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1  Arbeitshypothese und Fragestellung 1

1 Arbeitshypothese/Fragestellung

Zielsetzung war es, durch elektrophysiologische und zellbiologische
Untersuchungen die molekularen Grundlagen der Pathophysiologie der funf
Mutationen, die in den funf nicht verwandten Familien im KCNH2 Gen

gefunden worden waren, zu klaren.

1) Zu Beginn sollte mit Hilfe der Patch-Clamp Technik untersucht werden, ob
sich die funf identifizierten LQT2-Mutationen biophysikalisch vom Wildtyp

unterscheiden.

2) Fur viele C-terminale HERG-Mutanten wurde eine fehlende Detektion von
Stromen in Zellen beschrieben. Ein ahnlicher Mechanismus wurde fur die
einige der hier beschriebenen C-terminalen Mutanten angenommen.
Proteinbiochemische und immunzytochemische Untersuchungen sollten
Aufschluss dartuber geben, ob sich der intrazellulare Transport oder die
Proteinreifung der LQT2-Mutationen vom Wildtyp unterscheidet.

3) Die beschriebenen Mutationstrager erlitten ihre kardialen Ereignisse meist
nach Auslosung sympathischer Stimulation (emotionaler Stress, Erschrecken,
korperlicher Belastung, Weckerklingeln), woftr ein Zusammenhang bisher
nicht beschrieben ist. Da eine PKA-abhangige Aktivierung des HERG durch
14-3-3¢ beschrieben wurde (Kagan et al., 2002), nahmen wir eine gestorte
Modulation von HERG durch 14-3-3¢ an. Mit Hilfe elektrophysiologischer und
proteinbiochemischer Untersuchungen sollte die molekulare und funktionelle
Interaktion von HERG und 14-3-3¢ analysiert werden. AbschlieBend sollte
durch Computersimulationen geklart werden, ob die experimentell erhobenen

Daten den klinischen Zustand der Patienten erklaren kdnnen.
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2 Einleitung

Die Herzfrequenz eines Erwachsenen betragt etwa 70 Herzschlage pro
Minute. Voraussetzung fir diese etwa sekindliche Kontraktion ist eine
synchonisierte Erregung der Herzmuskelzellen. Diese eine Vielzahl
unterschiedlicher lonenkanale, welche eine kontrollierte Entstehung,
Ausbreitung und Beendigung der Erregung gewahrleisten. Pathologische
Veranderungen in der Aktivitat dieser lonenkandle fihren zu einem Verlust
der synchronisierten Erregungsausbreitung, d.h. einer Herzarrhythmie.

Besonders ausgepréagt ist der Zusammenhang zwischen lonenkanaldefekt
und klinischem Bild im Fall des Long-QT-Syndroms (LQT-Syndrom), das auf
Defekte in Natrium, bzw. Kaliumkanalen zurickgeftihrt werden konnte, die
eine verzogerte Beendigung des Aktionspotentials bewirken. Die auf zellularer
Ebene entstehende verlangerte Erregung der Herzmuskelzelle macht sich in
der Summe im Elektrokardiogramm (EKG) als eine verlangerte gemessene
QT-Zeit bemerkbar. Die QT-Zeit wird nach Bazett an die Herzfrequenz
angepasst, indem man aus gemessener QT-Zeit und RR-Zeit die

frequenzkorrigierte QT.-Zeit berechnet:

QT (ms)

VRR (sec)

OTc=

Das klinische Bild ist gekennzeichnet durch ventrikulare Tachyarrhythmien
und Kammerflimmern, welche zu Synkopen und plétzlichen Herztod fuhren
konnen (Jervell & Lange-Nielsen, 1957; Romano, 1963; Ward, 1964;
Schwartz et al., 1975; Moss et al., 1991). Kennzeichnend ist eine schnelle,
polymorphe, ventrikulare Tachyarrhythmie, welche als Torsade de Pointes
(TdP) bezeichnet wird (Abbildung 2.1). Besonders haufig kommt es zu diesen
kardialen Ereignissen nach sympathoadrenerger Stimulation wahrend
korperlicher Belastung oder durch emotionale Erregung (Schwartz et al.,
2001). Obwohl die pathophysiologischen Grundlagen dieser Krankheit bereits
gut erforscht sind, sind die molekularen Mechanismen, bzw. Signalkaskaden,
die der Auslésung von Arrhythmien durch sympathische Stimulation zugrunde

liegen, bisher nicht verstanden.
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Abbildung 2.1

