211-101 6.2NT -
6 211-101 211-101 -
7 6.2 NT 2.1 36-133 -
8 2.1 36-133 6.2NT -
9 2.1 36-133 2.1 36-133 -

Tabelle 4.3: Ubersicht der Transfor mationser gebnisse der verkiir zten K onstr ukte.

Es zeigte sich, dass zum einen der Beginn bei Aminosaure 1 von hKv2.1l fir ene
Wechselwirkung notwendig zu sein scheint; ein direkt bei T1a beginnendes Konstrukt verlor
die Fahigkeit zur Interaktion mit hKv6.2 und mit sich selbst. Zum anderen war es ndtig,
hKv2.1 C-terminal bis zur Aminosaure 133 und entsprechend hKv6.2 bis AS 119 einzusetzen;
an dieser Stelle finden sich zwei Cystein-Reste, denen eine wichtige Rolle in der Zink-
Bindung zugeschrieben wird (Bixby et al., 1999).
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3 Struktur-Funktionsanalyse der T1, g-Domane

3.1 Identifikation des Interface zwischen Kv6.2 und Kv2.1

Anhand der ermittelten Kristallstruktur der Tetramerisierungsdoméne von Shaw T1 in Aplysia
(AKv3.1) identifizierten Bixby et al. Aminosduren, die fur die Bindung der Untereinheiten
aneinander von besonderer Bedeutung zu sein scheinen (Bixby et al., 1999). Als
Voraussetzung hierfir forderten sie eine raumliche Anndherung auf mindestens 3,5
Angstrom. So lieR sich ein Interface erstellen, das die offenbar wichtigsten Aminoséuren in
Beziehung zu denen der jeweils gegenlberliegenden Untereinheit setzt (s. Abb. 1.3).

Mit Hilfe eines Alignments von AKv3.1 mit hKv2.1 bzw. hKv6.2 wurden entsprechend
Residuen eines moglichen hKv2.1 bzw. hKv6.2 Interface ermittelt (Abb. 4.8).

* * * * *
AKv3. 1 RHETlY KKI PAT RLSRLTE--- --AL----AN YDPVLNEYFF
hKv2. 1 AHEM| DRLPRT RLGKLRDCNT HDSLLEVCDD YSLDDNEYFF
hKv6. 2 RLA ARCPLA RLERLRACRG HDDLLRVCDD YDVSRDEFFF

----- T1- Doméne--- - - - - - Tle

* % % * * * # ***# * ##
AKv3. 1 GVFAQ L H YATOVOGPLF EHELEFWGLD SNQVEPCC
hKv2. 1 GAFTS| LNFYRTGRLH MMEEMCALSF SQELDYWS D El YLESCC
hKv6. 2 |DRSPCAFRA| VALLRAGKLR LLRGPCALAF ROELAYWS D EARLERCC

Abbildung 4.8: Alignment von Aplysia Kv3.1 (AKv3.1) aa 15-103 mit hKv2.1 aa 36-133 und hKv6.2

aa 22-119.

Maogliche Interface-Residuen wurden analog der Kristallisationsergebnisse fir ShawT1 in Bixby et al., 1999,
Abb. 3a, ermittelt. Interface-Kontakte sind mit einem Stern (*) markiert und eingerahmt; Aminoséuren, die zur
Zn**-K oordinierung beitragen, wurden mit einer Raute (#) gekennzeichnet und fett gedruckt.

In dieses Alignment wurden aul3erdem die Kontakte eingetragen, die sich aus den
Kristallisationsergebnissen fur ShawT1 ableiten lassen. Dabei lassen sich drei Doménen
unterscheiden, die durch polare Bricken, zum Tell in sich geschlossen, zum Teil miteinander
interagierend, die Bindung von Untereinheiten zu stabiliseren scheinen. Die
Tetramerisierungsdomanen T1, und T1g Uberlappen sich mit diesen Bereichen (Abb. 4.9).
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* % * % *

hKv2.1 36 NVGGE.AH WRTLDRLPRT RLGKLRDCNT HDSLLEVC
hKv6.2 22 NVGGECRVRLA L ARCPLA RLERLRACRG HDDLLRVC
----- T1 Doniyle-- - - - - -
| ——
* % % *
hKv2.1 74 DDYSLDDNEY FFDRHPGAFT SI LNFYRTG
hKv6.2 60 DDYDVSRDEF FFDRSPCAFR Al VALLRAG
------- T1g- Dondine- - - - - - -
M |
* # ***# * ##

hKv2.1 103 RLHWWEEMCA LSFSQELDYW G DEI YLESCC 133
hKv6.2 89 KLRLLRGPCA LAFRDELAYW G DEARLERCC 119
- - - - T1g- Donéine- - -

Abbildung 4.9: Alignment fiir hKv2.1 aa 36-133 und hKv6.2 aa 22-119, erganzt um mdégliche Interface-
Verbindungen.

Sterne (*) markieren Interface-Residuen, Rauten (#) Zn**-koordinierende Aminosiuren, schwarze Balken
kennzeichnen mogliche Interaktionen analog des Shaw T1-Tetramers.

3.2 Identifikation moglicher notwendiger Residuen

Nachdem anhand des Konservierungsgrades der Aminosauren bereits eine erste Einschétzung
der Relevanz dieser Residuen fur den Verlust bzw. Gewinn der Interaktionsfahigkeit
vorgenommen worden war, wurde im néchsten Schritt die Kristallstruktur von AKv3.1 als
Modéll fur die Tetramerisierungsdomane von hKv2.1 bzw. hKv6.2 verwendet. Anhand deren
Alignment wurden Residuen ausgewdhlt, an denen sich hKv2.1 und hKv6.2 hinsichtlich
Polaritét oder rdumlicher Struktur des Restes aufféllig unterschieden. An der SGI Workstation
wurden diese Aminosauren in die Kristallstruktur von AKv3.1 eingeftigt. So konnte beurteilt
werden, welche Reste aufgrund der dreidimensionalen Gesamtstruktur das Interface
beeinflussen kénnten.

Die Abbildungen 4.10 und 4.11 zeigen beispielhaft, wie sich die Verhaltnisse zwischen
hKv2.1 und hKv6.2 verdndern: In hKv2.1 scheinen die markierten Aminoséuren Histidin 88,
Glycin 90 sowie Threonin 93 die Gesamtstruktur zu stabilisieren, in hKv6.2 dagegen ragen
die analogen Aminosdurereste von Serin 74, Cystein 76 und Arginin 79 in den Interface-
Bereich hinein. Dabel ist eine Schwachung der Bindung der Untereinheiten vorstellbar.
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Abbildung 4.10: Interfacein hKv2.1.

Dargestellt ist die Aufsicht auf das Kanalprotein, bestehend aus vier Untereinheiten (basierend auf AKv3.1).
Farbig hervorgehoben sind drei Residuen, die in der Analyse wegen grofRer Nahe zur gegeniiberliegenden
Untereinheit bzw. wegen besonderer funktioneller Bedeutung fur die Interaktion auffielen. Orange: Histidin 88,
grin: Glycin 90, rot: Threonin 93. Die gestrichelten Linie stellen exemplarisch die Beziehung zweier Interface-
Aminoséurereste dar, hier im Abstand von 5, 42 Angstrém.
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Abbildung 4.11: Interfacein hKv6.2.

Einblick in den Interface-Bereich zwischen zwei Untereinheiten (basierend auf AKv3.1). Farbig hervorgehoben
sind drei Residuen, die in der Analyse wegen groRer Nahe zur gegeniiberliegenden Untereinheit bzw. wegen
besonderer funktioneller Bedeutung fir die Interaktion auffielen. Aufféllig hier das Hineinragen der
Aminosdurereste in das Interface. Orange: Serin 74, griin: Cystein 76, rot: Arginin 79.

Schematisch sind weiterhin in Abb. 4.12 die Verhaltnisse im Bereich hKv2.1 aa 88-97 bzw.
analog hKv6.2 aa 74-83 dargestellt. Zunéchst gezeigt ist das Modell ShawT1 (entspricht
Aplysia Kv3.1, Abb. 4.12a). Denkbar ist die Formierung einer hydrophoben Tasche, gebildet
von Glutamin 67, Histidin 58 und Leucin 84; dem gegenuber liegt ein Alanin-Rest (A63), der
ohne grof3en Effekt auf die Konformation bleiben dirfte. Aulerdem ist eine Stabilisierung

durch polare Briicken wahrscheinlich, insbesondere bei Glutamin 67.
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In hKv2.1 entsprechen diese Residuen Glutamin 97, Histidin 88, Serin 114 und Threonin 93.
Bei dieses Konstellation ist denkbar, dass die grundsétzliche Konformation erhalten bleibt
(Abb. 4.12b).

In hKv6.2 sind die Aminosauren dagegen weniger konserviert: Die entsprechenden Residuen
sind verandert zu Alanin 83, Serin 74, Alanin 100 und Arginin 79. Damit kdnnte nicht nur die
hydrophobe Tasche verloren gehen; auf3erdem ist eine Abstol3ung durch den Arginin-Rest
denkbar, der weit in das Interface hinein ragt (Abb. 4.12c).

