Elektrophysiologische Charakterisierung von
Trypthophan-Mutanten im Porenmodul des
humanen KCNQ1- Kaliumkanals

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
im Fachbereich Medizin

der Universitit Hamburg

vorgelegt von

Roman Born

Institut fiir neurale Signalverarbeitung
am Zentrum fiir molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH)
Direktor: Prof. Dr. O. Pongs
Hamburg, 2005



Angenommen vom Fachbereich Medizin

der Universitdit Hamburg am:  24.08.2005

Veroftentlicht mit der Genehmigung des Fachbereichs

Medizin der Universitit Hamburg

Priifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. O.Pongs

Priifungsausschuss: 2. Gutachter/in: Prof. Dr. J. R. Schwarz

Priifungsausschuss: 3. Gutachter/in: PD Dr. R. Béhring



Inhaltsverzeichnis

Einleitung 1
1 Leitfdhigkeiten im kardialen Aktionspotential 1
2 Das Lange QT-Syndrom 3
3 KCNQI1 Funktion und Pathophysiologie 6
4 Aufbau von Kaliumkanélen 7
5 Ziel der vorliegenden Arbeit 10
Material und Methoden 12
1 Homologie-Modellierung 12
2 Mutationen und RNA-Synthese 13
3 Zellbiologische Methoden 13
3.1 Préaparation von Xenopus laevis-Oozyten 13
3.2 Mikroinjektion von cRNA 14
33 Oozyten-Lésungen 15
4 Elektrophysiologische Methoden 16
4.1  Versuchsaufbau und -ablauf 16
4.2 Registrierung der Messdaten 18
4.2.1 Zwei Elektroden Voltage-Clamp 19




IV

4.3  Pulsprotokolle 20
4.4  Messlosungen 22
5 Datenanalyse 23
5.1  Leitfahigkeits-Spannungs-Beziehung 23
5.2 Boltzmann-Analyse der GV-Beziehungen 24
5.3  Thermodynamische Analyse 25
53.1 Berechnungsbeispicl 27
6 Chemikalien und Gebrauchsmaterialien 28
Ergebnisse 29
1 Die duf3ere Hiille der Porenmoduls von KCNQ1 29
2 KCNQI-Mutationen ohne funktionelle Expression 32
3 Funktionell exprimierende KCNQ1-Kanal-Mutanten 33
3.1  Mutationen mit unverdnderten Gatingeigenschaften 35
3.2 Mutationen mit spannungsabhingiger Inaktivierung 40
3.3 Mutationen mit verdnderter Spannungsabhdngigkeit
der Aktivierung 44
Dikussion 49
Wiltyp-dhnliche KCNQ1 Mutationen 51

Kanalkonstrukte ohne funktionelle Expression

Spannungsabhingig inaktivierende KCNQ1 Mutationen 53
KCNQI1-Konstrukte mit veranderten Gatingeigenschaften 55

57

wn kA WD =

Vergleich der Shaker- und KCNQ1-Scanning-

Mutagensen

6 Moglichkeiten und Grenzen des Trypthophan-Mutanten-

Scan

7 Ausblick

58

61
63

Zusammenfassung

64




Vi

VI

Literaturverzeichnis 65
Anhang 74
1 Abkiirzungsverzeichnis 74
2 Veroffentlichung 76
3 Lebenslauf 77
4 Danksagungen 78
5 Eidesstattliche Versicherung 79




L. Einleitung 1

I Einleitung

1 Leitfahigkeiten im kardialen Aktionspotential

In kardialen Myozyten existieren zahlreiche Leitfahigkeiten, die Form und Dauer des Herz-
aktionspotentials (AP) bestimmen (Abb. I.1). Ein Na'-Einstrom Iy, ist verantwortlich fur

die Generierung des Aktionspotentials und ist die wesentliche Leitfdhigkeit in der so ge-
nannten Aufstrichphase (Phase 0). In der dem Maximalwert der Depolarisation folgenden

Phase 1 wirken schnell inaktivierende Kalium-Auswartsstrome It ol und It 02 und eine Chlo-

rid- Leitfahigkeit I, mit. Die Plateauphase (Phase 2) wird von einem lang anhaltenden,

langsam inaktivierenden L-Typ Ca®"-Strom I, getragen (Wang et al.,, 1998a). Die Ak-

tionspotential-Dauer (Phase 3) wird bestimmt von einem verzdgerten, auswérts gerichteten

Kaliumstrom I, (Noble und Tsien, 1969).
I besteht aus mindestens drei verschiedenen Stromen, Lewre Tkr und ke die anhand ihrer

pharmakologischen und biophysikalischen Eigenschaften unterschieden werden koénnen.
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Iy, aktiviert im Vergleich zu den anderen Komponenten sehr schnell (u/trarapid), nahezu
instantan (Yue et al., 1996; Feng et al., 1997). Die Aktivierung von I (rapid) erfolgt

schnell (150 ms). I, weist eine Einwértsrektifizierung auf und wird selektiv durch Antiar-

rhythmika der Klasse III wie zum Beispiel Sotalol und E-4031 inhibiert (Mitcheson und
Sanguinetti, 1999). Diese Kaliumleitfdhigkeit ist ausgeprigt in der Plateauphase des AP
und in der, dem Plateau unmittelbar folgenden, schnellen Repolarisationsphase (Phase 3).

Der sehr langsam aktivierende Kaliumstrom Iy, (slow) spielt eine wesentliche Rolle in
Phase 2 des Aktionspotentials (Wang et al., 1998a). Aufgrund der langsamen Aktivierung
(>3 s, 35° C) ist der Beitrag des I -Stroms zur Gesamtrepolarisierung in der spiten Pla-

teau-Phase am grofiten (Abb. 1.1/B). Der Strom ist charakterisiert durch fehlende In-

aktivierung und sehr langsame Deaktivierung.
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Abbildung I.1: Schematische Ubersicht der am kardialen Aktionspotential beteiligten Strome

(A) Der Zeitverlauf eines kardialen AP kann in fiinf Phasen eingeteilt werden: Aufstrich der schnellen De-
polarisierung (Phase 0), schnelle Repolarisierung nach dem Maximum (Phase 1), Plateau (Phase 2), schnelle
Repolarisierung nach dem Plateau (Phase 3) und Zeit zwischen maximalem diastolischen Potenzial und dem
Aufstrich des néchsten AP (Phase 4). (B) Simulationen des Zeitverlaufs der am kardialen AP beteiligten Stro-
me. Einwdrtsstrome sind unterhalb, Auswértsstrome oberhalb der Basislinie dargestellt. Erlduterungen im
Text (modifiziert nach Roden et al., 1996 und Schulze-Bahr et al., 2000).
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Es wird vermutet, dass aufgrund der langsamen Deaktivierung eine Akkumulation von of-

fenen I -Kanélen bei hohen Stimulationsfrequenzen von (patho-) physiologischer Rele-

vanz ist (Mitcheson und Sanguinetti, 1999).
MaBgeblich fiir die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials (Phase 4) nach der Re-

polarisation sind die einwirtsrektifizierenden Kaliumstrome I, IK( ACh) und IK( ATP) Sie

unterscheiden sich unter anderem in ihrer Regulation (Acetylcholin, intrazellulires ATP)
und im Ausmal der Einwértsrektifizierung (Barry und Nerbonne, 1996).

Das kardiale Aktionspotential ist bestimmt von einem kontrollierten Zusammenwirken der

erwihnten einwérts und auswdrts gerichteten Strdme (Iy,, I, bzw. I, L ). Ein ko-

ordinierter und kontrollierter Herzrhythmus ist Voraussetzung fiir die Pumpleistung des

Herzmuskels. Anhaltender Natrium-Einwartsstrom in der Plateau-Phase oder verminderte
K- Auswirtsstrome konnen die kardiale Repolarisation und somit das kardiale Aktionspo-

tential verlingern. Hierdurch kann es zu einer Reaktivierung von Ca?*- oder Na'-Kanilen
kommen, was iiber so genannte frithe Nachdepolarisationen (early after depolarization,
EAD) und episodische Arrhythmien vom Typ der torsade de pointes zu Kammerflimmern

und funktionellem Herzstillstand fiihren kann (Abb. 1.2, s. u., Wang et al., 1998a).

2 Das Lange QT-Syndrom

Es wurden mehrere Erkrankungen insbesondere des Herzens beschrieben, deren Ursachen
in einer Fehlfunktion von lonenkanilen liegen (Ubersicht bei Lehmann-Horn und Jurkat-
Rott, 1999). Von allen bekannten episodischen Erkrankungen, die auf einem Ionenka-
naldefekt beruhen, wird das Lange QT-Syndrom (LQTS) als besonders schwere Er-

krankung angesehen.

Die Bezeichnung Langes QT-Syndrom ist zuriickzufiihren auf eine Verzdgerung oder ein
Ausbleiben der Repolarisation des ventrikuldren Myokards (Salen und Nadkarmi, 1999),

was sich in einer Verlingerung des QT-Intervalls im Elektrokardiogramm (EKG) duf3ert
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(Abb. 1.2/A). Es ist somit gekoppelt an Fehlfunktionen der Leitfahigkeiten im kardialen
Aktionspotential.

Das Lange QT-Syndrom kann é&tiologisch in mehrere Kategorien eingeteilt werden. Man
unterscheidet im Wesentlichen erbliche und erworbene QT-Syndrome. Daneben sind auch
umweltbedingte, endokrinologische, metabolische und neurologische Ursachen postuliert
worden (Wang et al., 1998a; Salen und Nadkarmi, 1999). Im Falle der erblichen QT-Syn-
drome, die 6 Patienten pro Million Menschen betreffen, tritt der Tod zumeist in der ersten
Lebensdekade ein.

Der LQT1-Locus auf Chromosom 11p15.5, der fiir den hier untersuchten KCNQ1-Kalium-
Kanal kodiert, ist dabei fiir die hdufigste Form der erblichen LQT-Syndrome verantwort-
lich. Kopplungsanalysen zeigen, dass iiber 50 % der betroffenen Patienten Mutationen in
dem korrespondierenden Gen aufweisen (Wang et al., 1996a,b). Man unterscheidet einen
autosomal dominanten und einen autosomal rezessiven Erbgang. Die entsprechenden Syn-
drome sind nach ihren Erstbeschreibern Romano-Ward-Syndrom (RWS) (Romano, 1963;
Ward, 1964) bzw. Jervell und Lange-Nielsen-Syndrom (JLNS) (Jervell und Lange-Nielsen,
1957) benannt. Zusétzlich zum kardialen Phénotyp tritt bei JLN-Patienten eine schwere, bi-
laterale Taubheit auf.

Des Weiteren wurden molekulare Korrelate fiir die LQT-Loci 2, 3, 5 und 6 gefunden, die
fiir den Kalium-Kanal HERG, den Natrium-Kanal SCNS5A, sowie die B-Untereinheiten
KCNE1 und KCNE2 kodieren. Mutationen in diesen Proteinen konnen ebenfalls zu einem
LQT-Syndrom fiihren, wobei Herg in 20-40 % der Félle betroffen sein kann und die Ge-

samtheit der anderen nur einen Anteil von etwa 8 % ausmacht (Schulze-Bahr et al., 1999).

Die Erkrankung ist gekennzeichnet durch wiederholte Synkopen und plétzlichen Tod nach
ventrikuldrer Arrhythmie, insbesondere vom Typ der torsade de pointes (Wang et al.,
1998a). Kennzeichnend fiir diesen Typ der Arrhythmie ist ein Drehen des QRS-Komplexes
um die isoelektrische Achse des EKGs (Abb. 1.2/B). Vor allem bei ausgepréigter Symphati-
cus-Aktivitdit kommt es zu Anomalien des kardialen Aktionspotentials, die héufig bei
jungen und ansonsten gesunden Patienten zum Tod fithren (Jackman et al., 1988). Die St6-
rungen treten demnach oftmals nach physischem oder emotionalem Stress auf.

Definiert ist die Krankheit iiber die im Oberflichen-EKG ermittelte Verldngerung des auf

die Frequenz normierten QT-Intervalls (Qt.), sowie iiber weitere klinische und anamnes-
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tische Kriterien. Im Normalfall wird das QT-Intervall (Abb. 1.2/B***) u. a. von Herz-
frequenz, Alter und Geschlecht der untersuchten Person beeinflusst.

Zur diagnostischen Evaluierung wurde eine Wertetabelle entwickelt die Aussagen iiber das
erwartete Risiko eines plotzlichen Herztodes zuldsst (Schwartz et al., 1993; Haverkamp et
al., 1997). Dabei werden verschiedenen Kriterien, wie die flir die Herzfrequenz korrigierte
Liange des QT-Intervalls (QTc), erlebte Synkopen oder Familienanamnese in die Be-
wertung miteinbezogen. Die Zahl der pradisponierten Personen ist unbekannt, Schitzungen

gehen von einem Fall pro 10000-15000 Geburten aus (Wang et al., 1995a).

A QRS
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Abbildung 1.2: Auswirkung der torsade de pointes auf das Elektrokardiogramm
(modifiziert nach Katz, 1992 und Viskin, 1999)

(A) Typisches EKG: P bezeichnet die atriale Depolarisation, P-R die atrioventrikuldre Weiterleitung, QRS
die ventrikuldre Depolarisation, S-T das Plateau, T die ventrikuldre Repolarisation, U uncertain (ohne genaue
Zuordnung). (B) Typische torsade de pointes: Sinusthythmus mit normaler QT-Phase (oben links),
verlangertes QT-Intervall (oben rechts, ***), Ausbruch der torsade de pointes (unten).
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3 KCNQI1 Funktion und Pathophysiologie

KCNQ1 gehort zu einer Familie von bisher fiinf isolierten und klonierten KCNQ-Kalium-
Kanélen. Dazu gehoren die KCNQ2, KCNQ3 und KCNQS5, die als sog. ,,slow gating* K-
Kanile den neuronalen M-Strom leiten (Wang et al., 1998b; Selyanko et al., 1999). Diese
werden vor allem durch Neurotransmitter wie z. B. Acetylcholin reguliert. KCNQ4 findet
sich in den sensorischen Haarzellen des Innenohrs und wurde als molekulares Korrelat fiir

den OHC-Strom (outer haircell) identifiziert (Kubisch et al., 1999).

Zur Bestimmung seiner Funktion wurde KCNQI1 heterolog in Xenopus laevis-Oozyten oder
in Saugetierzelllinien wie CHO (Chinese hamster ovary), COS-7 (CV1 Origin SV40) oder
HEK293 (human embryonal kidney) exprimiert (Barhanin et al., 1996; Sanguinetti et al.,
1996). Der resultierende Kalium-Auswirtsstrom wies in seinen biophysikalischen Eigen-
schaften keine Ahnlichkeiten zu den nativen ventrikuldren Strdmen des Herzens auf

(Attali, 1996).

Coexprimierte man jedoch KCNQ1 und die B-Untereinheit KCNET1, dnderte sich die Kine-
tik. Es zeigte sich die I-typische, langsame Aktivierung und damit einhergehend eine
deutlich hohere Stromamplitude. Passend dazu ist die 129 Aminosduren grole KCNEI-
Untereinheit ebenfalls sehr stark im Herzen exprimiert (Barrhanin et al., 1996). Erst kiirz-
lich konnte eine direkte Interaktionsstelle zwischen KCNQI1 und KCNE1 im Bereich der
Aminosduren 338-340 mit den entsprechenden Partnern in KCNE1 nachgewiesen werden

(Melman et al., 2004).

KCNQI1/KCNE1-Kanéle haben zusitzlich eine modulierende Funktion bei der Sekretion
von H" in den Magen, der Chlorid-Sekretion in das Colon und die Sekretion von K™ in die
Stria media des Innenohrs (Neyroud et al., 1997; Mall et al., 1998; Grahammer et al., 2001;
Warth et al., 2002). Auch andere B- Untereinheiten konnen mit KCNQ1 interagieren. So
fiihrt die Coexpression von KCNQI1 und KCNE3 zum Verlust des spannungsabhéngigen
Gatings und es entstehen dauerhaft offene Kanéle (Schroeder et al., 2000).
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4 Aufbau von Kaliumkanalen

Kaliumkanile bilden eine grofle Superfamilie integraler Membranproteine, die nach der
Zahl der Transmembranbereiche (TM) und der Porenregionen (P) in verschiedene Struktur-

klassen unterteilt ist. Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte Kaliumkanal gehdrt zur

Klasse der 6TM/1P-Kanile, die sich weiter in Familien von spannungsgesteuerten K*-
Kanilen (Kv), KCNQ-Kanilen, EAG-Kanilen, CNG-Kanilen und SK/IK-Kanilen unter-
gliedern lisst (Ubersichten bei Wei et al., 1996; Jan und Jan, 1997; Pongs, 1999). Wesent-
liche Erkenntnisse zur Aufkldrung von Struktur und Funktion von Kaliumkanédlen
resultieren aus der Analyse der Familie der Kv-Kanile, zu der die Familie der KCNQ-

Kanile die hochste Homologie aufweist (Wang et al., 1996a; Schmitt, 1996).