Beim LQT-Syndrom kann man im EKG ein pathognomisches, paroxysmales
Kammerflattern beobachten, welches als Torsade de Pointes oder auch als
Spitzenumkehrtanz-Kammerflattern bezeichnet wird. Die Bezeichnung ist darauf
zurtckzufuhren, dass die Kammerkomplexe mit abwechselnder Ausschlagrichtung
um die Grundlinie tanzen. Das EKG wurde mit einer Geschwindigkeit von 25 mm pro

Sekunde aufgezeichnet. (modifiziert nach Booker et al., 2003)

2.1 Das Herzaktionspotential

Das EKG ermdglicht die Darstellung der Erregungsausbreitung im Herzen
durch  oberflachliche Ableitung der Summenaktionspotentiale aller
Herzmuskelzellen. Diesen Vektoren der Summenaktionspotentiale, welche
durch unterschiedliche Wellen und Komplexe im EKG abgebildet werden,
liegen die zellularen Aktionspotentiale in Kardiomyozyten zugrunde.

Besonders charakteristisch flr das ventrikulare Herzaktionspotential sind eine
sehr schnelle Depolarisation und eine langsame Repolarisation, wodurch ein
mehrere hundert Millisekunden dauerndes Herzaktionspotential entsteht.
Ublicherweise wird das Herzaktionspotential in fiinf Phasen eingeteilt, die mit
Aktivitaten unterschiedlicher lonenkanéle korreliert werden kénnen (Abbildung
1.2). Wahrend der Phase 0 kommt es zur schlagartigen Depolarisation der
Zelle im wesentlichen hervorgerufen durch Aktivierung spannungsabhangiger
Na,1.5 Natriumkanale. AnschlieBend findet durch einen transienten
Kaliumauswartsstrom (transient outward current) eine teilweise Repolarisation

statt (Phase 1). Die Phase 2 ist durch ein Plateau im Herzaktionspotential
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charakterisiert, welches vor allem durch ein Gleichgewicht zwischen einem
Kalziumeinstrom  Icay durch  L-Typ  Kalziumkanale und einem
Kaliumauswartsstrom I getragen wird. In der Phase 3 kommt es zur fast
vollstdndigen Repolarisation und Beendigung des Aktionspotentials. Die letzte
Phase 4 ist durch einen auswarts gerichteten Kaliumstrom g, dominiert,
welcher fur die finale, vollstdndige Zurickfihrung auf die Ruhespannung
verantwortlich ist (Abbildung 2.2).

An der Beendigung der Plateauphase in Phase 3 zeigen sich im wesentlichen
die Aktivitaten zweier spannungsabhangiger Kaliumkanéle verantwortlich, die
einen langsam aktivierenden Strom lIgs (slow) und eine schnell aktivierende
Komponente Ik, (rapid) vermitteln (Abbildung 2.2). Die Aktivitat dieser Kanale
ist besonders kritisch fir die Regulation der Erregungsausbreitung und
-eindAmmung, da sich Kardiomyozyten in Phase 3 in einer relativen
Refraktarphase befinden und somit relativ leicht wieder erregbar sind.
Deshalb ist das Risiko fur das Auftreten von Kammerflimmern wahrend dieser
Zeitspanne am grof3ten, weshalb sie auch als vulnerable Phase bezeichnet
wird. Die T-Welle im EKG entspricht der Repolarisation des
Herzaktionspotentials und verlauft somit synchron mit der vulnerablen Phase.
Ik und Iks sind mal3gebend fir die Lange des Herzaktionspotentials. Die
Reduktion einer Komponente der beiden Ik fihrt bereits zu einer deutlichen
Verlangerung der Aktionspotentialdauer. Diagnostisch ist dies durch eine
verlangerte QT-Zeit im EKG erkennbar, die das klinische Bild des LQT-
Syndrom kennzeichnet (Abbildung 2.2, gestrichelte Linien).
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QRS Komplex
T Welle

P Welle

normales QT Intervall
verlangertes QT Intervall

Phase 0

verzogerter auswarts gerichteter
Kaliumstrom |,

einwarts gleichrichtender
Kaliumstrom I,

100 msec

Abbildung 2.2

Der Zusammenhang von Elektrokardiogramm (oberstes Feld), ventrikularem
Herzaktionspotential (zweitoberstes Feld) und unterschiedlichen lonenstromen
(untere Felder) ist graphisch und chronologisch synchron dargestellt. Die
durchgezogenen Linien der lonenstrome kennzeichnen die normale Ausgangslage,
wohingegen die gestrichelten Linien der einzelnen lonenstrome das Resultat einer
50%igen Reduktion von Ik, darstellt. (modifiziert nach Roden et al., 2002)
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2.2 Das LQT-Syndrom und der HERG lonenkanal