N7 T3
O H
o/ NNH, 3
OH N
S114 H88
a) b)
AB3 R79
CHg
OH OH
S114 S74
C)

Abbildung 4.12: Schematische Darstellung der raumlichen Anordnung der Aminosduren im Interface-
Bereich zweier gegentiberliegender Untereinheiten im Tetramer.

a) Aplysia Kv3.1 entsprechend Shaw T1 laut Kristallisation von Bixby et al., 1999, b) analoge Residuen in
hKv2.1, c) analoge Residuen in hKv6.2.

Gestrichelte Linien entsprechen mdglichen Interaktionen, angegeben ist aulferdem der Abstand in der
Kristallstruktur in  ngstrom.

So wurden insgesamt vier Aminosauren ausgewahlt, denen aufgrund der rédumlichen Struktur
eine wichtige Rolle in der Stabilisierung der Interaktion von Untereinheiten zukommen
kénnte: In hKv2.1 Histidin 88, Glycin 90, Threonin 93 und Glutamin 97, in hKv6.2
entsprechend die analogen Residuen Serin 74, Cystein 76, Arginin 79 und Alanin 83.
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3.3 Konstruktion von Chimaren im Bereich der T;AB-Doméane

sowie von Punktmutanten
Zur Uberprifung der Vermutungen aus der Struktur-Funktionsanalyse wurden zwei
verschiedene Strategien gewahlt: Zum einen wurden chimére T1a g-Doménen aus hKv2.1 und
hKv6.2 konstruiert, bei denen blockweise jene Bereiche vertauscht wurden, die im Alignment
das Interface zu stabilisieren schienen (vgl. Abb. 4.9). Zum anderen wurden Punktmutanten
kloniert, mit denen die spezifische Rolle jener Aminosduren untersucht werden sollte, die
aufgrund der Kristallstruktur von Bedeutung sein konnten.

Folgende chimére Konstrukte wurden mittels Overlap-PCR erstellt und Uber die Schnittstellen
EcoRI und Sall in die Hefevektoren pAS2-1 und pGAD424 eingefihrt (Abb. 4.13):

1 73
#8: Chimare T1, hKv2.1/ T1g hKv6.2 [ e |
hKv2.1 aa 1-73 / hKv6.2 aa 60-119 60 119
. 74 133
#9: Chiméare T1s hKv6.2/ T1z hKv2.1 | ]
hKv6.2 aa 1-59 / hKv2.1 aa 74-133 1 59
#10: Chimére T1, hKv6.2/T15 hKv6.2/hKv2.1 | 102 153
hKv6.2 aa 1-87 / hKv2.1 aa 102-133 I -
. 101
hKv2.1 aa 1-101 / hKv6.2 aa 88-119 58 119
#12: Chimare T1, hKv2.1/ T1g hKv6.2/hKv2.1 1 73 102 133
K21 20 1731 K6 2 2 60.67 / I
hKv2.1 aa 102-133
hkv2.l [
hKv6.2 [T 1, ~ ., -

Abbildung 4.13: Ubersicht der chiméaren T1, g-K onstrukte.
T1, bzw. T1z kennzeichnen schematisch die I nteraktionsdomanen.

Bel der Konstruktion von Punktmutanten wurde zum enen nach dem Prinzip des
Funktionsverlustes (loss of function), zum anderen nach dem Prinzip des Funktionsgewinns
(gain of function) bei der Veranderung wichtiger Residuen vorgegangen:

In der Erwartung eines loss of function, also im Hefe-Zwei-Hybrid-System eines Verlustes der
Interaktionsfahigkeit, wurden die nach der Strukturanalyse identifizierten Residuen in hKv2.1
zu hKv6.2 verandert; Ausgangskonstrukt hierfir war hKv2.1 T1a g (aa 1-133).
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Ein gain of function, also die neu erworbene Fahigkeit zu Wechselwirkungen im Hefe-Assay,
wurde beim reziproken Austausch der ausgesuchten Aminosduren von hKv6.2 zu hKv2.1
erwartet. Als Ausgangskonstrukt hierfir diente die Chiméare A21B6221(Konstrukt #12,
hKv2.1 aa 1-73; hKv6.2 aa 60-87; hKv2.1 aa 102-133). Durch Austausch von lediglich 30
Aminosduren ging bel diesem Konstrukt die Fahigkeit zur Interaktion verloren (s. 4.3.4); ein
Wechsel der ausgewahlten Residuen von hKv6.2 zu hKv2.1 sollte zum Wiedererlangen dieser
Funktion fuhren.

Die Punktmutationen wurden mit dem QuikChange™ Ste-Directed Mutagenesis Kit
eingefuhrt. Hierzu wurden die Ausgangskonstrukte nach Restriktion mit EcoRI und Sall in
den entsprechend vorbehandelten Klonierungsvektor pBluescript KS™ umkloniert. Einerseits
erleichterte dies die PCR, auf dem dieses System basiert: Da der gesamte Vektor repliziert
wird, erzielt man mit einem kurzen Plasmid ein besseres Ergebnis. Andererseits konnten
Zufalsmutationen in den Hefevektoren, wie sie in der PCR haufig vorkommen, durch
anschlief3endes Riickklonieren der sequenzierten Konstrukte vermieden werden.

Folgende Punktmutanten wurden kloniert (Abb. 4.14 und 4.15):

Ausgangskonstrukt: Chimare T1, hKv2.1/ T1g hKv6.2/hKv2.1 (Konstrukt #12)
hKv2.1 aa1-73 / hKv6.2 aa 60-87 / hKv2.1 aa 102-133

1 73 102 133
WOZ:SW

Tla Tls 4
? gain of function
#13: S74H I | e
#14: C76G [ I
#15: R79T I | e
#16: C7T6GR79T ] I
#17: STAHR79T I I
#18: STAHAB3N I  ——
#19: R79TA83N I I
#20: STAHR79TAS3N I |

Abbildung 4.14: Ubersicht der Punktmutanten im Konstrukt A21B6221 (K onstrukt #12).

T1s bzw. T1z kennzeichnen schematisch die Interaktionsdomanen. Die Nummerierung der ausgetauschten
Aminosduren bezieht sich auf hKv6.2, as Abkirzungen wurden die gebrauchlichen Ein-Buchstaben-
Bezeichnungen fir Aminosduren verwendet. Die senkrechten Striche zeigen grob die Lokalisation der
Punktmutation.
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Ausgangskonstrukt: hKv2.1 T1, g aa1-133

1 133

00T

T1, T1s

?loss of function
#21: H88S
#22: G9OC
#23: T93R
#24: G90CT93R
#25: HB8STI3R
#26: HBBSNI7A
#27: T93RNI7A

#28: H88STI93RNI7A

(il

Abbildung 4.15: Ubersicht der Punktmutanten im Konstrukt hKv2.1 T1sg.

T1s bzw. T1z kennzeichnen schematisch die Interaktionsdomanen. Die Nummerierung der ausgetauschten
Aminosduren bezieht sich auf hKv2.1, as Abkirzungen wurden die gebrauchlichen Ein-Buchstaben-
Bezeichnungen fir Aminosduren verwendet. Die senkrechten Striche zeigen grob die Lokalisation der
Punktmutation.

34 Testung auf Interaktion im Hefe-Zwei-Hybrid-System

Zur Uberprifung der Funktionalitdt wurden analog zum vorbeschriebenen Verfahren alle
Konstrukte sowohl mit dem N-Terminus von hKv6.2 als auch mit sich selbst kotransformiert.
Nach Hochzlchten auf SD-TRP/-LEU-Platten erfolgte nach 5-10 Tagen die Umsetzung auf
SD-TRP/-LEU/-HIS-Medium mit Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen an 3-AT. In der
Kombination mit 6 mM 3-AT zeigten sich meist die besten Ergebnisse, da hier zum einen die
Autoaktivierung gut unterdriickt wurde, zum anderen die Interaktion aber noch ausreichend

erkennbar war.

Die Uberpriifung der chiméaren T1, - sowie der moglichen gain of function-K onstrukte zeigte
folgendes Ergebnis (Abb. 4.16 und 4.17, Tab. 4.4 und 4.5):
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Abbildung 4.16: Austestung der chimaren T1, g-Konstrukte sowie der gain of function-Punktmutanten.
Ausplattierung der selektierten Klone auf SD -TRP/-LEU/-HIS-Platten mit Zusatz von 6mM 3-AT;
Nummerierung entsprechend Tab. 4.4.