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Topologie von Kaliumkanaluntereinheiten

(A) Topologisches Modell von Kv-Kanal-Untereinheiten: Die zytoplasmatischen amino- und carboxytermina-
len Bereiche flankieren sechs Transmembransegmente (S1-S6). Die Tetramerisierung der o-Untereinheiten
wird durch eine N-terminale Doméne (T14 ) vermittelt. Die Interaktion mit zytoplasmatischen B-Untereinhei-
ten wird mutmaBlich durch einen Teilbereich der Tetramerisierungsdomine kontrolliert. (B) Eine Kaliumkan-
alpore wird aus vier P-Doménen gebildet. (C) Topologisches Modell des Ix-Komplexes: die [3-Untereinheit
liegt als Transmembranprotein vor.
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Spannungsgesteuerte 6 TM-K'-Kanéle setzen sich aus einem homo- oder heterotetraméren
Satz von porenbildenden a-Untereinheiten zusammen (Abb. 1.3/B). Die a-Untereinheiten
bestehen aus sechs Transmembranhelices (S1-S6) und einem in die Membran einge-
lassenen, nicht durchgehenden Porensegment (Abb. 1.3/C). Die vierte helikale Doméne, S4,
enthilt zahlreiche positiv geladene, gleichmifig verteilte Aminosduren und bildet den
wohl wichtigsten Anteil des so genannten Spannungssensors. Dieser bewegt sich als Ant-
wort auf Anderungen im transmembraniren Spannungsgradient (Yellen, 2002; Jiang et al.,
2003a/b).

Vereinfacht lassen sich funktionell ein Porenmodul, bestehend aus S5, Porenhelix und S6
und ein Sensormodul (S1-S4) unterscheiden. In den letzten Jahren ergaben rontgenkristal-
lographische Untersuchungen an drei prokariotischen K'-Kanélen ein wesentlich genaueres
Bild vom strukturellen Aufbau und den molekularen Mechanismen des hoch-selektiven
Porenmoduls. Man geht davon aus, dass der topologische Aufbau des aus vier a-Unter-
einheiten bestehenden, pH-kontrollierten Zwei-Transmembran Kaliumkanals KcsA (Strep-
tomyces lividans) etwa dem Porenmodul von 6 TM-Kv-Kanélen entspricht (Doyle et al.,
1998, Abb. II1.2). Der obere Bereich zeigt den Selektivititsfilter, der die Signatursequenz
TVGYG enthélt. Unterhalb des Selektivititsfilters erweitert sich der Durchgang zu einer
wassergefiillten Hohle, die von vier inneren Membranhelices (TM 2) begrenzt wird. Die
Kaliumionen verlieren bei Eintritt in den engen lonenkonduktionsweg ihre Hydrathiille,
werden aber durch die polaren Carbonyl-Sauerstoffatome der Hauptgruppen des Selektivi-
tatsfilters stabilisiert, bevor sie in der Hohlung wieder in ein wissriges Milieu eintreten
(Zhou et al., 2001; Morais-Cabral et al., 2001). Zusétzliche Stabilisierung der Kaliumionen
innerhalb des Selektivitdtsfilters, sowie eine Erhohung der Kationen-Selektivitét, vermittelt
das Dipolmoment der Porenhelices, der mit dem negativen Pol direkt zum Zentrum der
Pore deutet (Roux et al., 1999). Neben Homologien in der primidren Aminosduresequenz
gibt es auch experimentelle Hinweise auf eine hohe Ahnlichkeit der KcsA-Struktur mit den
Strukturen der Porendoménen von 6 TM-Kv-Kanélen der Eukaryoten. KcsA besitzt Sensi-
tivitdt zu Skorpiontoxinen, deren Interaktionstellen innerhalb der duBeren Pore bei euka-
ryotischen Kv-Kanéilen intensiv studiert wurden (MacKinnon et al., 1998). Toxinssensitivi-
tiat konnte durch Austausch definierter Abschnitte der duleren Pore zwischen KcsA und
einem Shaker Kv-Kanal auf KcsA {ibertragen werden (Legros et al., 2000).

Der zweite prokariotische, calciumkontrollierte 2-TM-Kaliumkanal MthK (Methanobacte-

rium thermoautotrophicum) zeigt im Gegensatz zu KcsA die Konfiguration der offenen



L. Einleitung 9

Pore (Jiang et al., 2002a/b). Wihrend in der Struktur von KcsA die inneren Helices (TM2)
am intrazelluldr gelegenen Aktivierungstor, ,,Gate®, (Liu et al., 1997; del Camino et al.,
2001) ein sich kreuzendes Biindel formen, erscheinen diese in der MthK-Struktur weit
gespreizt.

Als erster 6 TM-Kv-Kanal wurde KvAP (4eropyrum pernix) rontgenkristallographisch
dargestellt (Jiang et al., 2003a). Von besonderem Interesse war dabei, dass erstmals die
Lage der Elemente S1-S4 zur Pore gezeigt werden konnten und KvAP hohe Sequenzhomo-
logien zu den eukaryotischen Kv-Kanilen besitzt. Im Gegensatz zur bis dahin gewonnen
Vorstellung (Ubersicht Cohen et al., 2003), die das positiv geladene Spannungssensor-
element S4 in einer Wasser-/Proteinumgebung des Kanals lokalisierte (Abb. 1.3/C), wird
hier der Spannungssensor als in der Membran frei bewegliches ,,Paddel* beschrieben (Abb.

1.4).

External

Abbildung I.4: Kristallstrukturmodell des geoffneten KvAP-K*-Kanal

A/ Modell des geschlossenen KvAP-Kanals, basierend auf der Tiefe und Orientierung des ,,paddels* (rot) zur
Porenregion. S5 und S6 Helices sind dabei an die Position in KcsA angeglichen. B/ Die offene KvAP-Struk-

tur basiert auf der Tiefe und Orientierung des ,,paddels* (rot) und der KvAP-Pore (Jiang et al., 2003b).

Eine Erhohung der Diversitit von Kv-Kanidlen wird durch die Interaktion der poren-

bildenden a-Untereinheiten mit akzessorischen [3-Untereinheiten erreicht, die wesentlichen

Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften des induzierten Stroms haben (Rettig et

al., 1994). Die zytoplasmatischen [3-Untereinheiten der Kv-Kanile interagieren iiber eine
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konservierte C-terminale Doméine mit einem Teilbereich der T1-Doméne der a-Unter-
einheiten (Sewing et al., 1996; Yu et al., 1996).

Die akzessorischen Untereinheiten der KCNQ-Kanalfamilie weisen eine Transmembrando-
mine auf (Abb. 1.3/C) und sind als KCNE-Untereinheiten klassifiziert (Barrhanin et al.,
1997; Sanguinetti et al., 1997; Schroeder et al., 2000). Der Mechanismus der Interaktion ist
bislang ungeklart, die Bindungsstellen fiir KCNQ1 und KCNE1 konnten aber kiirzlich auf

ein Basentriplett eingegrenzt werden (Melman et al., 2004).

S  Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, mittels einer Tryptophan-Mutanten-Scan-Analyse Protein-Prote-
in und Protein-Lipid Interaktionen auf der duferen, transmembranédren Oberfliche des Po-
renmoduls von KCNQ1-Kanilen zu finden. In den Scan wurden Aminoséurereste aus den
Bereichen der &uBleren (S5/TM1), der Poren-(P) und der inneren (S6/TM2) Helix von
KCNQI einbezogen. Die Aminosduren wurden im Verlauf einzeln zu Tryptophan mutiert,
die Kanile in Xenopus laevis-Oozyten exprimiert und anschlieBend elektrophysiologisch

analysiert.

Besondere Beachtung wurde dem letzten Schritt des spannungsabhidngigen Gating-Pro-
zesses geschenkt, dem Offnen der Pore. Bekannt ist, dass spannungsabhiingige Kalium-
Kanile sehr sensitiv auf Punktmutationen einzelner Aminoséurereste reagieren (Schoppa
and Sigworth, 1998b; Ledwell and Aldrich, 1999; Li-Smerin et al., 2000; Hong and Miller,
2000) und sich aus diesen Stérungen wichtige Informationen iiber funktionell wichtige
Strukturen in Kalium-Kanédlen gewinnen lassen (Li-Smerin et al., 2000; Yifrach et al.,
2002). Geht man davon aus, dass der Kanal im Geschlossen-Zustand eine bestimmte Ord-
nung besitzt, die sich wihrend des Offnungsvorgangs energieabhiingig éndert, um im Of-
fen-Zustand eine neue Konformation einzunehmen. Dann fiihrt eine Punktmutation dazu,
dass energetische Storungen entstehen. Diese energetischen Verdnderungen lassen sich

anhand von Vi, (Spannung der halb-maximalen Aktivierung) und z (Steigung in V,) be-
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stimmen (Material und Methoden). Dies erlaubt es, Positionen im Kanal ausfindig zu ma-
chen, die wihrend der spannungsabhingigen Aktivierung gestért werden. Obwohl die
physikalischen Mechanismen durch die Mutationen das Gating des Kanals stéren noch
nicht bekannt sind, lassen sich so doch Regionen finden, in denen das Umordnen der Ami-

nosiuren wihrend des Offnens gestort wird.

Eine weitere Information liefert die Korrelation von V- und z-Werten. Yifrach et al.,
2002 konnten zeigen, dass, wenn sich der Mittelpunkt der Aktivierung zu positiveren
Spannungen verschiebt und gleichzeitig die Steigung in diesem Punkt abnimmt, eine Sto-
rung in der spiten Phase des Gatings, kurz vor Offnung der Pore, beeinflusst wird. Ist keine

Korrelation zu finden, sind vermutlich Protein-Protein-Interaktion im Kanal gestort.

Das Einfiihren einer sterisch grof3en, apolaren Aminosdure wie Tryptophan hat zu dem auf
Grund des hydrophoben Charakters, keinen oder nur geringe Effekte auf Protein-Lipid-In-
teraktion (Choe et al., 1995; Sharp et al., 1995; Collins et al., 1997; Monks et al., 1999; Li-
Smerin et al., 2000). Daher ist anzunehmen, dass der Tryptophanaustausch bei Aminosiu-
ren im Transmembranbereich des KCNQI1-Porenmoduls, die keine Verdnderung der
spannungsabhingigen Aktivierung zeigen, entweder kaum bewegt werden wihrend des

Gatings oder aber so lokalisiert sind, dass sie mit der Lipiddoppelschicht interagieren.

Um eventuelle Verteilungsmuster besser visualisieren zu konnen und einen Eindruck iiber
die rdumliche Verteilung der Mutationen und dem daraus resultierenden Effekt zu erhalten,
wurden die Ergebnisse auf das Kristallstrukturmodell von KcsA (Doyle et al., 1998)
modelliert. Ein besonderes Augenmerk richtet sich dabei auf die Interaktionsflichen zwi-
schen dem Porenmodul und dem Spannungssensormodul von KCNQ1, sowie der Porendo-

maéne und der sie umgebenden Lipiddoppelschicht.
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1| Material und Methoden

1 Homologie -Modellierung

Mit Hilfe des Programms Insight II wurden solche Aminosduren in der Rontgenkristallstruk-
tur des KcsA-Kalium-Kanals (Doyle et al., 1998, Acc-Nr.: lorq) identifiziert, die die Hiille
des Porenmoduls bilden und innerhalb der Membran liegen (Abb. II1.2, vergl. Li-Smerin et al.,
2000). Die so identifizierten KcsA-Reste wurden dann mittels Sequenz-Alignment auf KCN-
Q1 iibertragen (Abb. IIL.1).

Um eine Interpretation der gewonnenen Daten im strukturellen Kontext zu ermoglichen,
wurden die Mutanten abhingig von ihren elektrophysiologischen Eigenschaften in fiinf
Gruppen eingeteilt. Jede Gruppe wurde mit einer Farbe versehen und die homologen Amino-

sdurereste mit dem Programm Insight II in der KcsA-Kristall-Struktur markiert.
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2 Mutationen und RNA-Synthese

Die in diese Arbeit verwendeten Mutanten-Klone wurden von Dr. Nicole Schmitt und Silke
Jacob hergestellt. Es wurde dabei ein humaner KCNQ1-Klon (Yang et al., 1997, Genbank
Acc# U86146) verwendet, der durch site-directed Mutagenese mittels PCR-overlap-Methode
verdndert wurde. Die mutierten Klone wurden alle in den Vektor pGEM kloniert, der die Her-
stellung von cRNA fiir die Injektion in Oozyten erlaubte. Nach der Linearisierung der DNA
mit dem Enzym Bcul erfolgte die in vitro Transkription mit dem T7 m-message machine kit
(Ambion). Die cRNA wurde qualitativ im Gel und quantitativ mit dem RiboGreen-Kit (Mole-
cular Probes, Eugene) analysiert. Nach der Konzentrationsbestimmung wurde die RNA ali-

quotiert und bei -70° Celsius gelagert.

3  Zellbiologische Methoden

3.1 Priparation von Xenopus laevis-Oozyten

Es wurden weibliche, HCG positiv getestete Xenopus laevis Frosche verwendet. Es wurden
Tiere mit einer Scheitel-Stei3-Lange von mindestens 9 cm von den Firmen NASCO (USA)
und Kéhler (Deutschland) bezogen. Samtliche Tiere wurden unter fachkundiger Pflege der
Tierhaltung im UKE gehalten. Die Frosche wurden mit einer Mindestruhezeit von drei Mona-
ten, bis zu 3 mal auf jeder Seite operiert und anschlieBend der Tierhaltung zur weiteren

Verwendung iiberlassen.

Zur chirurgischen Entnahme der Xenopus laevis-Oozyten wurde der Frosch zunichst in 500
ml 0,12 % Tricain-Losung (Sigma) anisthesiert. Nach Uberpriifung der Narkosetiefe wurde
dem Frosch in Riickenlage das Abdomen erdffnet und Teile des Ovars entnommen. Die Oozy-
ten wurden sofort in Ca**-freie OR2-Losung (s. u.) gelegt und dort wéihrend der weiteren Ver-

sorgung des Frosches gelagert.
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Zur Entfernung des Bindegewebes und der follikuldren Zellen wurden die Oozyten mit
Kollagenase A (4 mg/ml, Roche) in Ca*-freier OR2-Losung inkubiert (Horizontalschiittler
Stufe 1, RT, 3-6 h). Nach mehrmaligem Waschen in OR2-Lésung wurden die Oozyten in
Gentamycin-Losung (s. u.) Uberfiihrt, selektiert (Stadium IV,[J 0,6-1 mm und Stadium V,[J 1-
1,2 mm) und {iber Nacht bei +18°C in Gentamycin-Ldsung inkubiert (Goldin, 1992).

3.2  Mikroinjektion von cRNA

Injektionsnadeln wurden mit einem vertikalen Pipettenziehgerdt (PB-7, NARISHIGE) aus
Glasskapillaren (Glass replacement 7.0 nanoltr, WPI) in zwei Schritten gezogen. An-
schlieBend wurden sie unter dem Mikroskop (Micro Forge-900, NARISHIGE) auf einen
Durchmesser von 10-15 pm gebrochen, bevor sie tiber 2 h bei 200 °C sterilisiert wurden.

Die cRNA wurde zentrifugiert (15000 x g, 4 °C, 5 min) und auf eine Konzentration von 40
ng/ul verdiinnt.

Stadium IV- und V-Oozyten wurden mit 50 nl cRNA (~2 ng/ Oozyte) injiziert. Hierzu wurden
die hergestellten Injektionsnadeln mit sterilem Mineraldl (SIGMA) entliiftet, bevor sie auf die
kalibrierte, volumetrische 10 pul Pipette (Drummond Scientific) aufgesetzt wurden. Unter mi-
kroskopischer Kontrolle (WILD, M3C) wurde die Glassnadel mit cRNA befiillt. Die Injektion
in die Oozyte fand ebenfalls unter mikroskopischer Kontrolle in Ca**-freier OR2-Losung mit-
tels 3-Achsenmanipulators und Pipettenhalterung statt (Stithmer, 1992).