2.2.1 Das angeborene LQT-Syndrom

Bisher konnten sechs Genorte, welche sich auf den Chromosomen 3 (LQT 3),
4 (LQT 4), 7 (LQT 2), 11 (LQT 1 und LQT 6) und 21 (LQT 5) befinden mit
einer vererbbaren Form des LQT-Syndroms korreliert werden (Wang et al.,
1996; Jiang et al., 1994; Schott et al., 1995; Chevillard et al., 1991; Abbott et
al., 1999). Vier dieser Gene (KCNQ1, KCNH2, KCNE1 und KCNE2) kodieren
fur Untereinheiten von spannungsabhéngigen Kaliumkanalen, die fur Iks (Kv
7.1 und minK), bzw. fur lx, (HERG und MiRP1) verantwortlich sind (Splawski
et al., 1997; Tyson et al., 1997; Abbott et al., 1999). Mutationen in diesen
Untereinheiten fihren zu einer Reduktion in der Aktivitat der entsprechenden
Kaliumkanéle in in vitro Expressionssystemen. Der Zusammenhang zwischen
mutationsbedingter Ix-Verminderung und pathophysiologischer Auspragung
des LQT-Syndroms lasst sich in  Computersimulationen  von
Herzaktionspotentialen verdeutlichen. Wird der schnelle, repolarisierende
Kaliumstrom Ik, um 50% reduziert, beobachtet man eine Verlangerung des
Herzaktionspotentials, womit eine verlangerte QT-Zeit einhergeht (gestrichelte
Linien in Abbildung 1.2). LQT-Mutationen werden meist autosomal dominant
vererbt. Ein autosomal-rezessiver Vererbungsmodus, der zusatzlich mit einer
angeborenen Taubheit verbunden ist, wird als Jervell-Lange-Nielsen (JLN)
Krankheit bezeichnet (Jervell & Lange-Nielsen, 1957).

Eine abnormal verlangerte Depolarisation kann zu einer Verlangerung des
Herzaktionspotentials und somit zur Auspragung des LQT-Syndroms fuhren.
Genetische Veranderungen im Gen fur Na,1.5, dem depolarisierenden
Natriumstrom konnten mit LQT3 assoziiert werden (Wang et al., 1995;
Tabelle 1). Hier wird diskutiert, dass LQTS-Mutationen eine verminderte
Inaktivierung von Na,1.5 Kanalen hervorrufen und dadurch zu einer
Verlangerung des Herzaktionspotentials fuhren (Bennett et al., 1995;
Dumaine et al., 1996). Alternativ wird diskutiert, dass die Mutationen zu einem

Leckstrom durch die Steuerungspore (gating pore) fihren und dieses LQT
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verursacht (Stanislav et al., 2007). Der Vererbungsmodus von LQT3 scheint
autosomal-dominant zu sein.

Erst kirzlich konnten Mutationen im Ankyrin-B Protein mit LQT4 assoziiert
werden (Mohler et al., 2003). Bei Ankyrin-B handelt es sich nicht wie in den
anderen Fallen um lonenkanaluntereinheiten, sondern um ein
Membranprotein, welches unterschiedlichen lonentransportern  und
Rezeptoren als Adapter und Anker dient (Mohler et al., 2002). Mutationen in
Ankyrin-B kénnen zu einer fehlenden Bildung und fehlerhaften Koordination
dieser Transportkomplexe fuhren und somit zu Extrasystolen und
Herzarrhythmien pradisponieren. Auch LQT4 hat einen autosomal-

dominanten Vererbungsmodus.
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Syndrom Gen haufigster haufigste
(Genort) Vererbungsmodus Pathophysiologie
LQT1* Kv7.1/KCNQ1  autosomal-dominant d ks
(11p15.5)
LQT2* HERG / KCNH2  autosomal-dominant d ke
(7p35-36)
LQT3* SCNb5A autosomal-dominant T Plateau Ina
(3p24-27)
LQT4* Ankyrin-B autosomal-dominant 1 [Ca*)
(4925-27)
LQT5* MinK / KCNE2 autosomal-dominant d ks
(21p22.1-2)
LQT6* MiRP1/KCNE1 autosomal-dominant 3k
(11p15.5)
JLN1** Kv7.1/KCNQ1 autosomal-rezessiv W ks
(11p15.5)
JLN2** MinK / KCNE2 autosomal-rezessiv W ks
(21p22.1-2)
Tabelle 1