Abbildung 4.17: Austestung der gain of function-Punktmutanten.
Ausplattierung der selektierten Klone auf SD —TRP/-LEU/-HIS-Platten mit Zusatz von 6mM 3-AT;
Nummerierung entsprechend Tab. 4.5.
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Nr. DNA-BD AD Bemerkungen Ergebnis
1 6.2NT 2.11-133 Positivkontrolle +
2 6.2NT A21B6221 1-133 | Negativkontrolle -
3 6.2NT A21B62 -
4 A21B62 6.2NT -
5 A21B62 A21B62 -
6 6.2NT A21B2162 -
7 A21B2162 6.2NT -
8 A21B2162 A21B2162 -
(Kontamination)
9 6.2NT A62B21 -
10 A62B21 6.2NT -
11 A62B21 A62B21 -
12 6.2NT A62B6221 -
13 A62B6221 6.2NT -
14 A62B6221 A62B6221 -
15 6.2NT S74H -
16 S74H 6.2NT -
17 S74H S74H -
18 6.2NT C76G -
19 C76G 6.2NT -
20 C76G C76G -

Tabelle 4.4: Nummerierung und Ergebnisiibersicht der getesteten Chiméren und Punktmutanten in

Abb. 4.16.




v Ergebnisse 44
Nr. DNA-BD AD Bemerkungen Ergebnis
21 6.2NT 2.11-133 Positivkontrolle +
22 6.2NT A21B6221 1-133 | Negativkontrolle -
23 6.2NT R79T -
24 R79T 6.2NT -
25 R79T R79T -
26 6.2NT C76GR79T -
27 C76GR79T 6.2NT -
28 C76GR79T C76GR79T -
29 6.2NT S7T4HR79T -
30 S7TAHR79T 6.2NT -
31 S7TAHR79T S7T4HR79T -
32 6.2NT S74HA83N -
33 S74HA83N 6.2NT -
34 S74HA83N S74HA83N -
35 6.2NT R79TA83N -
36 R79TA83N 6.2NT -
37 R79TA83N R79TA83N -
38 6.2NT S7T4HR79TA83N -
39 S74HR79TA83N 6.2NT -
40 S74HR79TA83N S7T4HR79TA83N -

Tabelle 4.5: Nummerierung und Ergebnisiibersicht der getesteten Punktmutanten in Abb. 4.17.

Die getesteten Chimédren mit Austausch einzelner Blocke im Bereich der T1a g-Doménen

zeigten im Hefe-Zwei-Hybrid-System keinerlel Wechselwirkungen mit dem Aminoterminus

von hKv6.2, ebenso wenig in der homomeren Expression. Bereits die Verdnderung von

lediglich 30 Residuen im Vergleich zum Aminoterminus von hKv2.1 fihrte zum Verlust der
Interaktionsfahigkeit.

Die Austestung der Punktmutanten mit erwartetem gain of function im Hefe-Zwei-Hybrid-

System zeigte keinen Ruckgewinn der Funktionalitdt bel den Konstrukten auf Basis der

Chimére A21B6221 (Konstrukt #12).
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Die reziproken Punktmutanten mit erwartetem loss of function verhielten sich im Assay wie
folgt (Abb. 4.18 und 4.19, Tab 4.6 und 4.7):

Abbildung 4.18: Austestung der loss of function-Punktmutanten.
Ausplattierung der selektierten Klone auf SD —TRP/-LEU/-HIS-Platten mit Zusatz von 4 mM 3-AT,;
Nummerierung entsprechend Tab. 4.6.

Abbildung 4.19: Austestung der loss of function-Punktmutanten.
Ausplattierung der selektierten Klone auf SD —TRP/-LEU/-HIS-Platten mit Zusatz von 4 mM 3-AT,;
Nummerierung entsprechend Tab. 4.7.
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Nr. DNA-BD AD Bemerkungen Ergebnis
1 6.2NT 2.11-133 Positivkontrolle +
(schwach)
2 6.2NT A21B6221 1-133 Negativkontrolle -
3 6.2NT H88S +
4 H88S 6.2NT +
5 H88S H88S +
6 6.2NT GooC -
7 GooC 6.2NT +
8 GooC GooC +
9 6.2NT TI93R +
10 TI93R 6.2NT +
11 TI93R TI93R +
12 6.2NT G90CT93R -
13 G90CT93R 6.2NT +
14 G90CT93R G90CT93R +

Tabelle 4.6: Nummerierung und Ergebnisiibersicht der getesteten Punktmutanten in Abb. 4.18.

Nr. DNA-BD AD Bemerkungen Ergebnis
1 6.2NT 2.11-133 Positivkontrolle +
2 6.2NT A21B6221 1-133 | Negativkontrolle -
3 6.2NT H88ST93R +
4 H88ST93R 6.2NT +
5 H88ST93R H88ST93R +
6 6.2NT H88SN97A -
7 H88SN97A 6.2NT -
(Kontamination)
8 H88SN97A H88SN97A +
9 6.2NT TO93RN97A -
10 TO93RN97A 6.2NT -
11 TO93RN97A TO93RN97A +
12 6.2NT H88ST93RN97A -
13 H88ST93RN97A 6.2NT +
14 H88ST93RN97A H88ST93RN97A +

Tabelle 4.7: Nummerierung und Ergebnisiibersicht der getesteten Punktmutanten in Abb. 4.19.

Einige der von hKv2.1 ausgehenden Konstrukte wiesen eine gewisse Schwéachung der
Bindung an hKv6.2 auf. Eine Quantifizierung ist im Hefe-Zwei-Hybrid-System nur sehr
begrenzt moglich. Aufgrund des fehlenden Funktionsgewinns der reziproken Punktmutanten
in A21B6221 konnten diese Ergebnisse nicht zur Identifikation absolut notwendiger

Aminosduren herangezogen werden.
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4 Testung einer Chimare mit allen drei mdglichen

Interface-Domanen

4.1 Konstruktion einer Chimare mit allen drei moglichen

Interface-Domanen
Die Ergebnisse der bisherigen Versuche legten den Schluss nahe, dass alle drei identifizierten
Interface-Domanen gleichermal3en fir die Bindung von hKv6.2 und hKv2.1 benétigt werden.
Deshalb wurde eine Chimére konstruiert, die bis zur AS 118 aus hKv2.1 bestand, aso alle
drei funktionell offenbar notwendigen Bereiche aus hKv2.1 enthielt. Lediglich die 15 C-
terminalen Aminosduren entsprachen hKv6.2, der damit die fir die Zinkbindung
erforderlichen Cystein-Reste stellte.
Die Klonierung erfolgte mit einem langen C-terminalen Oligonukleotid, das fur ale
Aminosduren von hKv6.2 kodierte. Dadurch konnte die Overlap-PCR in einem Schritt
durchgefuihrt werden. Das aufgereinigte Fragment wurde mit EcoRI und Sall geschnitten und
in die analog vorbehandelten Hefevektoren pAS2-1 und pGAD424 kloniert.
Schematisch hier das entsprechende Konstrukt (Abb. 4.20):

118

hKv2.1 aa 1-118 / hKv6.2 8 105-119 105 119

Abbildung 4.20: Konstrukt mit allen drei moglichen I nter aktionsdoménen aus hKv2.1.

4.2 Testung auf Interaktion im Hefe-Zwei-Hybrid-System
Die Uberpriifung der Interaktion im Hefe-Assay analog der bisherigen Versuche zeigte
folgendes Ergebnis (Abb. 4.21, Tab. 4.8):
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Abbildung 4.21: Austestung der Chiméare aus der kompletten hKv2.1 T1,g-Doméne und einem C-
terminalen hKv6.2 Fragment.
Ausplattierung der selektierten Klone auf SD —-TRP/-LEU/-HIS-Platten mit Zusatiz von 6 mM 3-AT;

Nummerierung entsprechend Tab. 4.8.

Nr. DNA-BD AD Bemerkungen Ergebnis
1 6.2NT 2.11-133 Positivkontrolle +
2 6.2NT A21B6221 1-133 Negativkontrolle -
3 2.1-118/6.2-119 - Leerkontrolle +
4 - 2.1-118/6.2-119 Leerkontrolle -
5 6.2NT 2.1-118/6.2-119 +
6 2.1-118/6.2-119 6.2NT +
7 2.1-118/6.2-119 2.1-118/6.2-119 +

Tabelle 4.8: Nummerierung und Ergebnisiibersicht der getesteten Chimarein Abb. 4.21.

Im Hefe-Zwei-Hybrid-System zeigten die Fusionsproteine eine deutliche Interaktion. Die

identifizierten Interface-Doménen scheinen demnach fur die Bindung der Untereinheiten von

hKv2.1 und hKv6.2 aneinander notwendig zu sein.
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V Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, einzelne Aminosauren zu identifizieren, die die
spezifische Interaktion zwischen Untereinheiten des spannungsgesteuerten Kaliumkanals
hKv2.1 und regulatorischen a-Untereinheiten vom Typ hKv6.2 vermitteln. In vorhergehenden
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass ein N-terminaler Bereich der Proteine hinreichend und
notwendig fir die Bindung war. Aulerdem konnte dabei eine subfamilienspezifische
Erkennung nachgewiesen werden (Zhu et al., 1999).