AnschlieBend wurden die Oozyten in Gentamycin-Losung iiber 3-6 Tage inkubiert, wobei die
Losung alle 2 Tage gewechselt wurde. In der Regel wurde am dritten bis sechsten Tag die Ka-

nalexpression elektrophysiologisch analysiert.
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3.3  Oozyten-Losungen

Kollagenase- Losung: 3—-4 mg/ml Collagenase A (Clostridium histolyticum)
OR 2 (Roche)
Gentamycin- Losung: 75.0 mM NacCl
2 mM KCl
2 mM CaCl,
1 mM MgCl,
5 mM Na-Pyruvat
5 mM HEPES, pH 7.5 (NaOH)
50 pg/ml Gentamycin (Sigma)
OR2-Losung 82,5 mM NacCl
2 mM KCl1
1 mM MgCl,
5 mM HEPES, pH 7,5 (NaOH)
Tricain-Losung: 1,2  mg/ml 3-Aminobenzoic acid ethyl ester (Sigma)

in Leitungswasser
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4  Elektrophysiologische Methoden

Die Messungen wurden an Xenopus laevis-Oozyten durchgefiihrt. Untersucht wurden
spannungsabhingige Ionenstrome, die durch Uberexpression von KCNQ1-Kalium-Kanilen

zustande kamen.

4.1 Versuchsaufbau und —ablauf

Die Elektrodenkaniilen wurden aus diinnwandigem Borosilicatglas mit Filament (TW150 F-
4, WPI, USA) hergestellt und innerhalb weniger Stunden benutzt. Die Pipetten wurden in
zwei Schritten mit Hilfe eines vertikalen Pipettenziehgerites (PB-7, NARISHIGE, Japan) ge-
zogen, wobei der erste Schritt maBgeblich die Form der Spitze, der zweite Schritt den Off-
nungsdurchmesser bestimmte. AnschlieBend wurde die Spitze unter dem Mikroskop (Micro
Forge-900, NARISHIGE, Japan) auf einen Offnungsdurchmesser von ungefihr 10 pm gebro-
chen. Die Glaskaniilen wurden dann mit 3 M Kaliumchlorid-Ldsung befiillt und mittels Agar-
stopfen (0.02 g/ml Agar; 3 M KCI-Losung) leitfahig verschlossen. Der Elektrodenwiderstand
lag, abhéingig vom Offnungsdurchmesser, zwischen 0,5 und 1 MQ. Ein chlorierter Silberdraht
diente als Verbindungselektrode. Der Silberdraht wurde zu Beginn jedes Versuchstages in Na-
triumhypochlorid rechloriert, um entstehende ,,Junction“-Potentiale zwischen der Kaliumchlo-
rid-Lésung und dem Silberdraht zu minimieren.

Die Spannungselektrode wurde mit dem Elektrodenhalter an den Vorverstirker ange-
schlossen, der an einem drei Achsenmikromanipulator (Merzhduser) fest montiert war. Die
Stromelektrode wurde mit dem Elektrodenhalter am Mikromanipulator (Merzhéuser) befestigt
und war direkt an den Hauptverstirker (Oocyte Clamp OC-725C, Warner Instruments, USA)

angeschlossen.

Die beiden Badelektroden wurden iiber 3 M KCI Losung und Agarbriicken mit der Messlo-

sung in der Messkammer leitend verbunden. Hergestellt wurden diese Elektrodenbriicken aus
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dem gleichen diinnwandigen Borosilicatglas mit Filament (TW150F-4, WPI, USA), das mit-
tels Bunsenbrenner erhitzt und passend gebogen wurde.

Die angefertigten Messelektroden wurden in den Pipettenhalter eingespannt und unter mikro-
skopischer Kontrolle in die Badlosung getaucht. Die dabei messbaren Spannungen waren so
genannte Liquid-junction-Potentiale, die durch Diffusion zwischen zwei Losungen oder
elektrischen Kontaktstellen mit unterschiedlicher lonenzusammensetzung entstehen und
konstante elektrische Strome flieBen lassen. Diese Potentiale wurden fiir jede Elektrode ein-
zeln mit einer angelegten Korrekturspannung abgeglichen (Offset-Korrektur des Oocyte-
Clamp-Verstérkers, OC-725C), so dass der bei einem eingestellten Kommandopotential von 0

mV gemessene Strom gleich Null gesetzt wurde.

Commando

J U V,

Abb. II.1: Schematischer Versuchsaufbau
Vereinfachte Schemazeichnung des Versuchsaufbaus. Die Oozyte wurde unter Sichtkontrolle mittels Auflichtmi-
kroskop (Verstarkung bis 400fach) ins Becken verbracht.
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Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur (ca. 20° C) durchgefiihrt. Abb. II.1 zeigt sche-
matisch die wichtigsten Bestandteile des Versuchsaufbaus. Die aus Plexiglas gefertigte, recht-
eckige Messkammer war so angelegt, dass ein Zu- und Abfluss der ND-Messlosung (s. u.)
moglich war. Als Perfusionssystem diente ein 50 ml Spritzenkdrper, der iiber einen Silikon-
schlauch mit der Messkammer verbunden war. Den Antrieb fiir den Zulauf lieferte die
Schwerkraft. Die Perfusionsgeschwindigkeit liel sich mittels Tropfkammer kontrollieren und
iiber eine nachgeschaltete Schraubklemme regulieren.

Um die Oozyten in Position zu halten, war eine kleine Vertiefung in die Kammer gefrést. Mit
Hilfe eines binocularen Auflichtmikroskops (M3C, WILD) und einer Neonlampe (KI 1500
electronic, Schott) war es moglich die Elektroden unter Sichtkontrolle an die Oozyten zu fiih-
ren. Es wurden Objektive mit 6,4 facher bis 40facher VergroBerung benutzt und zusitzlich
Okulare mit 10facher VergroBerung, was eine 400fache GesamtvergrofSerung ermdglichte.
Am Hauptverstirker lieB sich nach einstechen der Spannungselektrode in die Oozyte das
Membranpotential ablesen, das, abhdngig vom Kanalkonstrukt, zwischen -90 mV und -20
mV lag. Die Oozyte wurde auf ein Haltepotential von —100 mV geklemmt und der dabei im
Anzeigefeld der Strom-Elektrode abzulesende Strom iiber die Membran protokolliert. Diese
unspezifischen Strome lagen in der Regel zwischen —300 nA und —50 nA und entsprachen

einem Widerstand von 0.33 MQ - 5 MQ.

4.2 Registrierung der Messdaten

Die Messung von Membranstromen erfolgte unter Benutzung eines Oozyten-Klemm-Verstér-
kers (Oocyte Clamp OC-725C, Warner Instruments, USA) in der zwei Elektroden Voltage-
Clamp Konfiguration.

Zur Datenaufnahme, Steuerung des Messverstirkers und Analyse der Daten diente ein Apple
Macintosh G3-Computer. Uber ein angeschlossenes Oszilloskop (TDS 210, Tektronix, USA)
konnten sowohl die Strom- als auch die Spannungselektrode jederzeit liberwacht werden. Das

Programm Puls (Versionen 8.3-8.63, HEKA Elektronik) erlaubte iiber ein ITC-16 Interface
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(Instrutech, USA) die Digitalisierung der Messdaten, die Kommunikation mit dem Verstarker

und eine Sichtkontrolle der Stromspuren und Pulse im internen Oszilloskopfenster (Abb. 11.1).

4.2.1 Zwei Elektroden Voltage—Clamp

Bei der Spannungs-Klemm-Technik mit zwei Elektroden ldsst sich das Membranpotential der
Oozyte bei einer gewiinschten Spannung ,.klemmen®, um dann schrittweise die Spannung zu
dndern (Stithmer, 1992). Der gemessene Strom setzt sich aus dem kapazitiven Strom (Icap)
und den durch spannungsabhingige Proteine verursachten Strom zusammen. Fiir lonenkanéle
lassen sich daraus Riickschliisse auf das Gating-Verhalten gewinnen. AuBlerdem lassen sich
Riickschliisse auf den Ionenfluss durch die Pore ziehen. Beim zwei Elektroden Voltage-
Clamp in Oozyten misst eine intrazelluldre Elektrode das Membranpotential (Spannungs-
elektrode). Die zweite (Strom-) Elektrode liefert den Strom, der die geklemmte Spannung auf-
recht halt. Dies funktioniert im Sinne eines Riickkopplungsmechanismus. Abb. II.1 zeigt den
vereinfachten Stromschaltkreis der Zellmembran mit intrazelluldren Messelektroden und Bad-
elektroden. Der Eintrittswiderstand R. beinhaltet hauptséchlich den Widerstand der Elektrode
(1 MQ). Der Membranwiderstand R,, (1 MQ) und die Membrankapazitit C,, (100 nF) bezie-
hen sich auf die fiir Oozyten gemessenen Durchschnittswerte. Der Serienwiderstand Ry be-
findet sich in Serie mit R, und R, zwischen Zellmembran und Badelektrode (1 KQ).

Der zu bestimmende Parameter ist dabei der Strom, der durch die Stromelektrode fliefit. Bei
der hier verwendeten Arbeitsvorrichtung wurde dazu der Strom gemessen, der zur Erdung
durch die Strom-Erdungs-Elektrode fliet, da es sich um einen Verstirker mit einer virtuellen
Erdung handelte.

Mit virtueller Erdung ist gemeint, dass Strome, die zur Erdung hin flieBen, zu einer geringen
Polarisation des Bades fiihren. Um dies zu kompensieren, bendtigte man eine Spannungs-
elektrode im Bad, mittels der dann das tatsdchliche Membranpotential als Differenz aus Oozy-

tenpotential und Badpotential bestimmt werden konnte.
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Abbildung I1.2:  Vereinfachter equivalenter Stromschaltkreis der Zellmembran mit intrazelluldiren Mess-
elektroden und Badelelektroden. Erlédrung im Text.

4.3 Pulsprotokolle

Spannungsabhéngige lonenkanéle aktivieren in einem bestimmten, fiir jeden Kanaltyp charak-
teristischen, Spannungsbereich. Gleichzeitig tritt, abhingig von der Hohe des Potentials und
der Dauer der Depolarisierung, bei bestimmten lonenkanélen eine Inaktivierung auf.

In dieser Arbeit lag das Augenmerk vor allem auf der Aktivierungskinetik, Inaktivierung und
Deaktivierung, sowie vornehmlich auf der Analyse von Leitfahigkeits-Spannungs-Bezie-

hungen (GV).
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Abb. 1I1.3: Pulsprotokolle

Vu=-100 mV. A/ Einfacher Puls auf +60 mV. B+C/ Beispiele fiir Protokolle zur Untersuchung der Aktivierung
(Vr=-30 mV/ B. =120 mV bis +60 mV/ C. =80 mV bis +60 mV). D/ Protokoll zu Bestimmung des Umkehrpo-
tentials

Die Aktivierungs-, Inaktivierungs- und Deaktivierungskinetiken wurden in den Expe-
rimenten ausgehend vom Haltepotential (Vy=-100 mV) durch einen depolarisierenden Recht-
eck-Spannungspuls auf +60 mV (Dauer: 3 s) ermittelt (Abb. I1.3 /A).

Mit dem einfachen Rechteck-Spannungspuls auf +60 mV wurde auch die Expression des je-

weiligen Konstrukts tiberpriift und die Stromamplitude gemessen. (Abb. I11.3/A)

Fir die Leitfahigkeits-Spanunngs-Beziehungen wurde eine Serie von depolarisierenden
Spannungspulsen benutzt, die alle nach einer Dauer von 3 s auf eine Tailspannung (V1) von
-30 mV sprangen. Es wurden Stromfamilien aufgezeichnet, indem nacheinander Test-
spannungen in 10 mV Schritten im Bereich von —120 mV bis +100 mV angelegt wurden
(Abb. I1.3/C).
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Zur Bestimmung des Umkehrpotentials wurden Protokolle verwendet, die nach einer 250 ms

dauernden Depolarisation auf +60 mV in 5 mV Abstufungen auf den Bereich zwischen —120

mV und —70 mV zuriick sprangen. (Abb. I11.3/D)

Mit dem Pulsgenerator des ,,Pulse“-Programms (Versionen 8.3-8.63, HEKA Elektronik)

wurden, in Abhéngigkeit von der Fragestellung, die oben gezeigten Pulsprotokolle generiert.

Dazu wurde die Klemmspannung sowie die zeitliche Abfolge, Dauer und Amplitude der

Spannungsspriinge festgelegt, mit denen die Zellmembran stimuliert wurde.

4.4 Messlosungen

ND-Losung 79.5 mM
2 mM
2 mM
1.5 mM
5 mM

NaCl

KClI

MgCl,

CaCl,

HEPES, pH 7,5 (NaOH)

Fiir Blockexperimente wurde 100 uM Clofilium-tosylat (Alexis-Pharma) Losung mit ND-L6-

sung hergestellt.
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S  Datenanalyse

Mit dem Programm ,,Pulsefit” (Versionen 8.3-8.63, HEKA Elektronik) war es moglich die
Zeitkonstanten fiir Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken zu bestimmen. Zur graphischen
Darstellung der Stromspuren wurde das Programm Igor Pro (Versionen 4.0-4.08, WaveMe-
trics, USA) verwendet. Fiir die Analyse der Leitfdhigkeits-Spannungs-Beziehungen und statis-
tischer Tests wurde Kaleidagraph (Synergy Software, USA) benutzt und diente aulerdem der
graphischen Darstellung ermittelter MessgroBen. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte und

Standardfehler des Mittelwerts angegeben.

5.1 Leitfahigkeits-Spannungs Beziehung

Um die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung von KCNQ1 zu beschreiben, wurden mittels
der Pulsprotokolle die Konstrukte in 10 mV Schritten depolarisiert. Bei —30 mV wurden aus
den Tail-Strémen die GV-Kurven bestimmt. Dabei wurden die Amplituden der Tail-Strome
am tiefsten Punkt gemessen, um auch Kanéle zu erfassen, die sich noch im inaktivierten Zu-
stand befanden (Pusch et al. 2000). Die aus der Inaktivierung iiber den Offen-Zustand de-
aktivierenden Kanéle fithren zu dem KCNQI-typischen ,,Hook*“. Die so gewonnenen Daten
wurden in Abhédngigkeit des variablen, aktivierenden Pulses in einem Koordinatensystem auf-
getragen. Um die einzelnen Messungen unabhdngig von der jeweiligen Expression mitein-

ander vergleichen zu konnen, wurde auf die maximale Amplitude (Ima) normiert (GI. 1).
Gl. 1 I/ Imax: Inorm

Durch die konstante Verwendung von Tailpotentialen bei -30 mV war der elektrochemische

Gradient fiir K'-Ionen immer gleich. Daraus ergab sich:

Gl 2 Inorm = Gnorm
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5.2 Boltzmann-Analyse der GV-Beziehung

Aus der so gewonnenen Leitfdhigkeits-Spannungs-Kurve wurden mittels einer Boltzmann-
Funktion (GI. 3) mit zwei Zustéinden die wichtigsten Parameter der spannungsabhingigen Ak-

tivierung bestimmt.

1

1+ e Vi) RT

Gl- 3 Gnorm =

R = allgemeine Gaskonstante (8.314 J K™! mol™)
F = Faraday-Konstante ( 96485 C mol™)
T = Temperatur [K]

Die das Gating-Verhalten charakterisierenden Parameter waren dabei der z-Wert, als Equiva-
lent der bewegten Ladung in der spannungssensitiven Region des Kanals und der V,,-Wert.
Vi, ist die Spannung, bei der die Offenwahrscheinlichkeit fiir den Kanal halbmaximal ist.

Die Boltzmann-Funktion beschreibt somit die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung.

Offener Boltzmann-Fit: Da die Messungen von KCNQI1-Mutationen mit zu positiveren
Potentialen verschobenem Aktivierungsmittelpunkt durch die Klemmbarkeit der Oozyte limi-
tiert wurde, war es notwendig einen offenen Boltzmann-Fit (Gl. 4) anzuwenden. Dieser Fit
ermoglichte es in Anndherung den Sittigungspunkt einer IV-Kurve zu bestimmen und

auflerdem fir solche Mutanten Vi,- und z-Wert zu bestimmen.

Gl. 4 Grom = G

14 F i)/ RT

Wobei Grax die durch den Fit berechnete, maximale relative Leitfdhigkeit ist.
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Boltzmann-Fit mit Offset: Um bei Mutationen mit spannungsunabhédngigen Stromanteilen
den spannungsabhdngigen Teil auswerten zu konnen oder solche Mutationen charakterisieren
zu konnen, die bei Potentialen unter —120 mV noch nicht vollstandig im geschlossenen Zu-

stand vorlagen, benutzte ich einen Boltzmann—Fit mit Offset (Gl. 5).