Zusammenstellung des Romano-Ward Syndroms (LQT1 — 6, markiert mit *) und des

Jervell-Lange-Nielsen Syndroms (JLN1 — 2, markiert mit **) mit den verantwortlichen

Genen, den entsprechenden Genlokalisationen und Erbgangen sowie der daraus

resultierenden funktionellen Veranderungen. Im Gegensatz zum Romano-Ward-

Syndrom, welcher autosomal-dominant vererbt wird, ist das autosomal-rezessiv

vererbte Jervell-Lange-Nielsen Syndrom mit angeborener Taubheit assoziiert.

(modifiziert nach Roden et al., 2002 mit Angaben aus Wang et al., 1996; Jiang et al.,
1994; Schott et al., 1995; Chevillard et al., 1991; Abbott et al., 1999)
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2.2.2 Die biophysikalischen Eigenschaften des HERG

Dem LQT2-Syndrom liegen Mutationen im KCNH2 Gen zugrunde, das die
a-Untereinheit des HERG Kaliumkanals kodiert. HERG Kanéle vermitteln den
repolarisierenden Strom Iy, (Curran et al., 1995; Sanguinetti et al., 1995;
Trudeau et al., 1995). HERG gehdrt zur ether a go-go (eag)-Familie der
spannungsabhangigen Kaliumkanale (Luiman etc.). Vier Untereinheiten bilden
einen  tetrameren Ix-Kanal. Jede Untereinheit enthélt sechs
Transmembranhelixes (S1 bis S6). Der Teil von S5 bis S6 bildet die Pore und
den Selektivitatsfilter des Kanals aus. Bei fast allen Kaliumkanélen findet sich
im  Selektivitatsfilter die  Aminosauresequenz TXGYGD. Die S4
Transmembranhelix enthalt zahlreiche, regelmaRig angeordnete positiv
geladene Aminoséauren, die einen essentiellen Teil des Spannungssensors
darstellen (Lory et al., 2005 a und b)).

Spannungsabhéngige Kaliumkanale koénnen in drei unterschiedlichen

Zustanden vorliegen. Im einfachsten Fall gilt:

Aktivierung Inaktivierung
_— _—
C ” 0 E— I
Deaktivierung Erholung aus der

Inaktivierung

Die unterschiedlichen Reaktionen lassen sich mit Hilfe eines allosterischen
Gatingmodell beschreiben, in dem sowohl die geschlossenen Zustande C
(closed) als auch der offene Zustand O (open) mit den inaktivierten Zustanden
| (inactivated) verknipft sind.

Viele spannungsabhangige Kaliumkanale haben schnelle
Aktivierungszeitkonstanten und relativ langsame Inaktivierungszeitkonstanten,
so dass die spannungsabhangigen Kaliumkanale auf Depolarisation mit
groBen Auswartsstromen antworten (Hille, 2001). Die biophysikalischen
Eigenschaften von HERG Kandalen unterscheiden sich allerdings davon
deutlich. HERG Kanale weisen nach Depolarisation eine schnellere
Inaktivierung als Aktivierung auf, so dass aufgrund der sehr schnellen

Inaktivierung der aktivierten Kandale bei positiven Membranpotentialen nur
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sehr kleine Gesamtstrome registriert werden kdnnen. Die Erholung aus der
Inaktivierung ist bei negativen Membranpotentialen sehr schnell und die
Deaktivierung sehr langsam. Dadurch ist es méglich groRe HERG-Stréme als
instantane Auswartsstrome zu messen (Smith et al., 1997; Miller, 1997).

Die biophysikalischen Eigenschaften konnen gut erklaren, warum eine
Dysfunktion von HERG Kanalen, zu einer Pradisposition von Herzarrhythmien
fuhrt. Wahrend der Phase 1 kommt es durch Depolarisation zur raschen
Aktivierung und Inaktivierung der HERG Kanéle. In Phase 3 kommt es dann
zu einer Erholung der HERG Kanéle aus der Inaktivierung. Wenn es in dieser
Phase zu einer vorzeitigen Erregung (z.B. Extrasystole) kommt, dann kénnen
HERG Kanéle in dieser Phase mit Produktion sehr groRer Auswartsstrome ein
vorzeitiges Aktionspotentialfeuern verhindern. Ist die Funktion der HERG-
Kanale vermindert oder nicht vorhanden, dann kann es zu einer vorzeitigen

und der Ausbreitung einer unkontrollierten Erregung kommen.
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2.3 Sympathoadenerge Stimulation ist kritisch ftr die