Ausgehend von einer Struktur-Funktionsanalyse angelehnt an die Kristallstruktur von AKv3.1
wurden einzelne Residuen der jeweiligen N-Termini mutiert. Diese chiméren Konstrukte
wurden anschlief3end im Hefe-Zwei-Hybrid-System auf ihre Interaktionsfahigkeit Uberpruift.



V Diskussion 50

1 Identifikation des N-terminal notwendigen
Interaktionsbereichs

Zhu et al. hatten zeigen konnen, dass im N-Terminus von hKv6.2 die subfamilienspezifische
Interaktion mit hKv2.1 vermittelt wird. Eine weitere Eingrenzung auf spezifische
Aminosduren war jedoch nicht erfolgt (Zhu et al., 1999).

Mehrere Autoren konnten fir die Familie der spannungsgesteuerten Kaliumkanédle eine N-
termindle Doméne identifizieren, die fur die Erkennung und Bindung homologer
Untereinheiten von entscheidender Bedeutung ist (z.B. Li et al., 1992; Shen et al., 1993).
Dieser Tl1lapg-Domédne wurde bisher die Fahigkeit zugeschrieben, die spezifische
Tetramerisierung von Untereinheiten innerhalb einer Subfamilie zu ermdglichen. Dabel sind
der genaue Mechanismus der Assoziation und damit die spezifische Funktion der T1-Domane
noch unklar. Verschiedene Autoren auf3erten die Vermutung, die T1-Abschnitte kénnten als
Chaperone die korrekte Fatung der Kanalproteine unterstitzen (Kosolapov et al., 2003).
Einer anderen These folgend beschleunigt die Tetramerisierung der T1-Domane lediglich die
Assoziation homomerer a-Untereinheiten: Die T1-Doméne lagert sich bereits an Ribosomen
zu Tetrameren, die Restproteine folgen auf dem Weg zur Membran (Lu et al., 2001). Diese
Annahme wird gestitzt durch die Tatsache, dass sich Kanaluntereinheiten mit Deletion der
T1-Domane durchaus zu tetrameren Kandlen zusammenlagern, alerdings mit wesentlich
geringerer Effizienz (Zerangue et al., 2000).

Die Zusammenlagerung eben solcher Tetramere aus hKv2.1 und regulatorischen o-
Untereinheiten wie z.B. hKv6.2 oder hKv2.3 muss also entweder analog Uber die Erkennung
in der T1lag-Doméne erfolgen oder Uber eine weitere Interaktionsmoglichkeit, die den
,.Filter, den diese Doméne in diesem Zusammenhang darstellt, auler Kraft setzt.

Als moglicher Funktionsbereich kam dafur die von Chiara et al. (1999) identifizierte N-
regulatorische Doméane (NRD) in Frage. Ihr konnte eine entscheidende Rolle in der
Veranderung der Kinetik der heteromeren Kandle zugewiesen werden (Chiara et al., 1999).
Ebenso war eine Beeinflussung der Bindungseigenschaften der Untereinheiten vorstellbar.
Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurden Chiméren aus den N-Termini von hKv2.1 und
hKv6.2 konstruiert. Aus den Arbeiten von Zhu et al. war bereits bekannt, dass hKv6.2 nicht
zur Selbstinteraktion fahigist.

Im Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde die Interaktionsfahigkeit der chimaren Konstrukte
Uberprift. Dazu wurden diese Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Sall in die
Systemvektoren pAS2-1 und pGAD424 einkloniert. PAS2-1 enthélt die DNA-Bindedoméne,
pGADA424 die Aktivierungsdomane, die beide zum Anschalten des HIS3-Gens in Hefezellen
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des Stammes Saccharomyces cerevisiae CG-1945 notwendig sind. Bei Expression im Hefe-
Zwei-Hybrid-System werden Fusionsproteine aus den zu untersuchenden Kanal proteinen und
den genannten Aktivierungsproteinen gebildet. Nur bei Interaktion dieser Fusionsproteine in
kotransformierten Zellen ist ein Wachstum von Hefeklonen auf enem Higtidin-
Mangel medium mdglich.

Dabei konnte gezeigt werden, dass die N-regulatorische Doméane keinerlei Funktion in der
Anlagerung von Untereinheiten Gbernimmt. Sie war weder hinreichend noch notwendig fir
die Bindung der Konstrukte. Hingegen war das Vorhandensein der T1a g-Doméne hierfir
ausreichend.

Somit schien die Tetramerisierung auch heteromerer Kande mit regulatorischen a-
Untereinheiten Uber dieselben Erkennungsmechanismen vermittelt zu werden wie die
subfamilienspezifische Interaktion. Der Vergleich unterschiedlicher Aminosauresequenzen —
auf der einen Seite hKv6.2 ohne Fahigkeit zur Bildung von Homomeren, auf der anderen
Seite hKv2.1 mit der Fahigkeit zur Bildung sowohl homomerer a's auch heteromerer Kandle —
bot die Mdglichkeit, die Strukturen bzw. Residuen zu identifizieren, die diese Eigenschaften
vermitteln. Insbesondere durch den Abgleich der konservierten Sequenzen und der bereits
bekannten Kristallstrukturen von Shaw und Shaker konnte es gelingen, die Bedeutung polarer
oder sterischer Veranderungen einzuschétzen.

In weiteren Versuchen wurde auf}erdem untersucht, wie viele Aminosduren um die T1ag-
Domane herum mindestens fir eine Interaktion vorhanden sein mussten. Es zeigte sich, dass
N-terminal der Beginn bei Aminosdure 1 erforderlich war. Vermutlich konnte sich das
Fusionsprotein nur dann regelrecht falten. Ebenso liel3 sich eine Interaktion nur dann
nachweisen, wenn C-terminal mindestens die Aminosauren bis hKv2.1 aa 133 bzw. hKv6.2
aa 118 erhalten blieben. Endstéandig waren damit jeweils zwel Cystein-Reste, die zu dem von
Bixby et al. identifizierten Zink-Bindungsmotiv HXsCX2,CC gehtren (Bixby et al., 1999).
Somit ist zu vermuten, dass Zink-lonen auch fur die Assoziation der isolierten N-Termini
notwendig sind. Eine generelle Beeinflussung der Interaktion unter den in-vitro-Bedingungen
des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems ist allerdings unwahrscheinlich, da bei Kv2.1-Konstrukten,

die das Zink-Bindungsmotiv trugen, durchweg Interaktion nachweisbar war.
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2 Identifikation notwendiger Aminosauren durch Struktur-
Funktionsanalysen

Mit Hilfe der MEGA LIGN™-Software von DNASTAR konnten durch Gegentlberstellung der
N-terminalen Aminosauresequenzen von hKv2.1 und hKv6.2 bereits erste Residuen
identifiziert werden, die sich in Polaritét oder Lange der Seitenketten deutlich voneinander
unterschieden.

Bixby et al. hatten in Shaw enen Bereich von 24 Aminosduren innerhab der
Tetramerisierungsdomane identifizieren konnen, die sich durch enge raumliche Annéherung
bis unter 3,5 Angstrém auszeichneten. 20 dieser 24 Residuen besitzen polare Seitenketten, die
extensive Salzbindungen zu den korrespondierenden Untereinheiten ausbilden. Allerdings
sind diese Interaktionen abhéngig von der Konformation des Proteins. Identische
Aminosduren an quivalenten Positionen in Shaw und Shaker wiesen in den Kristallstrukturen
unterschiedliche Assoziationen aus. Dadurch entsteht ein kanaltypisches Gerlst, das

subfamilienspezifische Erkennung ermoglicht.

Ein Vergleich des Alignments von hKv2.1 und hKv6.2 mit der Shaw-Sequenz legte das
Vorhandensein dreier Domanen im Aminoterminus nahe, die durch polare Brticken, zum Tell
in sich geschlossen, zum Tell miteinander interagierend, die Bindung von Untereinheiten
stabilisieren konnten. Die Tetramerisierungsdoméanen T1a und T1g Uberlappten sich mit
diesen Bereichen.

Um die Bedeutung dieser Doménen fir die Interaktion von hKv2.1 und hKv6.2
einzuschétzen, wurden die Bereiche blockweise ausgetauscht, also Chiméren der Tlag-
Domanen konstruiert. Dadurch konnten grof3ere Einheiten der N-Termini en bloc untersucht

werden.

Gleichzeitig wurden ale Residuen, die im Sequenzvergleich von hKv2.1 und hKv6.2 deutlich
voneinander abwichen, in einer computergestitzten Strukturanalyse auf ihre Relevanz fir das
Interface zwischen zwei Untereinheiten Uberprift.

An der SGI-Workstation wurde als Modell fur die Struktur eines spannungsgesteuerten
Kaliumkanals die von Bixby et al. kristalisierte Tetramerisierungsdoméane von Kv3.1 aus
Aplysia herangezogen. Die im Alignment ausgewéhlten Aminosduren wurden im
dreidimensionalen Modell identifiziert und gegen die entsprechenden Residuen in hKv2.1 und

hKv6.2 ausgetauscht.
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Dabel zeigte sich, dass viele dieser Aminosauren vom Interface abgewandt im Innern des
T1ag-Tetramers lagen, eine Beeinflussung der Bindung also unwahrscheinlich schien. Von
denen der Schnittstelle zugewandten Residuen wiesen wiederum nur wenige relevante
Seitenkettenunterschiede zwischen hKv2.1 und hKv6.2 auf.