, l - Gojfset + G

1+|e )/ RT

Gl 5 Gnorm = offset

Dabei war Gome der relative, durch die Funktion berechnete Anteil des Stroms, der

spannungsunabhdngig bzw. durch permanent offene Kaliumkanéle hervorgerufen wurde.

5.3 Thermodynamische Analyse

Aus den gewonnenen Parametern wurde die Gibb’s freie Energie berechnet (Gl. 6), die zur

halbmaximalen Aktivierung der Ionen-Kanéle bei 0 mV notwendig war. Daraus folgte, dass

ein AGy < 0 kcal/mol den Offenzustand bei 0 mV favorisiert, wihrend bei einem AGo = 0

kcal/mol ein Gleichgewicht zwischen offenem und geschlossenem Zustand herrschen wiirde.

Gl 6 AG, = 0.2389* zFV

F = Faraday-Konstante ( 96485 C mol™)

Um Verdnderungen der freien Energie zwischen KCNQI1 Wildtyp (AGo*™) und Mutation
(AGe™") darzustellen, wurde der AAG,-Wert berechnet (Gl. 7).

Gl 7 AAGO = AG()mut - AGth
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Ein positiver AAGo-Wert bedeutet, dass die entsprechende KCNQ1-Mutante gegeniiber dem
Wildtyp die Energiebilanz der spannungsabhdngigen Aktivierung negativ beeinflusst. Es wird
gegeniiber dem Wildtyp mehr Energie benétigt um den Kanal zu 6ffnen. Um eventuelle Un-
terschiede in den Oozytenchargen zu auszugleichen, wurde an jedem Messtag KCNQ1 Wild-
typ mit mindestens n=3 gemessen und AG, bestimmt.

Um die durch Punktmutationen verursachten, unterschiedlichen Volumenidnderungen der
Aminosdureseitenketten zu beriicksichtigen, wurden die AAGo-Werte auf die Volumen-

dnderungen normalisiert (GL. 8).

HAVOI““’ :

Gl. 8 AAG,” = DAG, *=
’ " Havor | E

Der AAG"-Wert berlicksichtigt damit die durchschnittliche = Volumeninderung
(AVol*= 68 A% und die Volumendifferenz fiir die jeweilige Punktmutation (AVol)
(Creighton, T., 1993)
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5.3.1 Berechnungsbeispiel fiir KCNQ1 Wt und KCNQ1 R259W

KCNQI1 Wt:  Vp=-22.6 mV z=2.1

R259W V1/2: 125 mV zZ= 17
Schritt 1: AGo = 0.2389* 2.1*¥96485 C mol'*(-22.6 mV)

Wt: AGy = -1.1 kcal/mol R259W: AGy = 0.5 kcal/mol
Schritt 2: AAGH(R259W)=0.5-(-1.1)=+1.6

Arginin(R) Vol = 148 A3 Tryptophan(W) Vol = 163 A3
Schritt 3: AVol =163 A3 — 148 A3 =15 A3

68
Schritt 4: AAGo" (R259W) = 1.6*H E: 7.25
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6 Chemikalien und Gebrauchsmaterialien

Falls nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Chemikalien von den Firmen Baker, Difco,
Fluka, GibcoBRL, Macherey-Nagel, Merck, Riedel-de-Haen, Roth, Serva und Sigma-Aldrich
in p.A.- oder Reinstqualitdt bezogen.

Verbrauchsmaterialien und Reaktionsgefd3e wurden von Braun, Eppendorf, Ethicon, Greiner,
Kimberly-Clark, Millipore, Nunc, Sarstedt, Schott, Volac und WPI bestellt.

Die Bezugsquelle wird im Folgenden gesondert erwéhnt, wenn ein Einfluss auf die Versuchs-

durchfiihrung denkbar ist.
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Il Ergebnisse

1 Die duliere Hiille des Porenmoduls von KCNQ1

Die Sequenzen von prokaryotischen und euykaryotischen Kaliumkanélen besitzen Re-
gionen, die sich durch gro3e Homologien auszeichnen (Doyle et al., 1998; Lu et al., 2001;
Ruta et al., 2003). Im Sequenzvergleich wurden die Region zwischen S5 und S6 des hu-
manen KCNQ1-Kalium-Kanals (Aminosduren 259 bis 351) mit den homologen Regionen
der Kaliumkanéle Shaker und KcsA verglichen (Abb. II1.1). Mit Hilfe dieses Alignments
wurden solche Aminosdurereste identifiziert, die von der Primérstruktur der drei Kanile
ausgehend, an homologen Positionen im Kanal liegen. Als Leitstruktur fiir das Alignment
diente die Filtersequenz TxGYG, die in allen Kaliumkanilen identisch ist. Wichtige,
konservierte Aminoséduren in K'-Kanélen wie das ,,Glycin-Hinge* (Abb. III.1 rot hinterlegt,
KcsA 99, Shaker 466) und das darauf folgende Alanin (Abb. III.1 griin hinterlegt) wurden
ebenfalls bei dem Vergleich berticksichtigt. In der KCNQI1-Sequenz fehlt das Glycin an
dieser Stelle und ist durch ein Alanin besetzt.

Im der KcsA-Kristallstruktur wurden in der Vergangenheit 37 Aminosiuren pro Unter-
einheit identifiziert, bei denen die Seitenketten aus dem Protein zeigen und vermutlich mit
Membranlipiden in kontakt sind (Abb. II1.2; Li-Smerin et al., 2000). Im Sequenzvergleich
mit KcsA- und Shaker-Kalium-Kandlen wurden die entsprechenden 37 Aminosiuren in der

KCNQI-Kanalstruktur identifiziert (Abb. III.1 gelb hinterlegt).
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outer hele: (Th1 or S55) pore hele: inner helix (TM2 or S6)
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Abbildung I1I.1: Sequenz-Vergleich KcsA, Shaker und KCNQ1

Uber dem Alignment befindet sich ein Modell der Sekundérstruktur des KcsA-Kanals. TM1 und TM2 ent-
sprechen S5 und S6 in spannungsabhingigen K*-Kanilen. Die gelb unterlegten Aminosduren entsprechen
denen, die im KcsA-Kristallstrukturmodell die Hiille der Porendoméne bilden.

Abbildung IT1.2: Die Hiille des Porenmoduls von KcsA
CPK-Kristallstrukturmodell des KcsA-Kaliumkanals. Gelb markiert sind Aminosduren, die die Hiille des Po-
renmoduls bilden. Griine Linien deuten die Grenzen der Lipidmembran an.
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Alle so identifizierten KCNQ1-Aminosdurereste wurden, mit Hilfe der PCR-Overlap-Me-
thode zu Tryptophan mutiert. Phenylalanin-, Tyrosin- und Tryptophan-Aminosdurereste

wurden zu Alanin mutiert (Tabelle I).

S5 Poren-Bereich S6

R259W Y299A W323A
Q260W A300W V324W
E261W L303W T327W
1263W V307W 1328W
T264W S330W
L266W C331W
Y267A V334W
1268W F335A
F270A S338W
L271W F339A
G272W F340A
L273W L342W
1274W P343W
F275A L347W
Y278A G350W
F279A

L282W

A283W

Tabelle I: 37 im Sequenzvergleich identifizierte KCNQ1-Aminosiurereste

Im Alignment identifizierte, 37 KCNQ1-Aminosduren, die die Hiille des Porenmoduls von KCNQ1-Kalium-
Kanilen bilden (Abb. III.1). Erster Buchstabe bezeichnet den Aminosdurerest in KCNQI, die dazugehdrige
Sequenznummer, gefolgt von der Aminoséure zu der mutiert wurde.
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2 KCNQI1-Mutationen ohne funktionelle Expression

Zehn Mutanten produzierten keine messbaren Auswirtsstrome bei Testspannungen zwi-
schen -80 und +120 mV. Zwei dieser Mutationen fanden sich im S5-Segment (A283W,
Y299A), zwei weitere in der Porendoméne (L303W, V307W) und die restlichen sechs Mu-
tationen lagen im Transmembranbereich S6 (I328W, S330W, C331W, L342W, P343W,
G350W). Die Daten zeigten, dass insbesondere das S6 Transmembransegment von KCN-

QI, was der inneren Helix von KcsA entspricht, sensibel auf Mutagenese reagiert.

A283W
L303W
Y299A
1328W
S330W V307W
1274W*
C331W
Y267W *
L342W
P343W
G350W
// \ B keine funktionelle Expression
Abbildung I11.3: Mutationen ohne funktionelle Expression

Mit magenta sind die KcsA-Reste markiert, deren entsprechende KCNQ1-Mutationen keinen Strom im ge-
messenen Bereich zeigten. Alle Reste besitzen die KcsA-Seitenketten, sind aber mit den KCNQ1-Sequenz-
nummern beschriftet. Die extrazelluldre Seite ist oben. Fiir die mit * markierten Aminoséuren 1274W und
Y267W konnte an anderer Stelle Strom gemessen werden.
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Die Markierung der entsprechenden Mutationen im KcsA-Modell (Abb. II1.3) zeigte, dass
sich ein Teil der Mutationen im extrazelluldaren Bereich befanden, wo die Innen-(S6), Po-
ren- und AuBlen-(S5)-helices dicht zusammen liegen (I1274W, A283W, L303W, V307W,
1328W, S330W, C331W). Eine zweite Gruppe zeigte sich in der zytosolischen Hilfte der
Lipiddoppelschicht (L342W, P343W, G350W), wo die innen gelegenen Helices (S6) ein
rechtsdrehendes Biindel formen. Es ist durchaus mdéglich, dass diese Mutationen das kor-
rekte Falten der KCNQI-Untereinheiten behinderten oder das Zusammenlagern zu einem
funktionsfahigen Kanal storten. Es ist auBerdem moglich, dass durch diese Mutationen die
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung in Bereiche verschoben wurde, die hier nicht un-

tersucht wurden. Die Expression wurde nicht iiberpriift.

3 Funktionell exprimierende KCNQ1-Kanal-Mutanten

Ungefahr zwei Drittel der 37 Mutationen ergaben funktionsfahige Kaliumkanile. Der gro3-
te Teil der Mutationen fiihrte zu keiner drastischen Anderung der Quartirstruktur des
Kanals, dhnlich wie es auch schon im Tryptophan-Scan der Transmembranhiille der Sha-
ker-Porendomine (Li-Smerin et al., 2000) gezeigt wurde. 23 von 25 Mutationen ergaben
spannungsabhingige KCNQ1-Kanile, die bei negativen Membranpotentialen schlossen
und durch depolarisierende Testpulse aktiviert werden konnten. Die {ibrigen beiden Kanile
schlossen im gemessenen Bereich nicht vollstdndig. Es wurden Tail-Strom-Protokolle
benutzt, um die Leitfdhigkeits-Spannungs-(GV) Beziehung fiir jede dieser exprimierten
KCNQI-Mutationen zu untersuchen .

Energetische Anderungen durch die KCNQI-Mutagenese auf die spannungsabhingige Ak-
tivierung wurden analysiert, indem die Aktivierung als ein einziger Schritt zwischen dem
Geschlossen- und Offen-Zustand des Kanals angenommen wurde. Dies ermoglichte es,
eine Boltzmann-Funktion mit zwei Zustinden iliber die gewonnenen Strom-Spannungs-
Werte zu legen. Daraus lies sich der V,,-Wert, die Spannung, bei der die Halfte aller Kani-
le gedftnet vorliegen und das Ladungséquivalent z, welches proportional zur Steigung im
Punkt der halbmaximalen Aktivierung ist, bestimmen. Aus V- und z-Werten wurde die

freie Energie zwischen dem Offen- und Geschlossen-Zustand bei 0 mV (AGy ) berechnet.
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n Vin z AGy AAGq AAGW
[mV] [Kcal/mol] [Kcal/mol]
WT 83 -22.6+0.45 2.1+0.04 -1.1 £0.04

R259W 5§ 12.5+0.99 1.7+£0.03 0.5+0.05 +1.5 +6.1
Q260W 5 6.0 +0.87 2.1+0.13 0.3+0.03 +1.3 +1.6
E261W 5 93.1+1.7 1.3+£0.05 2.8+0.12 +3.8 +4.3
1263W 6 -40.7 £0.83 2.6+0.11 -2.4+0.1 -1.2 -1.8
T264W 5 36.1 £0.78 0.8 +£0.01 0.7 £0.06 +1.6 +1.3
L266W 3 -20.5+0.95 2.7+0.07 -1.0 £0.05 +0.3 +0.5
Y267TW Kein Strom*

Y267A 5 -182+1.4 1.0£0.03 -0.4 £0.04 +0.9 +0.7
1268W 5 -19.9+1.0 1.6 £0.03 -0.7 £0.04 +0.7 +1.1
F270A 4 21.1+1.7 2.1+0.03 -1.1+0.1 -0.1 -0.1
L271W 5 -43+0.6 1.9+ 0.09 -0.2 £0.04 +1.2 +1.9
G272W 4 -21.0+04 2.24+0.03 -1.1 £0.04 +0.3 +0.2
L273W 3 -22.1£0.6 2.2+0.02 -1.1 £0.04 +0.1 +0.1
1274W Kein Strom*

F275W 4 +52+1.1 2.4+0.05 0.3+0.05 +1.3 +2.8
F275A 4 -38.7+0.5 1.6 £0.04 -1.4 £0.05 -0.4 -0.4
Y278W 4 -16.8£0.5 25+0.1 -1.0+£0.03 +0.1 +0.3
Y278A 6 23+1.1 1.5+0.09 -0.1 £0.03 +1.0 +0.8
F279W 4 -17.8+04 3.0+£0.2 -1.2 £0.08 +0.2 +0.4
F279A 4 22.4+0.9 2.1+0.1 -1.1£0.1 -0.1 -0.1
L282W 4 -9.1+1.9 23+0.1 -0.3 £0.08 +0.9 +1.5
A283W Kein Strom

Y299A Kein Strom

A300W 5 -7.8+£0.2 2.2+0.03 -0.4 £0.01 +0.6 +0.4
L303W Kein Strom

V307TW Kein Strom

W323A 5 -11.1+1.3 2.0+£0.06 -0.5+0.07 +0.5 +0.3
V324W 5 282+1.2 2.6+0.05 -1.7+£0.09 -0.7 -0.7
T327W 5 -14.5+0.7 1.8 £0.07 -0.2 £0.07 +0.8 +0.7
1328W Kein Strom

S330W Kein Strom

C331W Kein Strom

V334W 5 -21.3+0.59 2.2+0.04 -1.1 £0.04 -0.05 -0.1
F335A 4 -13.5+£0.6 1.9 +£0.06 -0.6 £0.02 +0.5 +0.5
S338W 7 42+1.1 1.2+0.03 -0.1 £0.03 +1.5 +1.1
F339A 5 -27.0+0.81 2.7+0.08 -1.5+0.09 -0.5 -0.5
F340A 5 -453+1.8 21+0.2 -23+0.35 -1.2 -1.1
L342W Kein Strom

P343W Kein Strom

L347W 6 62.8+1.0 1.8+£0.03 2.6 £0.07 +3.6 +5.6
G350W Kein Strom

Tabelle I1: Gatingparameter der mutierten KCNQ1-Kaniile

Liste der mittels Boltzmann-Fit ermittelten V,, und z-Werte fiir die 37 mutierten KCNQ1-K"-Kanile, sowie
die daraus errechneten AGo, AAGy und AAGy" mit dazugehoérigem Standardfehler (siche Material und Metho-
den). Fiir die beiden mit * bezeichneten Mutationen(Y267W, L274W) zeigte eine andere Arbeit Wildtyp-dhn-
liche Stréme. n ist die Anzahl der gemessenen Oozyten.
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Die AGo-Werte wurden mit denen von Wildtyp KCNQ1-Kanilen verglichen. Die muta-
tionsinduzierten Storungen der freien Energie wihrend des Offnungvorgangs wurde durch
die Berechnung von AAG,-Werten analysiert (siche Tabelle II).

Bei den 27 funktionell exprimierenden KCNQI-Mutanten variierte das Seitenketten-
volumen im Bereich von 15 bis 115 A’. Daher wurde ein auf das Seitenkettenvolumen
normierter AAGo-Wert (AAG,") berechnet, um die unterschiedlichen Anderungen im Seit-
enkettenvolumen zu beriicksichtigen (siche Materialien und Methoden; Li-Smerin et al.,
2000). Die Ergebnisse der AAG," -Berechnungen fiir die 27 Mutationen, fir die eine G-V

Analyse mdglich war, sind in Tabelle II zusammengefasst.