Ausldsung von Arrhythmien beim LQT-Syndrom

2.3.1 Physiologie der sympathoadrenergen

Regulation des Herzens

Kontraktilitat (Inotropie), Herzfrequenz (Chronotropie),
Uberleitungsgeschwindigkeit im Atrioventrikularknoten (Dromotropie) und
Relaxation (Lusitropie) des Herzens wird von Gegenspielern des autonomen
Nervensystems reguliert — dem Sympathikus und dem Parasympathikus. Die
sympathische Regulation am Herzen erfolgt vorwiegend Uber spezifische p1-
adrenerge Rezeptoren (B-AR), welche durch die Ausschittung der
sympathischen Ubertragerstoffe Adrenalin und Noradrenalin stimuliert
werden. Die extrazellulare Bindung von Noradrenalin fihrt zur Aktivierung von
stimulierenden G-Proteinen (Gs), welche an intrazellularen Doménen des
Rezeptors gebunden vorliegen. Die heterotrimeren G-Proteine bestehen aus
je einer a-, B- und y—Untereinheit. Ga dissoziieren bei Aktivierung ab und
aktivieren die membrangebundene Adenylatzyklase (AC) zu aktivieren. Dies
fuhrt zur Erhdhung von zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP), einem
sekundaren Botenstoff, der Proteinkinase A (PKA) stimuliert. In
Kardiomyozyten phosphoryliert PKA unterschiedlichste Proteine — den L-Typ
Kalziumkanal (Zhao et al., 1994; Gerhardstein et al., 1999), Phospholamban
(Simmerman et al., 1998), Troponin | (Sulakhe et al., 1995), Ryanodinrezeptor
(Marx et al., 2000) und Myosin-Bindendes-Protein C (Kunst et al., 2000)
(Abbildung 2.3). Die Phosphorylierung dieser Proteine bewirkt in ventrikularen
Myozyten eine erhéhte Freisetzung von Kalzium (positiv inotrop), aber auch
eine beschleunigte Beseitigung von Kalzium nach Kontraktion (positiv

lusitrop).



2 Einleitung 12

Adrenaline / Noradrenalin

Plasmamembran

Troponin |

T

Cr——

Myofilamente

Abbildung 2.3

Die sympathoadrenerge Stimulation wird durch die Transmitter Adrenalin oder

Noradrenalin vermittelt, welche den p-adrenergen Rezeptor (B-AR) aktivieren.
Intrazellular bewirkt die Rezeptoraktivierung die Bindung von Guanosintriphosphat
(GTP) an das stimulierende, heterotrimere G-Protein (Gs), welches dadurch aktiviert
wird und in die a-Untereinheit, sowie einen By-Komplex zerfallt. Die freigesetzte -
Untereinheit stimuliert die Adenylatzyklase (AC), welche aus Adenosintriphosphat
(ATP) zyklischen  Adenosinmonophosphat  (CAMP) produziert. Durch
Regulatorproteine (Reg) kommt es dann zu einer Aktivierung der
membrangebundenen und zytosolisches Proteinkinase A (PKA). Die durch ein A-
Kinase-Ankerprotein (AKAP) an die Membran gebundene PKA phosphoryliert den L-
Typ Kalziumkanal, der fir den spannungsabhangigen Kalziumstrom Ic,
verantwortlich ist, und den Ryanodinrezeptor (RyR). Dies fuhrt zu einem erhéhten
Einstrom von Kalzium (Ca) durch den L-Typ Kalziumkanal sowie zu einer verstarkten
Freisetzung von Kalzium aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER). Die
zytosolische PKA phosphoryliert Troponin | und Phospholamban (PLB).
Phosphoryliertes Phospholamban fiihrt zur Inhibition des hemmenden Einflusses auf
die Ca*-ATPase, welche fiir den Ricktransport des zytosolischen Kalziums
verantwortlich ist. Phosphoryliertes Troponin | setzt schneller Kalzium aus den
Myofilamenten frei und bewirkt so eine beschleunigte Relaxation nach Kontraktion.
(modifiziert nach Bers et al., 2002)
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Der positiv inotrope Effekt wird durch eine Stimulierung der L-Typ
Kalziumkanale erreicht, was zu einer Erhohung des Kalziumeinstroms Ic,
fuhrt (Reuter, 1967; Reuter & Scholz, 1977). Es kommt jedoch nicht nur zu
einer Erh6hung des intrazellularen Kalziumspiegels durch extrazelluléares
Kalzium, sondern auch durch verstarkte Freisetzung von Kalzium aus dem
endoplasmatischen  Retikulum (ER) durch den  phosphorylierten
Ryanodinrezeptor (RyR).