So wurden letztlich vier Aminosauren ausgewahlt, denen aufgrund der Strukturanalyse eine
entscheidende Rolle in der Interaktion zwischen hKv2.1 und hKv6.2 zugeschrieben wurde. Es
waren dies in hKv2.1 die Aminosauren Histidin 88, Glycin 90, Threonin 93 sowie Glutamin
97. Thnen entsprachen in hKv6.2 die analogen Residuen Serin 74, Cystein 76, Arginin 79 und
Alanin 83.

Zu diesem Auswahlverfahren muss kritisch angemerkt werden, dass es nur bedingt verlasslich
ist: Zum einen geht es von der Kristallstruktur eines anderen Kanalproteins aus, das zwar eng
mit den fraglichen Kandlen verwandt ist, aber doch deutliche Sequenzunterschiede und
vermutlich auch eine verénderte Konformation aufweist. Zum anderen ist die Auswirkung der
Mutation einzelner Residuen nur eingeschrankt beurteilbar: Weder die unterschiedliche
Proteinsequenz des Restproteins noch eine denkbare Beeinflussung der Faltung finden
Berlicksichtigung. Wie die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche zeigen, ist eine
Einschétzung der Relevanz bestimmter Mutationen dadurch lediglich eingeschrankt moglich,
namlich dann, wenn sie den erwarteten Effekt zeigen.

Zur Untersuchung der ausgewahlten Residuen im Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden auf
Grundlage von hKv2.1 und hKv6.2 reziproke Konstrukte mit einzelnen Punktmutationen
erstellt, von denen entweder ein Funktionsgewinn (gain of function) oder ein Funktionsverlust
(loss of function) erwartet wurde.

Da der N-Terminus von hKv2.1 in seiner nativen Form sowohl zur Assoziation mit hKv2.1
als auch mit hKv6.2 in der Lage ist, wurde bei Mutation bindungsrelevanter Residuen ein
Verlust dieser Fahigkeit erwartet. Dieser Annahme folgend wurden in einem Konstrukt des
aminoterminalen Endes von hKv2.1 jene Aminosduren, die in der Strukturanal yse ausgewahit
worden waren - Histidin 88, Glycin 90, Threonin 93 sowie Glutamin 97 - in
unterschiedlichen Kombinationen zu den in hKv6.2 vorliegenden Resten Serin 74, Cystein 76,
Arginin 79 und Alanin 83 mutiert. Bei richtiger Hypothese bzw. richtiger Auswahl der
Residuen wiirde also die Fahigkeit zur Bindung an hKv2.1 und/oder hKv6.2 verloren gehen.
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In einem reziproken Ansatz wurde von einem chimaren Konstrukt zwischen hKv2.1 und
hKv6.2 ausgegangen. Es bestand aus der T1a-Doméne von hKv2.1 sowie einer chiméaren T1g-
Domane, deren aminoterminaler Anteil der Sequenz aus hKv6.2 entsprach, wahrend der C-
terminale Tell wiederum hKv2.1 entnommen war.

Dieses Konstrukt hatte in Vorversuchen keine Fahigkeit zur Selbstinteraktion oder Bindung
an hKv2.1 gezeigt. Im entscheidenden Bereich lagen zudem die in der Strukturanalyse
identifizierten Residuen. Durch Austausch der Reste im hKv6.2 entsprechenden Antell - Serin
74, Cystein 76, Arginin 79 und Alanin 83 in verschiedenen Kombinationen — gegen die
analogen Aminosauren aus hKv2.1 - Histidin 88, Glycin 90, Threonin 93 sowie Glutamin 97

—wurde ein Ruckgewinn der verlorenen Assoziationsfahigkeit erwartet.

Uberprufung der chimaren Konstrukte auf Interaktion im Hefe-Zwei-

Hybrid-System

Die mit Hilfe der Overlap-PCR sowie des QuikChange™ Ste-Directed Mutagenesis Kit
erstellten Konstrukte wurden wie bereits beschrieben in die Systemvektoren pAS2-1 und
pGAD424 eingefuhrt und im Hefe-Zwei-Hybrid-System Uberprift.

Dabel konnte fur Chiméren im Bereich der T1a g-Doméanen gezeigt werden, dass jeglicher
Austausch eines der drei identifizierten Blocke zu hKv6.2 zum Verlust der
Interaktionsfahigkeit mit sich selbst und mit dem N-Terminus von hKv2.1 fihrte. Schon die
Veranderung von 28 Aminosauren, von denen wiederum ein grof3er Anteill mit hKv2.1
sequenzidentisch  war, beeinflusste aso grundlegende Eigenschaften des Proteins.
Gleichzeitig ist zu vermuten, dass in alen drei bereits dargestellten Doménen Residuen
vorhanden sind, die fur die Tetramerisierungsfahigkeit der T1-Domane von essentieller
Bedeutung sind, am wahrscheinlichsten im Rahmen von Beeinflussung der Faltung des
Tetramers durch Anderungen in der Proteinkonformation.

Der Identifikation einzelner dieser Aminosdure-Reste sollten die Konstrukte mit
Punktmutationen dienen.

Bel den loss-of-function-Konstrukten auf Basis des N-Terminus von hKv2.1 lief3en sich im
Hefe-Zwel-Hybrid-System keine eindeutigen Funktionsverluste nachweisen. Zwar zeigte sich
bei einigen Punktmutationen eine gewisse Abschwéachung der Bindung der Fusionsproteine
aneinander — abzulesen am etwas verringerten Wachstum der entsprechenden Klone auf dem
Selektionsmedium. Eine Quantifizierung dieses Effektes lasst die gewéhlte Methode
alerdings nicht zu. Im Vergleich zu den eindeutig negativen Resultaten der Kontrollen bzw.
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der Konstrukte mit T1a g-Chiméren fand sich letztlich ein zu starkes Wachstum, al's dass diese

Proben zweifelsfrel als negativ hétten bezeichnet werden kdnnen.

Aul¥erdem fehlte der entsprechende Gegenbewels bei den Konstrukten auf Basis der T1A,B-
Chimére: Ein Funktionsriickgewinn, gleichzusetzen mit Wachstum auf dem Histidin-
Mangelmedium, eines Konstruktes mit reziproker Punktmutation hétte die Relevanz einer der
identifizierten Aminosauren belegen konnen. In den entsprechenden Versuchen konnte aber
fir keine der Uberpriften Kombinationen ein gain of function nachgewiesen werden.

Samtliche Proben blieben eindeutig negativ und wiesen keinerlel Wachstum auf.

Diese negativen Ergebnisse fiihrten zu verschiedenen Uberlegungen.

Zunéchst wurden die Methoden auf mdgliche systematische Fehler untersucht. So wurden die
verwendeten Vektoren, Selektionsmedien und Hefestamme mehrfach Gberprift. Auch die
Ausgangskonstrukte fur die Punktmutanten wurden auf ihre grundsétzliche Eignung hin in
Frage gestellt. Die dabei entdeckten Fehlerquellen wurden nach bestem Wissen beseitigt.
Weiterhin konnen Probleme im eigentlichen Hefesystem selbst bestehen. Im Fall der
Negativergebnisse fehlt der Nachwels, dass die eingebrachten Konstrukte Uberhaupt zur
Expression entsprechender Proteine gefihrt haben. Denkbar ist auch, dass die Fusionsproteine
nicht die native Faltung der N-Termini der untersuchten Kande annehmen. Somit konnte die
Schnittstelle zwischen zwei assoziierenden Untereinheiten hier vollig anders aussehen alsim
Ausgangsmodell.

Schliefdich ist anzunehmen, dass die ausgewdahlten Residuen nicht oder zumindest nicht in
den untersuchten Kombinationen von besonderer Relevanz fir die Interaktion der
Untereinheiten sind. Allerdings ist angesichts des K onservierungsgrades und somit der hohen
Sequenzidentitdt gerade in dem ausgewdhiten Bereich von 28 Aminosauren schwer zu

erschlief3en, welche der Residuen von grof3erer Bedeutung sein konnten.

Offensichtlich scheint das Vorhandensein aller drel identifizierten Doménen im Bereich von

T1a g Notwendig zu sein. Dies wurde im letzten Schritt dieser Arbeit Gberprift.
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3 Bedingungen flr subfamilienspezifische Erkennung

Als Nachweis der Notwendigkeit aller drel identifizierten Bindungsdomanen in hKv2.1 wurde
ein chiméares Konstrukt Uberprift, dass N-terminal eben diese Bereiche aus hKv2.1 bisaa 118
erhielt, C-terminal die Aminosduren aa 105 — 119 aus hKv6.2.