3.1 Mutationen mit unverinderten Gatingeigenschaften

Elf von 25 mutierten KCNQI-Kalium-Kandlen (L266W, F270A, G272W, L273W,
Y278W, F279W, A300W, W323A, V324W, T327W und F335A) zeigten im Vergleich
zum Wildtyp-Kanal nur geringe Anderungen der spannungsabhiingigen Aktivierung. Zu
Beginn jeder Messung wurden die Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik wéihrend eines
einfachen, depolarisierenden Testpulses nach +60 mV untersucht (Stromkurven nicht
gezeigt, Werte Tabelle III). Dabei zeigten sich gegeniiber dem Wildtypkanal nur geringe
Abweichungen, die nicht weiter untersucht wurden. Als Ausnahme in dieser Gruppe zeigte
sich L273W mit einer vergleichsweise schnellen ersten Aktivierungsphase, T 1= 32 ms,
und einer deutlich langsameren zweiten Phase, . >=5900 ms. Darauf folgte eine gegeniiber

dem Wildtyp etwa dreifach langsamere Deaktivierung, Tgeae = 371 ms.

Es wurden Pulsprotokolle verwendet, um Verdnderungen des spannungsabhidngigen Ak-
tivierung der KCNQ1-Kanalmutanten zu analysieren. Dazu wurden fiir jede Kanalmutante
Stromfamilien mit Depolarisationpotentialen zwischen -80 und +70 mV aufgezeichnet. Die
Tailstréme wurden bei einem Tailpotential von -30 mV gemessen (Abb. I11.4). KCNQI-
Kanile besitzen den bereits beschriebenen “Hook™ im Tail, der als Ausdruck einer Erhol-

ung inaktivierter Kanile iiber den Offen-Zustand anzusehen ist, wurden die Tailstrome im
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tiefsten Punkt des Tailstroms gemessen. Da bei -30 mV bereits einige Kanédle wieder ak-
tivieren, bleibt eine geringe Messunschérfe, vor allem bei einer Mutante wie A300W, bei
der die Aktivierung im Tail besonders auffiel. Die Betrachtung der Stromfamilien dieser
Gruppe zeigte keine auffilligen Anderungen der Aktivierungskinetik gegeniiber dem Wild-
typkanal. Die gewonnen Messwerte fiir die Aktivierung lagen alle im Bereich des Wild-
typs. Dabei zeigte sich eine schnelle, initiale Aktivierung im Bereich von Millisekunden

und eine zweite, langsamere Komponente, die im Bereich zwischen einer halben und einer

Sekunde lag.
Takt 1 Takt 2 % Tt 1 Tdeakt
[ms] [ms] [ms]
wt 40 £ 1.0 820+ 30 77.8 £0.9 138 +£3.7
L266W 37 £3.1 910 £ 40 544 +£1.5 175 £12.1
F270A 51 £2.9 810 £+ 60 473 £2.6 116 £8.4
G272W 53 £2.1 1060+ 110 73.0 £1.5 169 +7.9
L273W 32+1.5 5900 + 1000 72.8 +1.7 371 +31
Y278W 52+3.0 890 + 30 555+1.1 121 £ 6.9
F279W 81 £5.8 680 £ 50 69.2 +0.7 109 +4.3
A300W 65 +£0.4 410+ 50 54.1 £2.1 83 £4.6
W323A 38 £2.1 1060 + 40 56.8 £34 80 +5.0
V324W 37 £1.2 1040 += 160 89.6 £ 1.3 144 +4.8
T327W 91 £24 860 + 40 579 +1.2 139 £5.3
F335A 38 £2.0 700 £ 160 83.6 £3.7 106 £1.7
Tabelle I11: Aktivierungs- und Deaktivierungsparameter fiir KCNQI1-Tryptophan-Mutationen mit

| AAG,Y | < 1.5 keal mol”!

Die fir KCNQI Kanile typische zwei-phasige Aktivierung, schnelle initiale Aktivierung, die auch den
groBten Teil der Stromamplitude ausmacht. Gefolgt von einem langsameren Anteil, der in den meisten Féllen
zwischen 30 und 40 % der Amplitude stellte. Simtliche Kanéle lagen im Bereich von T 1 =37-91 ms und tux
»=410-1060 ms. Ausnahme: L273W mit Tu 1 = 32 ms und a2 = 5900 ms, der auch vergleichsweise langsam
deaktivierte Tgeakt = 371 ms. Alle Werte sind jeweils mit dem Standardfehler des Mittelwerts angegeben. An-
zahl der Messungen n lag bei 130 fiir Wildtyp und zwischen 8 und 12 fiir die Mutationen.
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Abbildung 111.4 : KCNQI1-Tryptophan-Mutanten ohne relevante Verinderungen des span-
nungsabhéngigen Gating

Stromfamilien fiir Wildtyp und elf mutierte KCNQ1-Kanéle. Das Haltepotential lag bei -100 mV. Depola-
risierungen fanden im Bereich von -80 bis +70 mV in 10 mV Schritten statt. Tailstrome wurden bei -30 mV
gemessen. Der vertikale Balken zeigt die Stromamplitude, der horizontale Balken die Testpulsdauer.
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Abbildung IIL.5: G-V-Beziehungen fiir KCNQ1-Mutanten mit einem | AAG," | < 1.5 kcal mol?!

Elf Mutanten zeigten nur geringe Abweichungen der AGO-Werte vom Wildtyp. Gezeigt sind die gemittelten,
normierten Leitfahigkeiten der einzelnen Mutationen. n gibt die Anzahl der gemittelten Messungen an. Die
Standardabweichung vom Mittelwert wurde aus Darstellungsgriinden nicht gezeigt.

Spannungsabhingige Inaktivierung wurde in dieser Gruppe fiir die KCNQI1-Mutationen
L273W und F335A beobachtet, kam aber erst nach Erreichen der maximalen Leitfahigkeit
des Kanals zustande. Die gemessenen Tail-Strome wurden gegen die Testpotentiale aufge-
tragen. Die spannungsabhdngige Aktivierung lies sich mittels einer Boltzmann-Funktion
mit zwei Stadien beschreiben. Anhand der Funktion wurden Vi,- und z-Werte fiir jeden
Kanal bestimmt, mit denen dann die Berechnung von AAG,“-Werten moglich war

(Tabelle II).
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W323A
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T327W

G272W

F335A

Abbildung II1.6:
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F279W

Y278W
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F270W

L266W
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KCNQI1-Mutationen mit gering verindertem Gating

39

Die in hellblau hervorgehobenen KcsA-Aminosduren entsprechen den KCNQ1-Mutanten, die ein dhnliches,

spannungsabhingiges Aktivierungsverhalten wie der Wildtyp-Kanal zeigten. [AAGo"| < 1.5 kcal mol™.

Exemplarische G-V-Beziehungen fiir die Kanalmutanten zeigt Abbildung IIL.5. Fiir diese

elf KCNQI1-Kanalmutationen waren die ermittelten | AAG," | -Werte alle kleiner als 1.5

kcal mol™, zwischen 0.3 — 1.4 kcal mol”. Basierend auf diesen relativ geringen energetis-

chen Storungen wihrend der Aktivierung der Kalium-Kanile gegeniiber dem Wildtyp,

wurden diese KCNQ1-Mutanten als Wildtyp-ghnlich klassifiziert (Tabelle II).

Das Homologie-Modelling dieser Aminosdurereste im KcsA-Modell ergab, dass drei
KCNQI1-Mutanten in der Porenhelix (A300W, V324W, T327W) lagen und nur eine der elf
Aminosédurereste (L266W) in der unteren Hilfte des KcsA Modells lokalisiert war

(Abb. I11.6). Alle anderen markierten Reste zeigten eine Verteilung im oberen Drittel des

Kanals.
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3.2 Mutationen mit spannungsabhéngiger Inaktivierung

Fiinf Mutanten (1268W, V334W, S338W, F339A, F340A) zeigten Strome mit deutlich
veriinderten Kanaleigenschaften, obwohl die G-V-Analyse keine wesentlichen Anderungen
der spannungsabhingigen Aktivierung im Vergleich zum Wildtypkanal zeigte. Die berech-
neten |JAAG,Y |-Werte zeigten keine relevanten Anderungen der spannungsabhiingigen Ak-
tivierung gegeniiber KCNQ1-Wildtyp(Werte zwischen, 0.1-1.2 kcal mol”; Tabelle II; Abb.
II1.7). Dennoch zeigten die mutierten Kanile in dieser Kategorie deutliche Verdnderungen
vor allem im Bereich der Stabilitit von Geschlossen- und/oder Offen-Zustéinden. Die mu-
tierten KCNQ1-Kanéle zeigten Auswartsstrome, die bei stiarker depolarisierenden Testpo-
tentialen deutlich spannungsabhingig inaktivierten. Bei +60 mV Testspannung, zeigten die
Auswirtsstrome von V334W und S338W nach einer sehr schnellen Aktivierungsphase,
eine schnelle Inaktivierung der Stromkurve, im Bereich von Millisekunden. KCNQI1
V334W zeigte ein T von 190 ms. Fiir S338W war die Inaktivierung mit einem Tina von
112 ms noch deutlich schneller. 1268W und F340W zeigten neben einer spannungsab-
hiangigen Stromkomponente, auch eine nicht-spannungsabhingige Komponente. Selbst bei
sehr negativen Potentialen, z. B. -120 mV, bei denen KCNQI1-Kandle in der Regel
geschlossen sind, konnten bei diesen Mutanten Einwértsstrome beobachtet werden. Die
GV-Beziehung néherte sich daher nicht wie fiir KCNQI typisch der Nullinie an, sondern
zeigte ein Leckniveau. Daher wurde ein Boltzmann-Fit mit offset eingesetzt, um den span-
nungsabhingigen Anteil des Stroms untersuchen zu kénnen (Abb. I11.8; I11.9).

Zur Uberpriifung, ob die gemessenen Strome tatsichlich durch defekte Kanile verursacht
wurden, diente Clofilium-tosylat, ein spezifischer KCNQ1-Blocker. Die KCNQ1-Mutanten
1268W, S338W(nicht gezeigt) und F340A wurden damit geblockt. 100 uM Clofilium-tosy-
lat in der ND-Badlosung reduzierte die Kanalaktivitdt von KCNQ1-Wildtyp-Kanélen (nicht
gezeigt; vgl. Arena und Kass, 1988) und der Mutation F340A um etwa 80% (Abb. IIL.9).
Dabei reduzierte die Applikation von 100 uM Clofilium-tosylat sowohl den spannungsab-
héngigen Strom von F340A, als auch den nicht-spannungsabhéngigen ,,Leckstromanteil*
ungefihr gleich stark. Die Applikation von 100 uM Clofilium-tosylat reduzierte das Maxi-
mum der Stromamplitude von [1268W nur um ca. 30% (Abb. II1.9) und von S338W um
rund 25% (nicht gezeigt).
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Wit [268W V334W

S338W F339A F340A

Abbildung I11.7: Spannungsabhiingig inaktivierende KCNQ1-Mutationen

Fiinf KCNQ1-Mutationen mit stark spannungsabhéngiger Inaktivierung bei nur gering veréndertem AAGo".
Die gestrichelte Linie zeigt die Nulllinie an. Der vertikale Balken zeigt die Stromamplitude, der horizontale
Balken die Testpulsdauer. Stromfamilien wurden mit depolarisierenden Testpulsen im Bereich von -120 mV
bis +80 mV aufgezeichnet.
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Abbildung I11.8: Normalisierte G-V-Beziehung der inaktivierenden KCNQ1 Mutationen

Gezeigt sind die gemittelten, normierten Leitfdhigkeiten der einzelnen Mutationen. n gibt die Anzahl der
gemittelten Messungen an. Die Standardabweichung vom Mittelwert wurde aus Darstellungsgriinden nicht
gezeigt. AAG,™ -Werte: 1268W= +1.1 kcal mol';V334W=-0.1 kcal mol"'; S338W=+1.1 kcal mol"'; F339A=-
0.5 kcal mol; F340A=-1.1 kcal mol"
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Abbildung I11.9: Exemplarische G-V-Kurven fiir KCNQ1-Mutanten 1268W und F340A vor

und nach Blockversuch mit dem spezifischen KCNQ1-Blocker Clofilium-tosylat (100 pM-Ldsung)
Gezeigt sind die gemittelten, normierten Leitfahigkeiten vor und nach 100 uM Clofilium-tosylat Blockade. n
gibt die Anzahl der gemittelten Messungen an. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittel-
wert an.
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Das Markieren der homologen Aminosaurereste dieser fiinf Mutanten in der KcsA-Kristall-
Struktur zeigte, dass die entsprechenden KcsA-Reste (griin markiert in Abb. III.10) auf
einem engen Raum tief in der Membran, unmittelbar unter dem Selektivitétsfilter grup-
piert lagen. Auffillig war die KCNQ1-Mutante [1268W, die sich als einzige Aminosdure im

Transmembransegment S5, im Modell auf gleicher Hohe wie die in S6 gelegenen Reste

zeigte.
V334W
268W
S338W
F339A
F340A
mm spannungsabhéngige Inaktivierung
Abbildung I11.10: Mutationen ohne verinderte Gatingeigenschaften, mit destabilisierter Pore

Griin markiert sind solche KcsA-Reste, die als KCNQI1-Mutation zu verstdrkter Inaktivierung und/oder
Storung des Offen-/Geschlossen- Zustandes flihrten.



II1. Ergebnisse 44

3.3 Mutanten mit verinderter Spannungsabhingikeit der Aktivierung

Neun Mutanten zeigten eine deutlich verdnderte Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung
gegeniiber dem Wildtyp-Kanal. Abbildung III.11 zeigt exemplarische Stromfamilien dieser
Kanile. Acht Mutanten (R259W, Q260W, E261W, T264W, L271W, F275W, L282W und
L347W) hatten V,,-Werte, die zu positiveren Spannungen verschoben waren. Die Steigun-
gen (z-Wert) der GV-Kurven in Vy, (siehe Abb. III.11, Tabelle II) waren der des Wildtyps
dhnlich. Als Ausnahme zeigte sich dabei die KCNQI1-Mutante T264W, bei die Steigung
der sich die Steigung deutlich verringerte (z = 0.8; Abb. III.11). Die energetische Stérung
der spannungsabhidngigen Aktivierung war am stirksten bei der Mutante E261W aus-
gepragt, mit einem V.= +93 mV. Die meisten Kanile aus dieser Gruppe aktivierten bei
einer Depolarisation nach +60 mV in der ersten Phase (T 1) 2-3 mal langsamer als der

Wildtyp-Kanal.

Take 1 Takt 2 % Take 1 Tdeakt
[ms] [ms] [ms]
wt 40 =1 820 + 30 77.8 £0.9 138 +3.7
R259W 95+6 1010 £40 40.8+1.9 113£58
Q260W 51+2 350+ 40 70+3.2 54+1.4
E261W 152+2 2150 £ 140 40+ 2.6 75+3
1263W 65+2 810+ 90 73.9+23
T264W 139 +2 5290 0+ 1100 77.4+2.8 163+7.9
L271W 199 +9 1740 0+ 200 784+ 1.4 276 + 14
F275W 127 +3 1830 0+ 90 63.1+0.9 156 £ 9
L282W 63+3 980 £ 20 648=+1.3 56+5.6
L347W 13600 = 4300 60+2.4

Tabelle IV: Aktivierungs- und Deaktivierungsparameter fiir KCNQ1-Kanile mit verinderter span-
nungsabhéngiger Aktivierung
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Abbildung I1L.11: KCNQI1-Mutationen mit AAG," > 1.5 kcal mol™
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Exemplarische Stromfamilien der acht KCNQI-Kanal-Mutanten mit zu positiveren Werten verschobener,
spannungsabhingiger Aktivierung. Fiir alle Stromfamilien lag das Haltepotential bei -100 mV und Depolari-
sationpotentiale lagen zwischen -80 mV und +120 mV mit 10 mV Intervallen. Allen Testpulsen folgte ein
Tailpotential von -30 mV. Die vertikalen Achsen zeigen die Stromamplitude, die horizontalen Achsen die

Testpulsdauer. Rechts daneben finden sich die entsprechenden, normalisierten G-V Beziehungen, wobei der

Wildtyp als gestrichelte Linie ausgewiesen ist. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung vom Mittel-

wert.
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Die Mutante L347W zeigte die auffalligste Verdnderung der Aktivierung. L347W-Strome
aktivierten sehr langsam (ta= 13.6 s) und erreichten wihrend der iiblichen 3 s Pulse kein
Plateau. Der Stromkurvenverlauf und das Gatingverhalten &hnelten dem Verhalten von
KCNQ1-Kanélen, die mit KCNE1-B-Untereinheiten coexprimiert wurden (Barrhanin et al.,
1996, Sanguinetti et al., 1996).