Die Vermittlung des positiv lusitropen Effektes erfolgt durch eine
beschleunigte Absenkung des Kalziumsspiegels. Diese wird durch
Dissoziation phosphorylierten Phospholamban (PLB) von der Kalziumpumpe
(Ca**-ATPase) des ER bewirkt. Dies ermdglicht eine schnellere Absenkung

des zytosolischen Kalziums und eine raschere Relaxation des Muskels.

2.3.2 Sympathoadrenerge Stimulation als Ausloser
kardialer Attacken bei LQT-Syndrom

Sympathoadrenerge  Stimulation  fuhrt zu einer  Erhéhung der
zytoplasmatischen Kalziumkonzentration durch erhdhten Einstrom von
Kalzium aus dem Extrazellularraum und aus dem ER. Damit verbunden ist
eine Verkirzung des Aktionspotentials und ein beschleunigter Herzrhythmus.
Bei Patienten mit LQT-Syndrom kann man jedoch eine Verkirzung des
Aktionspotentials  nicht  beobachten. Es kommt es durch die
sympathoadrenerge Stimulation zu frihzeitigen Nachdepolarisationen, welche
als Substrat fur Torsade de Pointes Tachyarrhythmien dienen und in der
Folge zum pl6tzlichen Herztod fuhren konnen (Noda et al., 2002).

Es scheinen sich jedoch einige Unterschiede zwischen den verschiedenen
Genen, welche  fir  das LQT-Syndrom verantwortlich sind,
herauszukristallisieren. Bei LQT1 Patienten |0st Uberwiegend korperliche
Anstrengung - also eine langandauernde, sympathische Stimulation -
kardiale Ereignisse aus, wohingegen bei LQT2 Patienten emotionaler Stress

und Erschrecken, insbesondere durch akustische Stimuli — also plétzliche,
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kurzandauernde, sympathische Stimulation — als Ausloser fur Herzattacken
dominieren (Schwartz et al., 2001; Abbildung 2.4). Im Gegensatz zu Patienten
mit Mutationen in Komponenten des repolarisierenden Kaliumstroms kommt
es bei LQT3 Patienten mit Fehlfunktionen des spannungsabhangigen
Natriumkanals vorallem wahrend des Schlafes, bzw. korperlicher Ruhe zur

Auslésung kardialer Arrhythmien (Schwartz et al., 2001).

100
[] Korperliche Anstrengung
B Emotionaler Stress
80 I Schlaf/ Ruhe ohne Erschrecken
62% % andere Ausloser
60
43%
39%
40
29% %o
26% ’ 19% 2%
20 99, 13% 15% 13%
3%
0
LQT1 LQT2 LQT3
(n=392) (n=209) (n=62)
Abbildung 2.4

Als Ausloser fir kardiale Ereignisse bei LQT1, LQT2 und LQT3 Patienten wurden
korperliche Anstrengung, emotionaler Stress (Erschrecken, Angst, Wut, plotzlicher
Larm), Schlaf sowie sonstige Ausldser unterschieden. (modifiziert nach Schwartz et
al., 2001)
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2.4 Fallvorstellungen

In Deutschland, Italien und Frankreich wurden in den Arbeitsgruppen von Dr.
Eric Schulze-Bahr, Dr. Silvia Priori und Dr. Pascale Guicheney flnf nicht
verwandte Familien mit einem vererbbaren LQT2-Syndrom identifiziert.
Mitglieder dieser Familien wiesen Mutationen im C-Terminus des KCNH2
Gens auf. Eine Beteiligung anderer Gene KV 7.1, HERG, SCN5A, MiRP und
minK (also LQT1-3 und LQT5-6) konnte durch teilweise Sequenzierung der
Gene und/oder Segregationsanalyse ausgeschlossen werden. Eine
Sequenzierung oder Segregationsanalyse des Ankyrin-B Gens, welches fir
LQT4 verantwortlich ist, wurde ausgeschlossen, da der seltene und sehr
spezifische Phanotyp mit Verlangerung der QT-Zeit, Sinusbradykardie und
Vorhofflimmern bei allen Patienten nicht zu finden war. Die vollstandige
Sequenzierung des LQT2-Gens bei den Angehérigen der Familien, brachte
familienspezifische Mutationen zutage — G2893T (fuhrt auf Ebene der
Aminosaurensequenz zu G965X), 3036-3048del (R1014fsX38), 3107-
3111dup (V1038fsX20), C2230T (R744X) und C2453T (S818A). Vier der
Mutationen (G965X, R1014fsX38, V1038fsX20 und R744X) fuhren zu einer
Verkirzung des Proteins. Eine Mutation (S818L) enthielt eine
Missensemutation (Abbildung 2.5). Bei der Uberpriifung einer groReren
Stichprobe konnten diese Mutationen in der Normalbevolkerung nicht