In der Austestung im Hefe-Zwei-Hybrid-System zeigte sich ein eindeutig positives Ergebnis.
Dies bestétigte zum einen das Funktionieren der Methode, zum anderen die Hypothese, dass
in dlen drei Doménen Residuen vorliegen, die fur die Assoziation der Untereinheiten
notwendig sind. Dabel kommen einerseits Interaktionen innerhalb einer Untereinheit in
Frage, die dadurch die raumliche Struktur des Proteins beeinflussen; es ist andererseits zu
vermuten, dass zwischen den Blécken Interaktionen von Bedeutung sind, die nur dann

ausgebildet werden kénnen, wenn alle drei Doméanen vorhanden sind.

Einzelne Residuen, die hierfir verantwortlich sind, lief3en sich in der vorliegenden Arbeit
nicht identifizieren. Dies mag zum einen an der Auswahl der untersuchten Aminosauren
liegen, zum anderen ist aber auch denkbar, dass die Interaktion der Kanal proteine wesentlich
stérker von der dreidimensionalen Konformation der Untereinheiten abhangig ist als von

klassischen polaren Briickenbildungen.

Strang et al. gelang es dagegen, mit einem anderen Ansatz Punktmutationen zu identifizieren,
durch die die Tetramerisierungsfahigkeit der T1-Doméanen verloren ging (Strang et al., 2001).
Diese Arbeit basierte nicht primér auf einer Strukturanalyse, nach der gezielt mutierte
Chiméren kloniert wurden, sondern begann nach dem Zufallsprinzip. In einem Konstrukt der
T1-Domanen wurden zuféllige Mutationen generiert, die auf ihre Interaktionsfahigkeit im
Hefe-Zwel-Hybrid-System Uberprift wurden. Nach Identifikation der loss-of-function-
Mutanten wurden diese sequenziert, wodurch einer Reihe von Residuen eine entscheidende
Rolle in der subfamilienspezifischen Erkennung zugewiesen werden konnte. Allerdings
blieben die Erklédrungen fur deren grof3e Bedeutung weitgehend hypothetisch und wurden
nicht weiter verifiziert.

Moglicherweise ist dieser empirische Ansatz schneller zielftihrend, weil auf diese Weise in
kirzerer Zeit eine grof3ere Zahl an Residuen Uberpriift werden kann, ohne dass theoretische
Uberlegungen die Suche eventuell sogar falschlicherweise einschrankt. So konnte deduktiv
aus den faktisch funktionell relevanten Mutationen ein Prinzip der spezifischen Erkennung
abgeleitet werden.
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Gleichzeitig werden die Untersuchungen auch dadurch erschwert, dass die Formation der
Proteine — wie auch im Hefe-Zwei-Hybrid-System - hauptséchlich unter in-vitro-Bedingungen
betrachtet werden kann. Einflisse durch interagierende Proteine — im Fall der Kv-Kande
insbesondere B-Untereinheiten und KChiPs — sowie durch die Zellmembran finden so keine

Berticksichtigung.

Die Losung dieser Frage ist besonders bedeutungsvoll angesichts der vielféltigen Funktionen,
die inzwischen der T1-Domane zugeschrieben werden konnten. Strang et al. listeten allein

funf Kanaleigenschaften auf, die durch die T1-Doméne beeinflusst werden:

Beschleunigung der Formation tetramerer Kandle
selektive Bildung homomere Kandle mit subfamilienspezifischer Erkennung
Stabilisierung der Kandle durch Interaktion mit anderen Kanalelementen

Beeinflussung der Kanal 6ffnung durch kleine Konformationsdnderungen

a ~ w DN

Verbindungsstelle zu weiteren modulierenden Proteinen, die mit dem Kanal
interagieren.
('nach Strang et a., 2001)

Wahrend also die Funktion der T1-Doméne in der Tetramerisierung der Kanaluntereinheiten
in jungster Zeit klarer zu werden scheint, ist ein grundlegendes Prinzip in der
subfamilienspezifischen und —libergreifenden Erkennung, das verléssliche Voraussagen tber
Protei ninteraktionen moglich machen konnte, gegenwartig nicht bekannt.
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\4 Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Identifikation eines konservierten Motivs, das
subfamilientibergreifende Interaktion  spannungsgesteuerter ~ Kaliumkanal untereinheiten
vermitteln konnte. Untersucht wurde dazu die Bindung der regulatorischen a-Untereinheit
hKv6.2 an hKv2.1.

In vorhergehenden Arbeiten (Zhu et al., 1999) konnte im Hefe-Zwel-Hybrid-System
nachgewiesen werden, dass fUr deren spezifische Bindung die jeweiligen Aminotermini
hinreichend waren. Durch Konstruktion chimérer Proteine der Interaktionsdoméanen T1, und
T1g von hKv2.1 und hKv6.2 wurde versucht, im Hefe-Zwei-Hybrid-System zu ermitteln,
welcher Abschnitt fur die Interaktionsfahigkeit der Untereinheiten notwendig oder sogar
hinreichend war. Es zeigte sich, dass bereits der Austausch von 28 Aminosauren des N-
Terminus von hKv2.1 zu hKv6.2 ausreichte, damit das Protein die Bindungsfahigkeit sowohl
an homomere Untereinheiten als auch an hKv6.2 verlor.

Um die erforderlichen Residuen genauer einzugrenzen, wurden Struktur-Funktionsanalysen
vorgenommen, die vom kristalisierten Modell von ShawT1 (Aplysia AKv3.1) nach Bixby et
al. (1999) ausgingen. Anhand von Sequenzvergleichen wurden mdgliche Interface-Residuen
identifiziert. Abhéngig vom Konservierungsgrad wurde zunéchst theoretisch die Relevanz
dieser Aminosauren fur die Interaktion eingeschétzt. Im dreidimensionalen Modell erfolgte
computergestiitzt die Uberpriifung dieser Aminosauren.

Aufgrund dieser Strukturanalyse wurden vier Residuen ausgewahlt, die auf ihren Einfluss auf
die Interaktion zwischen hKv2.1 und hKv6.2 Uberprift wurden, und zwar in hKv2.1 Histidin
88, Glycin 90, Threonin 93 und Glutamin 97. Dem entsprechen in hKv6.2 Serin 74, Cystein
76, Arginin 79 und Alanin 83.

Diese wurden Uber Punktmutationen in verschiedenen Kombinationen in Konstrukte
eingefuhrt, die im Hefe-Zwel-Hybrid-System auf ihre Bindungsféhigkeit Gberprift wurden.
Dabel wurden reziproke Konstrukte verwendet, bei denen entweder ein Funktionsverlust oder
eine Funktionsgewinn erwartet wurde. In keinem Fall konnte diese Vermutung bestétigt
werden. Somit konnte keiner dieser Aminosauren eine entscheidende Rolle in der Interaktion
der Untereinheiten zugeschrieben werden.

Abschlief?end konnte nachgewiesen werden, dass die gesamte T1a g-Doméne aus hKv2.1 fur
eine Interaktion erforderlich ist.

Eine genauere Eingrenzung auf ein spezifisches Motiv ist damit nicht gelungen.

58
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VIl

°C
3-AT

Aa
Abb.
Acc.
AD
Amp
AP
AS
ATP
BD
bidest.
bp
BSA

cDNA
CHO
dATP
dCTP
dGTP
dTTP
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DTT
E. coli
EDTA
f.c.

HIS
kb
KChiP
KcsA

LB
LEU

min

Anhang

Abkurzungsverzeichnis

Durchmesser

micro (10°°)

Grad Celsius

3-Amino-1,2,4-triazol

Adenosin

amino acid, Aminosaure(n)

Abbildung

accession number

Aktivierungsdoméne

Ampicillin

Aktionspotential, Alkalische Phosphatase
Aminosaure(n)

Adenosintriphosphat

Bindedomane, BigDye

Bidestilliert

Basenpaare

bovine serum albumine, Rinderserumalbumin
Cytosin, Carboxy-

copy Desoxyribonukleinsdure

chinese hamster ovary, Ovar des chinesischen Hamsters
2 -Desoxyadenosintriphosphat

2 -Desoxycytosintriphosphat

2 -Desoxyguanosi ntriphosphat

2 -Desoxythymidintriphosphat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease

2 -Desoxyribonukleotid-5"-triphosphat
Dithiotreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure, Dinatriumsal z
final concentration, Endkonzentration
Gramm

Guanosin

human, Stunde

Histidin

Kilobasenpaare
K+-Channel-interacting-Protein, Protein, das mit Kaliumkanélen interagiert
K+-Kana aus Streptomyces lividans

Liter

Luria Bertani

Leucin

milli (10°%)

molar, Mol

Minute

nano (10°°)
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N Amino-

Nt Nukleotid(e)