Im Gegensatz zu dem bereits erwdhnten Tryptophan-Mutanten-Scan der Transmembran-
hiille der Shaker-Porendoméne (Li-Smerin et al., 2000) fand sich fiir KCNQI nur ein
mutierter KCNQ1-Kanal (I263W), der bei deutlich negativeren Potentialen als der Wild-
typkanal offnete (Abb. III.12, Tabelle II). Betrachtet man die 1263 W-Aktivierungskinetik
bei einem einfachen Testpuls vom Haltepotential bei -100 mV nach +60 mV, so war keine

auffillige Anderung gegeniiber dem Wildtyp-Kanal zu erkennen (Tabelle IV).

Wt [1263W 12,

1.04
0.8
0.6
0.4

0.21

0.0

N

-120 -80 -40 0 40 80 120
Membrane potential (mV)

1s

Abbildung 1I1.12: Eine KCNQ1-Mutation zeigte ein AAG," <-1.5

Familie von Stromkurven fiir KCNQ1 Wildtyp und Mutation 1263W mit den dazugehdrigen normalisierten
Leitfahigkeits(Gnom)-Spannungs(V)-Beziehung fir 1263W KCNQI-Kanéle. Fehlerbalken zeigen Stan-
dardabweichung vom Mittelwert. AAG,"™ = 1.8 kcal mol' (siehe Tabelle II)
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Die JAAGo" |-Werte lagen im Bereich von 1.5-6.1 kcal mol™. Basierend auf diesen, im Ver-
gleich zu allen anderen Mutationen, sehr groBen energetischen Anderungen gegeniiber dem
Wildtyp, wurde diese Gruppe von Mutanten als Aminosdurereste mit deutlich verénderter,
spannungsabhéngiger Aktivierung bezeichnet. Der groBte Teil der Mutanten in dieser
Gruppe fiihrte zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen dem Offen- und Ge-
schlossen-Kanalzustand in Richtung des geschlossenen Zustands (positives AAG,"). Nur
eine Mutante (I263W) neigte dazu schon bei weit niedrigeren Testpotentialen zu 6ffnen,
das heiflt diese Mutante favorisierte den Offenzustand verglichen mit KCNQI1 (negatives
AAGoY).

L282W
F275W

L271W
T264W 1263W
E261W R259W

Q260W

mm AAGow > 1.5 kcal/mol

mm AAGow < -1.5 kcal/mol

Abbildung 111.13: KCNQI1-Mutanten mit deutlich verinderter, spannungsabhingiger Aktivierung
Acht KcsA-Aminosdurereste wurden rot markiert, entsprechend den KCNQ1-Mutanten mit einer gegeniiber
dem Wildtyp erschwerten, spannungsabhéngigen Aktivierung AAGo" > 1.5 kcal mol”. Die einzige Mutante
mit einem negativen AAG," wurde blau eingezeichnet (AAG,"Y =1.8 kcal mol™)
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Auch die deutlich mutationssensitiven Aminosdurereste wurden im KecsA-Kanalmodell
markiert (rot und blau in Abb. III.13). Es zeigte sich, dass sich die korrespondierenden
Aminoséurereste im KcsA-Kanalmodell sich vor allem in zwei Bereichen befanden. Der
erste Bereich, bestehend aus L271W, F275W und L282W, lag in der oberen, dulleren He-
lix, dezentral, von der Pore weg gerichtet. Dabei scheint die Kontaktstelle zwischen den
Monomeren, das so genannte Interface, nicht involviert zu sein. Ein zweiter Bereich
(R259W, Q260W, E261W, 1263W, T264W und L.347W) lag im unteren Drittel des Kanals.
Auf dieser Hohe liegt die Transmembranhiille um den inneren, zytoplasmatisch gelegenen
Eingang, bei dem in KcsA die inneren Helices eng gebiindelt liegen und vermutlich das
Kanal-Tor (gate) bilden (Doyle et al., 1998; Zhou et al., 2001). Dabei lag L347W direkt im
so genannten ,,Bundle crossing®, in dem sich die S6-Segmente der einzelnen Monomere
kreuzen. Alle anderen Mutationen aus dieser Gruppe lagen auf gleicher Hohe wie das

“Bundel crossing”, jedoch im S5-Transmembransegment lokalisiert.
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IV Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Effekte von Punktmutationen im KCNQ1-Porenmodul unter-
sucht. Dabei wurde besonderer Wert auf den letzten Schritt des spannungsabhédngigen Ga-
ting-Prozesses, dem Offnen der Pore, gelegt. Grundlage dafiir ist die Beobachtung, dass das
Gating von spannungsabhingigen Kaliumkanélen sehr sensitiv auf den Austausch von ein-
zelnen Aminosduren reagiert (Schoppa and Sigworth, 1998b; Ledwell and Aldrich, 1999;
Li-Smerin et al., 2000; Hong and Miller, 2000). Dieses sensible Verhalten des Gatings auf
Anderungen durch Mutationen enthilt wichtige Informationen iiber Energien und Me-
chanismen, die fiir das Offnen der Pore notwendig sind. Ist die Pore geschlossen, sind die
Aminoséuren in einer bestimmten Weise dicht gepackt. Offnet der Kanal, wird diese Ord-
nung aufgehoben und neu zur Offen-Struktur sortiert. Mutiert man eine Aminoséure, die

im Geschlossen- und im Offen-Zustand unterschiedliche Positionen einnimmt, sollte dies
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als energetischer Effekt auf den Offen- und Geschlossen-Zustand messbar sein. Dies wiirde
zu einem verschobenen Gating-Gleichgewicht fiihren (Yifrach et al., 2002). Auch wenn
sich aus diesen Informationen keine direkten Schliisse auf physikalische Mechanismen zie-
hen lassen, zeigen sich aber Stellen im Kanal, an denen Umlagerungen und Verdanderungen
wihrend des Gatings ablaufen. Zusétzlich erhélt man Information {iber die Stabilitét des je-
weiligen Zustands des Kanals, abhingig davon in welcher Richtung sich der V,,-Wert ver-
schiebt (Yifrach et al., 2002).

Anhand der KcsA-Kristall-Struktur wurden solche Aminoséurereste ausfindig gemacht, die
von einer zentralen Achse weg gerichtet die transmembranére Hiille der KcsA-Poren-Do-
mine bilden. Basierend auf der Kombination von Sequenzalignment und der KcsA-Kris-
tall-Struktur (Doyle et al., 1998) wurden 37 Aminoséurereste in der KCNQ1-Porendoméne
identifiziert (Abb. IIL.1, IIL2). Diese Aminosduren wurden von Dr. N. Schmitt und S. Ja-
cob zu Tryptophan und bzw. zu Alanin mutiert (Tab. I).

In Xenopus laevis-Oozyten exprimierte KCNQ1-Kanéle sind geschlossen, wenn die Mem-
bran hyperpolarisiert ist und 6ffnen bei Depolarisation. Die Kaliumleitfahigkeit, als Funkti-
on abhingig von der Membranspannung, zeigt eine sigmoide Aktivierungskurve. Diese
steigt erst langsam an, wird dann steil und findet dann eine Sittigung in der maximalen Ak-
tivierung. Dieser Aktivierungsprozess lie8 sich am besten mit einer Boltzmann-Funktion
mit zwei Stadien analysieren. Bestimmt wurden die unabhéngigen Variablen Vi, (die halb
maximale Offnung der Kanile) und z (die Steigung der Kurve in V). z ist dabei ein
Aquivalent fiir die bewegte Ladung im Kanal wihrend des Gatings (Hille, 2001). Fiir alle
der funktionell exprimierenden Kanéle konnten Vi, und z-Werte bestimmt werden. Es
fanden sich keine Kanéle mit mehrphasiger Aktivierung. Um Stérungen des Kanalverhal-
tens durch lokale Verdnderungen quantifizieren zu konnen, wurde die Spannungsabhingig-
keit der Aktivierung untersucht. Zu diesem Zweck wurden AAGo-Werte berechnet. Da
zum Teil sehr unterschiedlich groe Volumeninderungen durch die Mutationen hervorge-
rufen wurden, wurden die AAGo-Werte auf die Seitenkettenvolumeninderung (AAG,")
normiert.

Um die Verdnderungen in V), und z interpretieren zu kdnnen, wurde ein Gatingmechanis-
mus mit zwei Zustdnden, Offen und Geschlossen, angenommen. In diesem Modell bedeu-
tet eine Verschiebung im Gleichgewicht zwischen diesen beiden Zustinden ein verdndertes
Vi, jedoch keine Anderung des z-Wertes (Yifrach et al.; 2002). Es dndert sich nur der Mit-
telpunkt der Aktivierungskurve, nicht jedoch die Steilheit der Kurve. Der gleiche Gating-
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Mechanismus ldsst sich fiir Kandle anwenden, bei denen vier Untereinheiten unabhéngig
voneinander vom Geschlossen- in den Offen-Zustand iibergehen, der Kanal jedoch erst lei-
tet, wenn alle vier den Offen-Zustand erreicht haben. Nach Yifrach et al., 2002 1483t sich
dann annehmen, dass ein sehr spiter Schritt, kurz vor dem Offnen des Kanals, beeinflusst
wurde, wenn ein grofleres Vi, mit einer flacheren Steigung in diesem Punkt einhergeht. Ist
der z-Wert gréfer und der Mittelpunkt der Aktivierung zu negativeren Potentialen ver-
schoben. Ist dies nicht der Fall, ist eine Interpretation der Daten nicht ohne weitere Unter-

suchungen oder mit einem anderen Gating-Modell mdglich.

1  Wildtyp-idhnliche KCNQ1 Mutationen

Eine relativ grole Anzahl der mutierten KCNQ1-Kanéle zeigte ein wildtyp-dhnliches Ga-
ting-Verhalten (L266W, F270A, G272W, L273W, Y278W, F279W, A300W, W323A,
V324W, T327W und F335A). Diese Kalium-Kanile zeigten im Vergleich zum Wildtyp-
Kanal kaum Verdnderungen beziiglich Threr Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik, so-
wie der Spannung flir die halbmaximale Aktivierung und der Steilheit der GV-Kurve in
diesem Punkt (z). Die Homologiemodellierung der elf Aminoséurereste, basierend auf der
KcsA-Kristall-Struktur (Abb. II1.6), zeigte ein definiertes Verteilungsmuster. Die Mutanten
lagen fast ausschlieBlich in der oberen Hilfte der transmembrandren Porenhiille, wo die
AuBen-, Innen- und Porenhelices dulerst dicht gepackt liegen.

Bei den Shaker-Tryptophan-Mutanten zeigten sich nur acht, wildtyp-dhnliche Kanile, von
denen zwei in der Porenhelix lagen. Im Homologiemodelling dieser Shaker-Mutanten zeig-
te das Verteilungsmuster eine dhnliche Verteilung wie fiir die KCNQ1-Mutanten, jedoch
weniger konzentriert im oberen drittel des Kanalmodells.

Die wildtyp-dhnlichen Mutanten in der Porenhelix (A300W, V324W, T327W), die zwar
im KcsA-Kristallstruktur-Modell nach AuBlen gerichtet erscheinen, aber eine grof3e Nihe
zum Selektivititsfilter und der Pore besitzen, sollten gesondert betrachtet werden.
Besonders A300W zeigte eine wildtyp-dhnliche, spannungsabhidngige Aktivierung, in den
Tailstomen der Stromfamilie fiir die GV-Analyse (Abb. I11.4) fiel jedoch eine verdnderte
Deaktivierung gegeniiber dem Wildtyp auf. Somit ist die spannungsabhingige Aktivierung
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gleich, jedoch weist die verdnderte Deaktivierung auf Stérungen des Gatings an anderer

Stelle hin.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass diese wildtyp-dhnlichen Kanalmutanten nicht an
einer Protein-Protein-Interaktion beteiligt sind. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Ami-
nosduren der transmembranédren Auflenhiille der KCNQ1-Porendoméne in der oberen Half-
te mit Lipiden oder kleinen wassergefiillten Spalten in der Membran interagieren. Andern-
falls miisste man sehr prédzise balancierte Storungen in allen Konformationstadien des
KCNQI-Kanals postulieren, die durch die groBen Anderungen des Seitenkettenvolumens
eher unwahrscheinlich sind. Als dritte Moglichkeit kime in Betracht, dass der Kanal in
diesem Bereich so eng gepackt ist, dass kaum Bewegungen wihrend des Gatings statt-
finden, die zu energetischen Storungen flihren wiirden.

Bei der Betrachtung des vor kurzem kristallisierten Modells fiir den KvAP-K*-Kanal (Jiang
et al., 2003a/b) fallt auf, dass der Spannungssensoranteil S2, der an der Porenhiille entlang
zu gleiten scheint, seine Bewegung vornehmlich in den unteren zwei Dritteln des Kanals
ausfiihrt. In dem Bereich, in dem sich die hier gezeigten Mutationen befinden, scheint ein
erheblicher Abstand zwischen Sensor und Porenregion zu bestehen. Man kann sich daher
gut vorstellen, dass gerade in dieser Region die nach Auflen gerichteten, apolaren, sterisch
grolen Tryptophan-Reste nicht storen, da ohnehin Protein-Lipid-Interaktion vorzuliegen
scheint.

In diesem Bereich der transmembranédr-gelegenen Hiille scheinen sowohl KcsA- als auch
KvAP-Kalium-Kanéle keine besonders groBen Konformationsdnderungen wihrend des
Ubergangs vom Geschlossen- in den Offen-Zustand zu durchlaufen (Jiang et al., 2002b; Ji-
ang et al., 2003b). Nimmt man ein &hnliches Verhalten und &hnlichen Aufbau fiir KCNQ1
-Kalium-Kanile an, wiirde eine sterisch groBe Aminosdure wie Tryptophan sich beim Ga-
ting nicht bemerkbar machen, da keine Anderungen der Kanalkonformation auftreten, die
das Gating energetisch beeinflussen konnten. Wird jedoch der Aufbau des Kanals in dieser
Region gestort, so kommt es leicht zu funktionell nicht exprimierenden Kanalmutanten
(s.u.).

Bereits veroffentlichte Daten fiir Mutationen an den Positionen G272 und L273 zeigten
eine wichtige Rolle bei Anderungen des Inaktivierungsverhaltens und der Kalium/Rubidi-
um-Leitfdhigkeit (Gx/Grs) (Seebohm et al., 2003b). Die leichte, in der Stromfamilie von

L273W zu erkennende, spannungsabhingige Inaktivierung wurde fiir verschiedene Punkt-
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mutationen an dieser Stelle in unterschiedlicher Auspragung gefunden. Es konnte jedoch
keine klare Korrelation zu einer elektrochemischen Eigenschaft des Aminosdurerestes ge-
zeigt werden. Eine besonders wichtige Rolle spielt dabei auch, dass Mutationen des
KCNQI-Kanals an Position L273 zu Alanin und Glutamin keine funktionelle Expression
zeigen und beim Menschen zu verschieden Formen des LQT-Syndroms fiihren (Wang et
al. 1996b; Shalaby et al., 1997; Saarinen et al., 1998; Splawski et al. 2000; Seebohm et al.
2001). Auch in diesen Arbeiten wurde ein dreidimensionales Modell von KcsA verwendet,
in dem L273 und V307 als mogliche Interaktionspartner diskutiert wurden (Seebohm et al.,
2001; Seebohm et al., 2003b).

Fiir L273 wurde eine Interaktion mit der Porenhelix und dem Selektivitatsfilter diskutiert,
die sowohl den Ionenfluss als auch die KCNQ1-Inaktivierung beeinflusst (Seebohm et al.,
2003b). Fir T307W konnte in dieser Arbeit keine funktionelle Expression gefunden
werden (s. u.), passend zu den bereits publizierten Daten, die an dieser Position nur fiir
Mutationen nach Cystein oder Serin eine funktionelle Expression zeigten.