gefunden werden.
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Abbildung 2.5

Die schematische Darstellung der Primarstruktur der unterschiedlichen HERG
Mutanten und des HERG-Wildtyps (HERG) verdeutlicht die Verkirzungen des
HERG-Proteins durch Mutationen R744X, G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20,
sowie den Ort des Aminosdureaustausches in der Mutante S818L. Die sechs
Transmembran-Doméanen (S1-S6), die Porenschleife (P), die zyklische Nukleotid-
Bindedoméne (cNBD), das C-terminale ER-Retentionssignal (RXR), die fir die
Tetramerisierung moglicherweise wichtige Coiled Coil Struktur (TCC), sowie die N-
terminale und C-terminale PKA-Phosphorylierungsstellen (S283, S1137) sind
entsprechend markiert und dargestellt. Graue Balken markieren Primarstrukturen,
welche denen des HERG-Wildtyps gleichen, wohingegen durch
Leserahmenverschiebungen verdnderte Sequenzen durch einen dunneren,
schwarzen Balken symbolisiert werden. Die gestrichelte Linie und der Pfeil markieren

den Aminosaureaustausch der S818L Mutante.
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2.4.1 Familie mit der LQT2-Mutation R1014fsX38

In einer grolRen deutschen Familie (n=36 verwandter Personen in funf
Generationen) konnte eine LQT2-Mutation mit Deletion der Nukleotide 3036-
3038 in zwolf Individuen identifiziert werden. Die Mutation fuhrt zu einer
Verschiebung des Leserahmens ab der 1014. Aminosédure mit einer 38
Aminosaure langen Missense-Sequenz und kann nach internationaler
Vereinbarung als R1014fsX38 beschrieben werden (Abbildung 2.5). Eine
klinische Auspragung des LQT2-Syndroms konnte in neun Tragern der
Mutation gefunden werden. Im EKG war das auffalligste Merkmal der
Mutationstrager R1014fsX38 eine eingekerbte oder zweiphasische T-Welle.
Weitere drei Individuen waren asymptomatisch.

Die Indexpatientin ist eine 31-jahrige Frau, die seit ihrem 16.Lebensjahr unter
Synkopen, die durch Stress ausgeldst wurden und anfangs als ,epileptische
Anfalle* fehldiagnostiziert wurden, litt. Mit 25 Jahren hatte sie einen
Herzstillstand aufgrund eines Kammerflimmerns, das erfolgreich behandelt
wurde. Eine verlangerte QT.-Zeit (500 ms) und die Identifizierung der
Mutation im LQT2-Gen fihrte zur Diagnose des LQT2-Syndroms.

Wahrend der Familienanamnese stellte man fest, dass eine Tante einen
Herzstillstand erlitten hatte. Weitere Familienmitglieder waren von Synkopen
betroffen (n=11). Jedoch nur in neun dieser klinisch symptomatischen Féalle
konnte eine Mutation in KCNH2 nachgewiesen werden. Bei zwei Individuen
mit Synkopen fand sich keine Mutation im KCNH2-Gen. Die Synkopen
wurden hochstwahrscheinlich durch eine orthostatische Dysregulation
verursacht. Eine retrospektive Analyse aller Familienangehérigen wies die
KCNH2-Mutation in zwdlf Mitgliedern nach, wobei in allen Fallen die Mutation
heterozygot vorlag. Eine verlangerte QT.-Zeit (> 440 ms) und ausgepragte
Symptome des LQT-Syndroms wurde bei neun Familienmitgliedern
beobachtet (Abbildung 2.6).
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Der Stammbaum einer deutschen Familie (n=36, Generation | — V) mit einer LQT2-
Mutation im C-Terminus von HERG (R1014fsX38) ist dargestellt. Rote Balken
markieren heterozygote Trager der Mutation, wahrend alle anderen Farben keinen
Zusammenhang zur Mutation aufweisen. Manner sind mit Vierecken und Frauen mit
Kreisen gekennzeichnet. Die Zahlen geben die korrigierte QT-Zeit (QT. der EKG
Ableitung Il) in ms an und sind in Fallen von Mutationstragern unterstrichen. In neun
Familienmitgliedern mit verlangerter QT.-Zeit (>440ms) wurde die mit der Krankheit
assoziierte Mutation gefunden. Im Gegensatz zu den Personen mit QT.-Zeiten im
Schwellenbereich (430-440ms), litten die Betroffenen an Synkopen. In drei Personen
mit normaler QT.-Zeit wurde retrospektiv die Mutation im LQT2-Gen gefunden (VI-16:
426ms, IV-17: 429ms, V-4: 430ms). Die Mutation konnte zwar in 12 Individuen
gefunden werden, aber nur neun Trager waren symptomatisch, d.h. die Penetranz