ODy optische Dichtewaeieniange

p pico (102

PCR polymerase chain reaction, Polymerase-K ettenreaktion

PEG Polyethylenglycol

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

S Sekunde

SD synthetic dropout, Hefe-Minimal medium

SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

T Thymidin

Tab. Tabelle

TE TrisEDTA

Tm Schmel ztemperatur

™ Transmembransegment

Tris Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan

TRP Tryptophan

U Unit, Enzymeinheit

UN Uber Nacht

UpM Umdrehungen pro Minute

\% Volt

viv Volumen pro Volumen

Vol. Volumen

wiv weight per volume, Gewicht pro VVolumen

YPD yeast peptone dextrose, Hefe-Vollmedium

2 Datenbanknummern relevanter Kanale
Kanal Accession number der Accession number der

Nukleotidsequenz Proteinsequenz

hKv6.2 AJ011021 CAB56834

hKv2.1 NM_004975 AABO026005

rkv2.2 M77482 AAA40905

hKv2.3 (= hKv8.1) X 98564 CAAB7174

hKv5.1 NM_002236 NP_002227

hKv6.1 NM_002237 NP_002228

rkvli.4 X16002 CAA34133

rkv3.1 X62840 CAA44644

hKv4.2 AJ010969 CAB56841
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3 Liste der verwendeten Oligonukleotide

Name Sequenz Bemerkungen
Sequenzier -Primer

PAS sense TCATCGGAAGAGAGTAG

PAS reverse TTTTGGATTCTCAGIGA

PGAD sense TACCACTACAATTGGATGAT

PGAD reverse TCTTCCGTTTTGCTACAT

M13 forward GTTTTCCCAGTCACGACG

M13 reverse GAATTGTGAGCGGATAAC

PCR-Primer

5 -Primer

hKv6.2-2c EcoRI
hKv2.1-2c EcoRI

hKv2.1-3c EcoRI

3 -Primer
hKv6.2-1nc*Sall

hKv6.2-3nc stop Sall
hKv2.1-1nc* Sall
hKv2.1-2nc stop Sall
hkv2.1-118nc stop Sall
hkv2.1-101nc stop Sall

Chi2.1-118 6.2-119 stop Sall nc

Overlap-Primer
6.2(1-130)/2.1(145-195)c

6.2(1-130)/2.1(145-195)nc
2.1(-144)/6.2¢
2.1(-144)/6.2nc
ChiA21B2162c
ChiA21B2162nc

ChiA21B62c

CGGAATTCATGGAGCCATGEECCCTGC

CGGAATTCATGCCGECGEECATGACG
AAG
CGGAATTCAACGT CGEGEEEECTGECG

ACGOGT CGACTCACTTGCCOGCCAGC
CCCGAGTG

ACGOGT CGACT CAGCAGCAGCGCTCC
AGGCG

ACGOGT CGACT CAGGAAATTATGGCA
AGGATC

ACGOGT CGACTCAGCAGCAGGACTCC
AGGTA
ACGOGTCGACTCACTCTTGGCTGAAG
CTGAG

ACGOGTCGACT CAAGTGCGGTAGAAG
TTGAG

ACGOGT CGACT CAGCAGCAGCGCTCC
AGGOGCGCCT CGT CGATGOCCCAGTA
GGOCAGCTCTTGGCTGAAGCTGAGOG
C

GCGAGGAGGAGGCGAACGAGGAGCTC
AAGCCGTGAG

CTTGAGCTCCTCGT TCGCCTCCTCCT
CGCGECGEEC

GAAGAAAGAGCAGAT GECCGAGECCC
GCGCEEEEC
CGCGCEEECCTCCECCATCTCCTCTT
TCTTCTGGTG

AACTTCTACCGCACT GGGAAGCTGCG
ACTGCTGCGG

CAGT CGCAGCTTCCCAGT GCGGTAGA
AGTTGAGGAT

CTGCTCGAGGT GTGCGACGACTACGA
CGTGAGCCEC

EcoRI, hKv6.2 Nt. 1-18
EcoRI, hKv2.1 Nt. 1-21

EcoRlI, hKv2.1 Nt. 105-123

Sall, Stopcodon, hKv6.2 Nt. 508-531
Sall, Stopcodon, hKv6.2 Nt. 340-357
Sall, Stopcodon, hKv2.1 Nt. 568-586
Sall, Stopcodon, hKv2.1 Nt. 382-399
Sall, Stopcodon, hKv2.1 Nt. 336-354
Sall, Stopcodon, hKv2.1 Nt. 286-303

hKv6.2 Nt. 313-357,
hKv2.1 Nt. 331-354

hKv6.2 Nt.377-390,
hKv2.1 Nt. 433-453
hKv2.1 Nt.433-447,
hKv6.2 Nt. 371-390
hKv2.1 Nt.417-432,
hKv6.2 Nt. 391-409
hKv6.2 Nt.391-405,
hKv2.1 Nt. 412-432
hKv2.1 Nt. 289-303,
hKv6.2 Nt. 262-282
hKv6.2 Nt. 262-276,
hKv2.1 Nt. 283-303
hKv2.1 Nt. 205-219,
hKv6.2 Nt. 178-198
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ChiA21B62nc
ChiA62B21c
ChiA62B21nc
ChiA62B6221c

ChiA62B6221nc

QuikChange-Primer

fur hKv2.1
H88S sense

H88Srev

G90C sense

G90C rev

TO93R sense

T93R rev

TO93R rev flur H88S
G90CTI3R sense
G90CT93R rev
N97A sense

N97A rev

N97A sense fir T93R

N97A rev fir TO3R

QuikChange-Primer

fur hKv6.2
S74H sense

S74H rev

C76G sense

C76G rev

R79T sense

R79T rev

R79T rev fur S74H
C76GR79T sense

C76GR79T rev

CACGT CGTAGT CGT CGCACACCTCGA
GCAGCGAGTC
CTGCTGCGCGTGTGTGATGACTACAG
CCTCGACGAC
GAGGCTGTAGT CATCACACACGCGCA
GCAGGTCGIC
GCGCTTTTGCGCGCAGGECGACTGCA
CATGATGGAG
CATGT GCAGT CGCCCTGCGCGCAAAA
GCGCCACGAT

TTCTTTGACCGCTCCCCGEECECCTT
CACCTCC
GGT GAAGGCGCCCGEEEGAGCGGT CAA
AGAAGTA
GACCGCCACCCGIGCGCCTTCACCTC
CATCCTC
GATGGAGGT GAAGGCGCACGEGTGEC
GGTCAAA
CCGGGCCCCTTCAGATCCATCCTCAA
CTTCTAC
GAAGT TGAGGATGGATCTGAAGGECGC
CCGEEETG
GITGAGGATGGATCT GAAGGECGCCCG
GGGACCG
CGCCACCCGTGCGCCTTCAGATCCAT
CCTCAAC
GAGGATGGAT CTGAAGGCGCACGEGT
GECGGETC
ACCTCCATCCTCGCCTTCTACCGCAC
TGGGCGA
AGT GCGGTAGAAGGCGAGGATGGAGG
TGAAGGC
AGATCCATCCTCGCCTTCTACCGCAC
TGGGCGA
AGT GCGGTAGAAGGCGAGGATGGATC
TGAAGGC

TTCTTCGACCGCCACCCGTGCCCCTT
sococee
GCGGAAGGCGCACGEEGT GECGGT CGA
AGAAGAA
GACCGCAGCCCGEECECCTTCCGCGC
CATCGTG
GATGGCCCGGAAGECECCCEEECTGC
GGTCGAA
CCGIGCGCCTTCACCGCCATCGIGGC
GCTTTTG
AAGCGCCACGAT GECGGT GAAGECEC
ACGGCECT
AAGCGCCACGATGGECGGT GAAGGCGC
ACGGGTG
CGCAGCCCGGEGECGCCTTCACCGCCAT
CGTGCECG
CACGATGGCGGT GAAGGCGCCCEEEC
TGCGGTC

hKv6.2 Nt. 178-192,
hKv2.1 Nt. 199-219
hKv6.2 Nt. 163-177,
hKv2.1 Nt. 220-240
hKv2.1 Nt. 220-234,
hKv6.2 Nt. 157-177

hKv6.2 Nt. 247-261,
hKv2.1 Nt. 304-324
hKv2.1 Nt. 304-318,
hKv6.2 Nt. 241-261

hKv2.1 Nt. 250-282,
hKv2.1 Nt. 247-279,
hKv2.1 Nt. 256-288,

hKv2.1 Nt. 253-285,

H88S

H88S

GooC

G9ooC

hKv2.1 Nt. 265-297, T93R

hKv2.1 Nt. 262-294, T93R

hKv2.1 Nt. 259-291,
hKv2.1 Nt. 259-291,
hKv2.1 Nt. 256-288,
hKv2.1 Nt. 277-309,

hKv2.1 Nt. 271-303,

H88S, T93R
G90C, T93R
G90C, T93R
N97A

NI7A

hKv2.1 Nt. 277-309, T93R, N97A

hKv2.1 Nt. 271-303, T93R, N97A

hKv6.2 Nt. 208-240,
hKv6.2 Nt. 205-237,
hKv6.2 Nt. 214-246,
hKv6.2 Nt. 211-243,
hKv6.2 Nt. 223-255,
hKv6.2 Nt. 220-252,
hKv6.2 Nt. 220-252,
hKv6.2 Nt. 217-249,

hKv6.2 Nt. 214-246,

S74H
S74H
C76G
C76G
R79T
R79T
S74H, R79T
C76G, R79T

C76G, R79T
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A83N sense CGCGCCATCGTGAATCTTTTGCGCGC | hKv6.2 Nt. 235-267, A83N
AGGGAAG