Fir G272 wurde 1337 als moglicher Interaktionspartner in S6 diskutiert, beruhend auf der
Erkenntnis, dass in Kv2.1 K'-Kanélen die homologen Aminosduren G421 und Y480 (S6)
in der Lage sind, den Offen-Zustand iiber eine S6-Porenhelix-Interaktion zu stabilisieren
(Liu und Joho, 1998; Seebohm et al. 2003b). Die in dieser Arbeit gewonnen Daten zu
G272W zeigen keine verstirkte spannungsabhingige Inaktivierung, doch eine genauere Be-
trachtung des Hooks, der als Ausdruck fiir die spannungsunabhdngige, KCNQI1 typische

Inaktivierung im Tail zu finden ist, wurde nicht durchgefiihrt.

2 Spannungsabhingig inaktivierende KCNQ1 Mutationen

Eine Gruppe von flinf Mutationen (1268W, V334W, S338W, F339W, F340A) fiihrte zu
KCNQ1-Kanilen, die Auswértsstrome mit einer KCNQ1 untypischen, spannungsabhéngig
inaktivierenden Komponente zeigten (Abb. II1.7). Zusitzlich fiel bei [268W und F340A in
den aufgezeichneten Stromfamilien auf, dass sie selbst bei sehr negativen Testpotentialen,

im Bereich bis -120 mV, nicht vollstindig geschlossen werden konnten.
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In der KcsA-Kristall-Struktur verteilen sich diese Aminosdurereste auf einem Ring, zwi-
schen den stark gating-verdnderten, in der néhe des ,,Bundel crossings* liegenden Amino-
sdureresten und den wildtyp-dhnlichen Mutationen in der oberen Hélfte der Kanalstruktur
(Abb. III.10). Genau in dieser Region befindet sich auch die fiir die Kalium-Kanalfunktion
duBerst wichtige Knickstelle, der sog. ,,hinge point“, die dem Glyzin 99 in KcsA und dem
Alanin 336 in KCNQ1 entspricht (siche Abb. 1.2; Jiang et al., 2002b). Dieses ,,Gating-Hin-
ge* 1st essentiell fiir die Konformationsdnderung der Pore von KcsA- und MthK-Kanilen,

die beim Ubergang vom Geschlossen- in den Offen-Zustand auftritt (Jiang et al., 2002b).

Es fanden sich neben dem bereits weiter oben erwahnten KCNQI1-Rest 1337 (Seebohm et
al., 2003b), der hier nicht untersucht wurde, eine ganze Gruppe stark spannungsabhingig
inaktivierender KCNQ1-Mutanten (S338W, F339A, F340A). Fiir die beiden Alanin KCN-
QI-Mutationen wurde diese Inaktivierung bereits kiirzlich beschrieben (Seebohm et al.,
2003a) und die Blockierbarkeit dieser Mutanten im Vergleich zum Wt-Kanal durch das
Benzodiazepinderivat L-7 iberpriift. Dort konnte fiir diese zwei Mutationen (F339A,
F340A) kein suffizienter, Wt-dhnlicher Block hergestellt werden, was mit einer vermutlich
verdnderten Bindungsstelle fiir L-7 erklart wurde. Anhand der hier gezeigten Block-Expe-
rimente mit Clofilium-tosylat (Arena und Kass, 1988; Abb. I11.9) konnte fiir F340A ein
dem Wildtyp dhnlicher Block erreicht werden. Daher kann an dieser Stelle weder eine
deutliche Konformationsdnderung im Bereich des Gates noch eine gestdrte Bindungsstelle
fiir Clofilium-tosylat angenommen werden. Fiir S338W und 1268W war eine Blockierung
mittels Clofilium-tosylat nicht oder nur eingeschrankt moglich. Griinde dafiir sind entwe-
der in verdnderten Eigenschaften des Gates zu suchen, so dass Clofilium-tosylat nicht in
die innere Hohle eindringen kann, oder aber in einer verdnderten Bindungsstelle fiir Clofili-
um-tosylat. Da die hier mutierten KCNQ1-Aminosduren alle als die dullere Hiille bildend
betrachtet und identifiziert wurden, erscheint erstere Erklarungsmoglichkeit ndherliegend.
Auch eine extrem langsame Deaktivierung kann dazu fiihren, dass die KCNQI-Mutanten
scheinbar nicht schlieBen. In den hier durchgefiihrten Experimenten waren die Interpulsab-
stainde nie langer als 60 s. Es ist deshalb moglich, dass der Offset in der GV-Kurve die
Erholung aus der Inaktivierung iiber den Offen-Zustand reprasentiert.

Eine ebenfalls erst kiirzlich veroffentlichte Arbeit zeigte, dass S338, F339 und F340 auch
als Cystein-Mutanten starke, KCNQI1 untypische Inaktivierung zeigten. Auflerdem sind
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diese Aminoséduren funktionelle Interaktionspartner flir KCNE1 und KCNE3 (Melman et
al., 2004).

3  Mutanten mit gestorter, spannungsabhangiger Aktivierung

Es wurden neun KCNQI1-Aminosdurereste gefunden (R259W, Q260W, E261W, 1263W,
T264W, L271W, F275W, L282W und L347W), die nach Mutation zu Tryptophan ein
deutlich verdndertes, spannungsabhingiges Aktivierungsverhalten zeigten. In diesen Féllen
wurde ein [AAG,"| > 1.5 kcal mol™” beobachtet (Tabelle II). Acht dieser Mutationen ver-
schoben das Potential, bei dem ein absolutes Gleichgewicht zwischen Offen- und Ge-
schlossen-Zustand des Kanals besteht, in Richtung positiverer Werte. Es musste daher
mehr Spannung aufgewendet werden, stirker depolarisiert werden, um diese Kanéle zu 6ft-
nen (Abb. III.11). Nur eine KCNQI-Mutation (I1263W) fiihrte zu einer auf der Spannungs-
achse nach links verschobenen GV-Kurve. Hier war also das Potential, bei dem ein abso-
lutes Gleichgewicht zwischen Offen- und Geschlossen-Zustand des Kanals besteht, in

Richtung des Offen-Zustandes verschoben (Abb. I11.12).

Yifrach und Mitarbeiter veroffentlichten 2002 ein Diagramm, in dem sie Vi, und z -Werte
von Shaker-Kanal-Alanin-Mutanten miteinander in Beziehung stellten, um Abhéngigkeiten
der beiden Werte fiir gleichsinnig, durch Mutation verdnderte Kanéle, zu finden. Es zeigte
sich fiir Shaker, dass Vi, und z -Werte generell korreliert waren. Eine nach links ver-
schobene Aktivierungskurve (negativeres Vi) ging mit einer steileren Steigung (hdherer z-
Wert) einher. Eine nach rechts verschobene Aktivierungskurve (positiveres Vi,) war eher
flacher (kleinerer z-Wert). Dieses Verhiltnis zwischen Vi, und z passte zu der Ansicht,
dass die Mutanten hauptsichlich einen der letzten Schritte der vielen spannungsabhéngigen
Konformationsinderungen im Shaker-Kalium-Kanal vor dem Offnungsschritt beeinfluss-
ten. Fiir KCNQ1 konnte eine solch detaillierte Analyse nicht durchgefiihrt werden, da hier
die Werte nur in einem sehr geringen Bereich variierten und nur ein negativ verschobener
Wert zu finden war. Nur wenige Mutanten (R259W, E261W, 1263W, L271W) zeigten

einen Zusammenhang zwischen Vi, und z-Wert, der auf eine Stérung im letzten Schritt des
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Gatings, kurz vor dem Offnen des Kanals, hinweist. Fiir alle anderen Mutanten ist eine ge-
nauere Aussage flir die zu Grunde liegende Storung vermutlich nur durch Mutantcycle-

Analysen oder die verwendung eines anderen Gating-Schemas moglich.

Homologie-Modellierung mit der KcsA-Kristall-Struktur zeigte, dass alle mutationssensi-
tiven Aminosédurereste, ausgenommen [.347W, auf der AuBlenhelix des Porenmoduls (S5)
lagen (Abb. II.13). L271W, F275W und L282W =zeigten sich entlang einer gedachten
Linie, zentral auf der Oberfliche der Untereinheiten. Sie folgten dabei der aufwirts
laufenden Spirale der duBBeren Helix. An diesen Stellen scheint eine Protein-Protein-Inter-
aktion so gestort worden zu sein, dass mehr Energie als beim Wildtyp bendtigt wurde, um
den Kanal zu 6ffnen. Es kann jedoch ohne genauere Analyse der Selektivitit, der Ak-
tivierung und vor allen Dingen der Inaktivierung nur spekuliert werden, welche
funktionellen Strukturen des Kanals hier in ihrer Interaktion behindert wurden. Als mogli-
cher Interaktionspartner im Spannungssensor-Modul scheint am ehesten das S2-Segment in
Frage zu kommen. Wie im KvAP-Modell (Jiang et al., 2003b) gezeigt wurde, liegt das S2-
Segment wihrend des Offnungsvorgangs zwischen dem Paddel und dem Porenmodul.
Aber auch jede andere Struktur in der Porendomdne kommt als Interaktionspartner in
Frage, gerade mit Blick auf die bereits erwéhnten, mit der Pore interagierenden, KCNQI-

Aminosaurereste G272 und L273 (Seebohm et al., 2003a).

Die grofiten Storungen der spannungsabhdngigen Aktivierung wurden fir R259W,
Q260W, E261W, 1263W und L347W beobachtet. Diese Mutanten lagen alle im Bereich
des so genannten ,,Gates* von KcsA und Shaker Kanilen, in der unteren Hilfte der trans-
membrandren Hiille (Abb. 2.11). Gerade in dieser Region, wo die inneren Helices (S6) eine
Art Biindel bilden (Doyle et al., 1998), finden wihrend des Offnungsvorganges von Kali-
um-Kanélen grofle Konformationsinderungen (Jiang et al., 2002b) statt, die im KvAP Ka-
nal mechanisch an eine Positionsdnderung des Spannungssensors gekoppelt zu sein

scheinen (Jiang et al., 2003b).
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4 Kanalkonstrukte ohne funktionelle Expression

Fiir zehn Kanalkonstrukte (A283W, Y299A, L303W, V307W, 1328W, S330W, C331W,
L342W, P343W und G350W) konnte mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme in
dem hier untersuchten Spannungsbereich kein Strom aufgezeichnet werden, der iiber den
endogenen Strom von nicht oder mit sterilem Wasser injizierten Xenopus laevis-Oozyten
hinausging (Tabelle II). Es bleiben dadurch aber verschiedene Fragen offen:

- Wurde die entsprechende Mutante iiberhaupt exprimiert?

- An welcher Stelle der Kanalexpression trat ein Fehler auf?

- Wurden eventuell nicht leitende Kandle mit verschlossener Pore als Resultat der Ex-

pression gebildet?

Eine weitere Mdglichkeit, dass keine Strome gemessen werden konnten, konnte eine Ver-
schiebung der spannungsabhingigen Aktivierung zu Spannungen auflerhalb des untersuch-
ten Bereichs sein.

Das Verteilungsmuster in der KcsA-Kanalstruktur zeigte, dass das Segment S5 fast keine
nicht funktionell exprimierende KCNQ1-Tryptophan-Mutationen besitzt (Abb. 2.1). Unter
Einbeziehung von an anderer Stelle verdffentlichten Daten, bleibt nur A283W ohne
funktionelle Expression in diesem Teil der Porendoméne. Die grofite Ansammlung von Ka-
nalmutationen aus dieser Gruppe fand sich im Bereich der Porenhelix (Y299A, L303W
und V307W) und in der oberen Hilfte der inneren Helix (S6) (1328W, S330W und
C331W). In genau dieser Region fanden sich aber auch die meisten, wildtyp-dhnlichen
KCNQI1-Mutanten. Im Gegensatz zu den wildtyp-dhnlichen Mutanten konnte hier die dich-
te Packung des Kanals und die damit verbundenen Interaktionen zwischen den Aminoséu-
ren (s. 0.) durch groBe sterische Anderungen gestort werden. Cystein 331, das in die
Gruppe der nicht funktionell exprimierenden KCNQI Tryptophan-Mutationen gehort,
konnte mit einem kiinstlich in KCNE1 eingefiihrten Cystein verbunden werden, was eine
Interaktion mit S6 ermdglichte (Tapper und George, 2001).

In S6 fanden sich zudem noch drei funktionell nicht exprimierende KCNQI1-Mutationen
(L342W, P343W und G350W), die rund um das so genannte ,,Bundel crossing* lagen.
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5  Vergleich der Shaker- und KCNQ1-Scanning-Mutagenesen

Ein Vergleich der Tryptophan-Scanning-Mutagenese-Untersuchungen der transmembran-
dren Hiille von KCNQ1 und dem Shaker-Kalium-Kanal (Li-Smerin et al. 2000), zeigte so-
wohl Regionen, in denen die Mutationen homologer Aminosduren dhnliche Auswirkungen
auf die beiden Kanal-Typen hatten als auch Regionen mit grolen Unterschieden. Die Ver-
teilung der Daten fiir KCNQI1-Kanalmutanten machte es notwendig, leicht verdnderte
Grenzen zwischen stark beeintrichtigten und wildtyp-&hnlichen Kandlen, die bei Shaker
bei einem |AAG"| > 2 kcal mol” lag, zu wihlen. Die KCNQI-Mutanten zeigten AAG,"-
Werte im Bereich zwischen -1.8 und 6.1 kcal mol'. Die Grenze fiir Mutanten mit
verdnderter, spannungsabhingiger Aktivierung bei |[AAGo*| > 1.5 kcal mol”' festzulegen
ergab sich aus der Verteilung der Messwerte. Alle wildtyp-dhnlichen Mutanten waren deut-
lich davon abzugrenzen.

Im Fall von Shaker wurden einundzwanzig Aminosdurereste mit verdnderter spannungs-
abhédngiger Aktivierung identifiziert, denen neun in KCNQ1 gegeniiber stehen. Die Unter-
schiede zwischen den beiden Mutagenese-Scan-Analysen zeigte sich am deutlichsten in der
Region der transmembraniren Hiille, die den Selektivititsfilter umgibt. Dort lagen viele
stark verdnderte Shaker-Aminoséuren, aber nur wenige KCNQI-Mutationen mit einem
|IAAG"| > 1.5 kcal mol™”. Genau an dieser Stelle scheint die KCNQ1-Kanalfunktion durch
den Aminosiureaustausch und die damit verbundenen sterischen Anderungen kaum beein-
trachtigt zu werden (Abb. II1.6). Oder aber, die Kanalstruktur wird so verdndert, dass keine
funktionelle Expression resultiert. Im oberen Drittel des KvAP-Porenmoduls scheinen
wihrend der Spannungssensorbewegung (Jiang et al., 2003a/b) kaum Konformations-
dnderungen statt zu finden. Dies konnte bedeuten, dass, im Gegensatz zu Shaker, KCNQI
einige Gemeinsamkeiten mit dem KvAP- Modell besitzt.

Es zeigten sich nur sechs wildtyp-dhnliche Shaker-Aminosédurereste in der oberen Hilfte
der Transmembranhiille des Porenmoduls (Li-Smerin et al., 2000), aber zehn in KCNQI.
AuBerdem fiihrten sieben Tryptophan-Mutationen, in der Transmembranhiille des Shaker-
Kanals, zu einer zu negativeren Potentialen verschobenen G-V-Beziehung, denen nur eine
KCNQI-Mutante (I263W) entgegensteht (Tabelle II; Balkendiagramm in Abb.VI.1; Li-
Smerin et al., 2000).
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Eine Gruppierung von stark gating-sensitiven Mutationen rund um das ,,Gating-hinge* von
S6 (Doyle et al., 1998), findet sich in beiden Kanilen. Bei Shaker-Tryptophan-Mutanten
zeigten sich jedoch viel ausgeprigtere Verdnderungen der spannungsabhingigen Ak-
tivierung als es fir KCNQI1-Kanal-Mutanten der Fall war. Als mogliche Erkliarung dafiir
konnte das unterschiedlich aufgebaute ,,Gating-hinge* dienen. Die Kristallstruktur des
Ca*"-aktivierten MthK-Kanals legt nahe, dass die Aktivierung von Kalium-Kanilen eine
Biegung der inneren Helix, weg von der zentralen Achse beinhaltet, entsprechend eines
Scharniers oder einer Tiirangel. Dies ,,Gating-hinge* wird bei den meisten Kaliumkanélen
durch einen hochkonservierten Glyczinrest, der etwa in der Mitte der a-Helix liegt, gebildet
(Jiang et al., 2002 a/b). Es wurde ebenfalls diskutiert, ob eine konservierte PVP-Sequenz in
Kv-Kanélen fiir die Biegung des S6-Transmembransegments zustdndig sein konnte (del
Camino et al., 2000). KCNQI hat eine PAG- Sequenz an Stelle des PVP und im Alignment
findet sich an der Stelle des ,,Glycin-hinge*“-Rests ein Alanin. (Seebohm et al., 2003a).