A83N rev TGCGCGCAAAAGATTCACGATGGCGC | hKv6.2 Nt. 229-261, A83N

A83N sense fir R79T

A83N rev fur R79T

hKv2.1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251

GGAAGEC

ACCGCCATCGTGAATCTTTTGCGCGC

AGGGAAG

TGCGCGCAAAAGATTCACGATGECGG

TGAAGCC

DNA-Sequenzen

at gccggegy
gcccgagcecce
gcct caacgt
cgcct gceccc
ctcgetgcetc
tctttgaccg
act gggcgac
agagct cgac
aggcccgcet a
gaggccgaga
ct gcgcagag
cctct gt ggc
ctctccacca
cgatgagttc
ccgt gt gcat
t cgcccaaga
gttggccatt
agagcgt gct
at cat gcgaa
ccagtctctg
tcatcctctt
tttgct gaga
tttctggtgg

accccaagac

ggagt cct gg
t gagtt ct at

gcat gacgaa
at ggagat cg
cggggggct g
gcacgcggct
gaggt gt gcg
ccacccgggce
t gcacat gat
t act ggggca
ccaccagaag
ccct acggga
aagaggaaaa
t gccaagat ¢
ttgccctgtce
ggccagt cca
cgcatggttc
agt ggaagt t
ct gccat act
gcaatt ccag
ttctccgeat
ggcttcactt
ccttgccatg
aggat gagga
gccaccat ca
tct cct gggg
tgatt gct ct

aaggagcaga

gcat ggct cc
t gcgcagcaa
gcgcacgagg
gggcaagct c
at gact acag
gcctt cacct
ggaggagat g
t cgacgagat
aaagagcaga
gcgggaaggc
aact ct ggga
cttgccataa
cct caacacg
cagacaaccc
accat ggagt
ctt caagggc
at gt caccat
aat gt ccgcc
ccttaagctt
t gcggaggag
ggcattat ga
cgacaccaag
ccat gact ac
aaaattgttg
tcccat cccc

agagacagga

cgct ccacca
ggcgt gct ct
tact ct ggcg
cgcgact gca
cct cgacgac
ccat cctcaa
t gcgcgct ca
ct acct ggag
t gaacgagga
gaggagttcg
cct act ggag
tttccatcat
ct gcct gagce
ccagct ggcc
acct gct gag
ccact caatg
tttcctcacc
gcgt ggt cca
gcacgccact
ct acaat gag
tcttctccag

tt caaaagca

t gt t gggt at

ggggact ct g
at cat cgt ca

gaaagcaat c

hKv6.2 Nt. 235-267, R79T, A83N

hKv6.2 Nt. 229-261, R79T, A83N

gct cgct gec
cggcgggt cc
t accct ggac
acacgcacga
aacgagt act
cttctaccgc
gcttcagcca
tcctgct gcc
gct caagcgt
at aacacgtg
aagcccaatt
gttcatcgtc
t acagagcct
cacgt ggagg
gttcctctcc
ccattgactt
gaat ccaaca
gatcttccgc
ccact ggcct
ttgggcttgce
ccttgtcttc
t cccagectc
ggagacat ct
ctgcattgca
ataacttctc

aaacggcgag
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1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551

hKv6.2

51
101
151
201

aggct ct gga
aaggat gctt
aaat ggggag
ctcct aacaa
agt aagt cct
gtcttctagt
at aagat ggc
gcagcacaga
cccegt agec
gt at gt caag
gccaccagat
gggcagcaca
gt ggt aggt t
agtttcttca
gaagct ccga
tcctccecegt
gctgcgget g
t gt gct gagc
ccceeeggtc
ggt gt ccacc
ctacagtgtg
cgaagtt cag
cctttaccca
agaagcattg
agaaccacat

ggaagcacac

at ggagccat
gcacgtcatc
cgct ggcgeg
ggccacgacg

cgagttcttc

gagagccaag
tt gcccggag
aat at gggt a
at ggaaat gg
tt gaaaccaa
cct cagcacc
caagacccaa
gcaaaccaaa
cctctgeccca
cat t gat agt
tct cccacag
gccccagaag
t gt ggaggcc
t cgagagccc
gcact t aaag
t ct agggat g
ct gt cgct gg
ccagagt cct
t cct gagaaa
agt acattga
gact ccagcc
cacggggaca
cctcccct aa
act ggaaaag
ctcccctgac
gagat cagag

ggccctgcetc
at caacgt gg
at gccccctc
acct gctgcg

ttcgaccgca

aggaat ggca
cattgagatg
agaaagacaa
acaaagagga
ggaacaggga
t gaacgttca
t cccaaccca
ggaagaactt
ct cgcacaga
ttcattagct
ccctttgaca
t gggct ggcg
aaccccagcc
caagagttcc
t caactt cat
t accat gacc
act ggagt gt
ccat ct acac
cacacagcaa
cgcagacaca
cccccaaaag
agat cggaga
gttcttaagg
gccccagt gg
gt ccgt gt gt
catctga

cccgggcggce
gcgget geeg
gcgegect gg
cgt gt gt gac
gcccgt gcge

gcatcgtatc
at ggacattg
agt acaagat
cactgtctga
t cccct gaaa
gcagt t ggaa
t cct caat ac
gaaat ggaga
aggggt cat t
gt gccacaga
t cact cccca
gggagctct g
ct gat gccag
at gaaaact a
ggagggt gac
ct ct caggaa
gccacgcettt
cacagcaagt
tagcgttcaa
gat gat gagg
cctccct ggg
aaaaccactt
cagaact gt a
t caggaaaag

tgccaggggy

ggcggcggga
cgt gcgcectg
agcgcct gcg
gact acgacg

cttccgcgec

cat gaacat g
t ggt t gagaa
aaccactt gt
aaccagct ca
aagccagat c
gacat gt aca
caaggagt ca
gt at ccccag
gacat gcgaa
cttccctgag
gcaagact gg
ggt gccagt g
ccagcact ct
acaacccttt
cccagt ccac
ccgggggagt
t ggacaaggc
gct aagacac
ctttgaggcg
gacagct gct
agcaccagtc
t gaaagct cc
tttactccac
t gcaaacttg
aggagcccat

cccgcgeccg
gcat gggccg
cgcct gecegce
t gagccgcga
at cgt ggcgc
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251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401

ttttgcgege
ttccgcgacg
ctgctgectg
gcgcggggec
ggacct cggg
ggacaacccg
tgtccttcgt
gacat ccgcg
cctgttcgtg
t gct gcgetc
ct caacat ca
gct ggggct g
ggct ggt gct
ct ggcgegec
ct gcgecgege
cgctcttcge
cgcgacttct
gaccaccgtg
t ggt ggcgct
gt cacctcca
gcagcagcag
cgcact cggc

ggcctggccg
a

agggaagct g
agct ggcct a
cgccgectge
gacggagcge
ggcggcet gca
cact cggggc
ggccgt cacg
ccgaggagga
ct ggagaccg
cct gcaggcc
tt gacat cct
gcggcaggec
gcggetget g
act cgct ggg
gagtt cggge
gccact ggtg
ccagcgt gcc
ggct acggcg
cagcagcat c
tcttccacac
cgcgcggeca
cacagccacc
acgact ccgc

cgact gct gc
ct ggggcat c
gccgecgega
ggggcgcagy
gcgcggecgy
t ggcgggcaa
gccgt gggee
gcggggcgag
t gt gcgt ggc
gagagcaagt
ggcgctcctg
cgggcgggac
cgt gcgct gc
gctgecgttcg
t gct gct get
cacct ggccg
cgccagct at
acat ggt ccc
ct cagcggca
cttttcgege
gccccgagcec
gaggacagct
ggat gcgct g

ggggeccgt g
gacgaggcge
ggaggaggcy
ggagcccgge
cggcgect ge
gctcttcgec
t ct gcct gag
tgctccccca
ctggttctcc
gcgecttcct
ccgttctacg
caagctcctg
gcgtgctcta
ct gggcct ga
gttcctctge
agcgcgagct
t ggt gggccg
gcgcagcectg
t cct gct cat
tcctactccg
ggccct gcag
cgcagggccc

tgggt gcggg

cgcgct ggece
gcct ggageg
gccgaggcecce
gcgcgecctg
gcgacgt ggt
tgcgt gt ccg
caccat gccg
agt gccgcag
ttcgagttcc
gcgcgegeca
t gt cgct get
gagcgegegy
cgt gat gcgc
ccat gcgecg
gt ggccat gg
gggcgcgege
t cat ct ccat
cccgggcagg
ggccttcccg
agct caagga
gaggacagca
cgacagcgcg
cagggcgct g
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