Im Alignment ist zu erkennen, dass die Aminosduresequenz von KCNQ1 in der Schleife
zwischen dem S5-Transmembransegment und der Porenhelix um drei Aminoséduren ldnger
ist als die korrespondierende Shaker-Sequenz. Daraus ergibt sich Spielraum fiir eine leicht
verdnderte Lage der Segmente zueinander (Abb. IV.1). Damit konnten die Unterschiede
der Ergebnisse erkldrt werden, da drei zusitzliche Aminosduren die Lage der Helices zu-
einander stark variieren ldsst. Da eine helicale Windung 3.6 Aminosduren enthélt, konnten
die drei zusitzlichen Aminosiurereste einen Gangunterschied von bis zu 5,4 A, also einer
ganzen Windung ausmachen.

Fiir Shaker-Kalium-Kanile zeigte Li-Smerin et al., 2000, dass es eine deutliche Akkumu-
lation von Tryptophan-Mutationen entlang der Kontaktstellen der Monomere gab, die
besonders mutationssensitiv waren. Dies konnte fiir KCNQ1 nicht gezeigt werden. Es zeig-
ten sich vielmehr horizontal zur Membran gelegene Bereiche im Kanal, die gleichsinnigen,

funktionellen Anderungen zugeordnet werden konnten.
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Abbildung IV.1:  Vergleich der AAG,"-Werte von Shaker und KCNQI1-Tryptophan-Scan

Oben: Sequenzalignment von KcsA, Shaker und KCNQ1-Kaliumkanélen. Gelb hinterlegt sind die 37, in der
KcsA-Struktur identifizierten, die transmembranére Hiille bildenden Aminosédurereste. Blaue Buchstaben ent-
sprechen negativ, rote positiv verschobenen GV-Kurven. Griine Buchstaben bezeichnen stark inaktivierende
KCNQI-Mutationen. Die blauen Pfeile geben die Bereiche der Helices an.

Unten: Balkendiagramm der AAG,"-Werte von KCNQI1 und Shaker-Tryptophan-Scan (Li-Smerin et al.,
2000). Gestrichelte Linie gibt die Grenze zwischen wildtyp-éhnlichen und stark verdnderten Mutationen an.
Fiir KCNQI1 |AAGo¥| > 1.5 kcal mol!, fiir Shaker |AAGo*| > 2 kcal mol ™. Absolute Werte siehe Tabelle II.
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6  Moglichkeiten und Grenzen des Tryptophan-Mutanten-

Scan

Die genauen physikalischen und strukturellen Anderungen, die Tryptophan-Mutationen
hervorrufen, sind bisher nicht bis ins Detail bekannt und verstanden. Des weiteren exis-
tieren fiir die Schritte, die ein Kanal bis zum Offnen oder SchlieBen benétigt, nur Modelle.
Daher lassen sich Schliisse iiber die Effekte auf die relative Stabilitit des Offen- und Ge-

schlossen-Zustands im Kaliumkanal nur unter bestimmten Pramissen ziehen.

Die hier angewendete Betrachtung anhand der Gating-Parameter Vi, und z erlaubt es
energetische Storungen der spannungsabhidngigen Aktivierung festzustellen. Yifrach und
MacKinnon (2002) haben jedoch gezeigt, dass man nur von einer Stérung des Gatings kurz
vor dem Offnungsschritt ausgehen kann, wenn ein gegeniiber dem Wildtyp positiverer V-
Wert gleichzeitig mit einer kleineren Steigung in diesem Punkt einhergeht. Dies spricht
dann fiir eine lokale Stérung. Fiir alle anderen Mutationen sind eventuell gestorte Interak-
tionen zwischen Aminoséduren verantwortlich, die sich eventuell mit Mutantcycle-Analysen
genauer untersuchen lassen.

Wie bei KCNQI hatte nur ein geringer Anteil von Mutationen in Shaker eine rein lokale
Anderung im Kanal zur Folge. Es konnte bei Shaker mittels Kopplungsanalysen gezeigt
werden, dass einzelne Mutationen auch an sehr weit entfernten Regionen des Kanals nur
selten unabhingig von einander waren. Auch die Arbeit von Seebohm et al. (2003b) zeigte,
dass Interaktionen zwischen den einzelnen Aminosdureresten iiber den lokalen Einfluss
hinaus den gesamten Kanal beeinflussen. So verdndern lokale Aminosdureaustausche nicht
nur Interaktionen in ihrer direkten Umgebung. Es bestehen auch Kontakte zu anderen weit
entfernten Regionen des Kanals, die durch Punktmutationen empfindlich gestort werden
und dann, neben einem verdnderten Gating, auch Einfluss auf die Selektivitét fiir Kalium-
Ionen und/oder das ,,Inaktivierungsgating® haben konnen. Daher reicht es nicht aus, nur die
Gatingparameter zu untersuchen, sondern in einem zweiten Schritt sollten Untersuchungen

der Selektivitit folgen.

Homomere KCNQI-Kanidle besitzen eine verzogerte, inkomplette und intrinsisch

spannungsunabhingige Inaktivierung (Pusch et al., 1998; Tristani-Firouzi et al., 1998;
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Pusch et al., 2000), die sich hauptsdchlich im biphasischen Tail-Strom nach einem
aktivierenden Vorpuls zeigt. Um Verdnderungen der Inaktivierung genauer zu untersuchen,
miissten die Tailstome mittels biexponentieller Funktion ,,gefittet und dann das Verhiltnis
aus der schnellen initialen und der langsameren spiteren Deaktivierung berechnet werden
(Pusch et al., 1998). Die KCNQI1-untypische, spannungsabhéngige Inaktivierung sollte
deshalb in einem zweiten Schritt genauer analysiert werden. Als mdgliche Griinde fiir den
beobachteten Stromabfall kommt ein Porenblock mit z. B. makromolekularen Zellbestand-
teilen wie z.B. Spermidin bei Kir-Kandlen in Frage (Ficker et al., 1994; Lopatin et al.,
1994) . Aber auch ein spannungsabhdngiger Block durch andere Ionen ist vorstellbar
(Pusch et al., 2001; Orikabe et al., 2003).

Auf der anderen Seite konnte dieser Block Ausdruck der Instabilitdt der Pore sein, iiber die,
die fiir die Deaktivierung aus der Inaktivierung bei KCNQI1 typischen ,,Hooks* (Pusch et
al., 1998), Aufschluss geben konnten. Zu diesem Zweck sind allerdings andere Pulsproto-
kolle als die hier verwendeten notig, da bei einem Tailpotential von -30 mV der ,,Hook*
nicht korrekt analysiert werden kann. Der Grund dafiir liegt darin, dass die meisten Mu-
tanten bei -30 mV bereits wieder aktiviert werden und somit der Schritt vom inaktivierten
Zustand iiber den Offen-Zustand hin zum Geschlossen-Zustand nicht klar unterschieden
werden kann. Die hier gezeigten Deaktivierungskinetiken wurden alle nach einem Ein-
zeltestpuls nach +60 mV und bei -100 mV Tailpotential ausgewertet. Allerdings wurde auf
eine ausfiihrliche Analyse des ,,Hooks", der sich in einer stirker kaliumhaltigen Messlo-
sung (z. B. 100 mM) besser analysieren lieBe, verzichtet (Pusch et al., 1998). Mit dieser
Methode werden die gemessenen Strome deutlich gréer und lassen sich daher einfacher
und genauer analysieren.

Ob und wie eventuell im C-Terminus des Kanals gelegene Doménen, wie sie z. B. als
RCK-Doméne (regulating the conductance of K'-channels) bei BK-Kanilen bekannt ist
(Jiang et al., 2001), auch das Gating von KCNQI1 beinflussen ist bisher unklar. Es wurde
jedoch fiir KCNQI, bereits eine C-terminale Interaktionsstelle mit Phosphatidylinositol-
4,5-bisposphat (PIP,) diskutiert (Loussouram et al., 2003).

AbschlieBend ist zu sagen, dass der hier verwendete Tryptophan-Scan eine gute Methode
darstellt, um funktionelle Regionen im Kanal auszumachen, die das Gating beeinflussen. In
einem zweiten Schritt sollten nun mutanten-spezifische Untersuchungen folgen, um die

oben erwidhnten, noch offenen Fragen genauer zu analysieren. Die hier gefundenen muta-
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tionssensiblen Regionen sind mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir die Funktion des Kanals
entscheidend. Die Bewertung der gemessenen Strome ist jedoch nur eingeschrankt
moglich. Um genauere Aussagen treffen zu konnen, sollten fiir einige Mutationen weitere
Untersuchungen beziiglich Selektivitit, Einfluss auf die Deaktivierung sowie die
spannungsabhéngige Inaktivierung folgen.

Einzig fiir solche Mutationen die sowohl makroskopisch als auch nach den Gating-Parame-
tern keine Anderungen gegeniiber dem Wildtyp-Kanal zeigten, lisst sich mit hoher Wahr-

scheinlichkeit sagen, dass Lipid-Interaktion moglich ist.

7 Ausblick

Eine genauere Charakterisierung der einzelnen KCNQI1-Kanal-Mutanten beziiglich
Selektivitdt, spannungsunabhédngiger oder spannungsabhingiger Inaktivierung, sowie der
Deaktivierung sollte zukiinftig durchgefiihrt werden.

Es sollte die mogliche gegenseitige Beeinflussung zweier, unterschiedlicher Mutanten mit-
tels Kopplungsanalyse untersucht werden. Dabei sind die Mutanten zu wiahlen, die als Ein-
zelmutation das Gating beeintrichtigen. Dies wiirde alle diejenigen Aminoséduren identifi-
zieren, die unabhingig von anderen Aminosduren Bewegungen im Kanal ausfiihren, also
nur lokale Anderungen hervorrufen. Fiir solche Aminosiuren kénnte dann eine nach auBen
gerichtete Interaktion mit dem Spannungssensor oder dem gegeniiberliegenden Monomer
postuliert werden konnte.

Die Proteinexpression fiir solche Kanile, die nicht funktionell exprimiert werden konnten,
sollten Uberpriift werden, um genauere Aussagen zum Verbleib dieser Kanalproteine zu
erhalten.

Es bleibt fiir KCNQI1 die Frage offen, ob und in welcher Weise sich die durch Punktmuta-
tionen erzielten Effekte auf die Interaktion mit den physiologischen Interaktionspartnern,
den KCNE-B-Untereinheiten, auswirken. Insbesondere fiir die Mutationen in den Posi-
tionen S338-F340, fiir die eine direkte Interaktion zwischen KCNQI1 und den B-Unter-
einheiten KCNEI und KCNE3 gezeigt werden konnte (Melman et al., 2004).
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V  Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde eine Tryptophan-Mutanten-Scanning-Analyse als Werkzeug
benutzt, um Protein-Protein- und Protein-Lipid-Interaktion fiir die Aminosduren der
dufleren Hiille des KCNQ1-Porenmoduls zu untersuchen. Im Sequenzvergleich mit den Se-
quenzen von Shaker- und KcsA-Kalium-Kanédlen wurden 37 Aminosduren identifiziert, die
die Hiille des Porenmoduls von KCNQ1 bilden. Diese Aminosduren wurden dann zu Tryp-
tophan mutiert und die Mutanten in Xenopus laevis-Oozyten exprimiert. Strdme wurden
mittels der Zwei-Elektroden-Spannungs-Klemm-Technik gemessen. Fiir die Auswertung
der Daten wurde das Offnen des Kanals vereinfacht als ein einziger Schritt zwischen Of-
fen- und Geschlossen-Zustand betrachtet. Die GV-Analyse der funktionell exprimierenden
Kanile zeigten alle einen s-formigen Verlauf, der sich mit einer Boltzmann-Funktion mit
zwei Stadien in guter Anndherung beschreiben lies. Als Parameter der spannungsabhén-
gigen Aktivierung wurden V- und z-Wert bestimmt und damit energetische Stérungen
der Aktivierung gegeniiber dem KCNQ1-Wildtyp-Kanal berechnet (AAGy).

Es zeigte sich, dass der verwendete Tryptophan-Scan eine gute Methode darstellt, um
funktionelle Regionen im KCNQI1-Kalium-Kanal auszumachen, die das Gating auf ver-
schiedene Weise beeinflussen. Die spannungsabhingige Aktivierung des Kanals wurde
besonders ausgepréigt im Bereich des ,,Bundel crossing* im unteren Drittel der S6-Trans-
membranhelix gestort, was in guter Ubereinstimmung mit Ergebnissen dhnlicher Untersu-
chungen mit dem Shaker-Kalium-Kanal ist (Li-Smerin et al., 2000; Yifrach et al., 2002).
Dicht unterhalb der Pore zeigte sich eine zweite funktionell wichtige Region in der vier
Mutanten KCNQI-untypische, spannungsabhingige Inaktivierung zeigten. Das obere
Drittel des Kanals zeichnete sich vor allem durch eine Vielzahl von Kanalmutanten aus,
deren spannungsabhingige Aktivierung wildtyp-dhnlich war. Zehn Mutationen flihrten zu

keiner funktionellen Expression.
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Vil  Anhang
1 Abkurzungsverzeichnis
Q Ohm
0 Durchmesser
H micro (10°)
xg relative Erdbeschleunigung
°C Grad Celcius
A Angstrom (107")
A Adenin, Ampere, Alanin
Abb. Abbildung
Acc. accession number
Ach Acetylcholin
AP Aktionspotential, Alkalische Phosphatase
As Aminoséure(n)
ATP Adenosin-tri-phosphat
C Cytosin, Cystein
Ca Kalzium
Cl Chlor
C-Terminus Carboxyterminus einer Proteinkette
cDNA copy Desoxyribonukleinsiure
CHO Chinese Hamster Ovary
C. histolytikum  Clostridium histolytikum
COS-7 CVI Origin SV40

cRNA

copy Ribonukleinsiure
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DNA

EKG
et al.

fe.
FC

fl.

g

G

Gl
Gnorm
AGy
Gentamycin
h

H
HCG
HEPES
HEK

I

IPTG
JLN(S)
K

Kv
KvAP
KvLQT1
1

L

locus
LQTS
m

M

Mg
min

n

N

Na
ND96
N-Terminus
OR;

p

P

PCR
pGEM
PVC

Q

R
RCK

Aspartat

Desoxyribonukleinsdure

Glutamat

Elektrokardiogramm

und Mitarbeiter

Farad, Phenylalanin

final concentration, Endkonzentration
fetal calf serum, fotales Kélberserum
fliissig

Gramm, Erdbeschleunigung
Guanosin, Leitfahigkeit, Glycin
Gleichung

Normalisierte Leitfahigkeit

Gibb’s freie Energie bei 0 mV
Antibiotikum

human, Stunde

Histidin

Humanes Choriongonadotropin
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-piperzino)-ethansulfonsiure
Human embryonal Kidney Cells
Strom,Leitfahigkeit, Isoleucin
Isopropyl-f3-D-thiogalactosid

Jervell und Lange-Nielsen (Syndrom)
Kalium, Lysin

spannungsabhingiger Kaliumkanal
Spannungsabhéngiger Kaliumkanal aus Aeropyrum pernix
Entspricht KCNQ1

Liter

Leucin

Ort

Langes QT Syndrom

milli (107)

Mega (10°), molar, Methionin
Magnesium

Minute

nano (10°), Nematode, Anzahl
Asparagin

Natrium

Messlosung

Aminoterminus einer Proteinkette
Oozyten-Ringer

pico (10'%)

Porenregion, Prolin

polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Klomierungsvektor

Polyvenylchlorid

Guanosin, Glutamin

Arginin

regulating the conductance of K'-channels
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RNA Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

RW(S) Romano-Ward (Syndrom)

] Sekunde

S Serin, Threonin

T Thymin

Tab. Tabelle

™ Transmembransegment

Tricain 3-Aminobenzoic acid ethyl ester
A% Volt, Valin

Vi Haltepotential

A\ Tailpotential

Vol Volumen

\W% Tryphtophan

Wt Wildtyp

Y Tyrosin

z Steigung in Vi,

ZMNH Zentrum flir Molekulare Neurobiologie Hamburg

Fiir die Aminosduren wurden die Ein-Buchstaben-Symbole verwendet.

2 Veroffentlichung

Born, R., Béhring, R. und Pongs, O. (2004) Tryptophan-Scanning mutagenesis of the trans-
membrane shell of KCNQ1 pore domain; Posterprisentation Biophysical Meeting in Balit-
mor /USA
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