war unvollstandig (75%).
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2.4.2 Familie mit der LQT2-Mutation V1038fsX20

Die LQT2-Mutation mit Duplikation der Nukleotide 3107-3111 (resultierend in
V1038fsX20) konnte in vier von sieben Familienmitgliedern nachgewiesen
werden. Dartber hinaus wurden weitere vier Verwandte mit dem LQT-
Syndrom diagnostiziert, standen aber nicht flr eine genetische Analyse zur
Verfliigung.

Der Proband — ein 25-jahriger Mann — hatte im Alter von 23 Jahren eine
Synkope wahrend korperlicher Belastung. Das Oberflachen-EKG zeigte eine
T-Welle, die in der Ableitung V4 eine Kerbe aufwies oder in den Ableitungen
V2-V3 zweiphasisch erschien. Die korrigierte QTc-Zeit betrug 503ms in der
Ableitung Il. Der 52-jahrige Vater des Probanden wies im EKG eine QT.-Zeit

von 480ms auf, war jedoch asymptomatisch.

2.4.3 Familie mit der LQT2-Mutation R744X

Die Punktmutation C2230T fluhrt zu einem verkirzten HERG-Protein (R744X).
Die Mutation konnte in einem 20-jahrigen Mann nachgewiesen werden mit
einer Vorgeschichte von bereits drei synkopalen Episoden, die mit akutem
emotionalem Stress assoziiert waren. Die letzte Synkope hatte er im Alter von
13 Jahren trotz Therapie mit p—Blockern (Metoprolol 1mg/kg/Tag). Keine
weiteren Familienangehérigen litten unter Synkopen, bzw. waren an
plotzlichem Herztod gestorben. Bei seiner letzten Untersuchung im November
2001 berichtete der Proband von keinen weiteren Synkopen. Das QT-
Intervall betrug 490ms (Ableitung II) mit einer eingekerbten T-Welle in den
Ableitungen V2-V4. Weiterhin konnte die Mutation R744X auch in dem 44
Jahre alten Vater des Probanden identifiziert werden, der eine QT-Zeit von

465ms aufwies, aber asymptomatisch war.
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2.4.4 Familie mit der LQT2-Mutation S818L

Eine 27-jahrige Frau hatte im Alter von 25 Jahren ihre erste Synkope mit
dokumentierter Torsade de Pointes Tachyarrhythmie und wurde im Anschluss
an den Vorfall mit Nadolol und einem Herzschrittmacher behandelt. Die
genetische Analyse der Familie ergab, dass es sich um eine de novo Mutation
handelte. Die Mutation wurde jedoch an ihre 2-jahrige Tochter weitergegeben,
welche ein QT-Intervall von 472ms aufwies.

Die Beschreibung der nur unvollstdndig charakterisierten Punktmutation
S818L und die eine erste Préasentation der klinischen Daten wurde bereits in
friheren Arbeiten verdffentlicht (Berthet et al., 1999; Nakajima et al., 2000).

2.4.5 Familie mit der LQT2-Mutation G965X

Eine 28-jahrige Frau, welche unter Synkopen litt, wies die Punktmutation
G2893T (Aminosauresequenz G965X) auf. Ihre erste dokumentierte Synkope
trat im Alter von 25 Jahren auf. Im Anschluss hatte sie weitere synkopale
Episoden, welche zumeist durch akustische Stimuli (Wecker, Telefonklingeln)
ausgelost wurden. Im Alter von 27 Jahren hatte sie eine im Laufe der
neurologischen Untersuchung dokumentierte polymorphe ventrikulare
Tachyarrhythmie. Im Folgenden wies das EKG eine verlangerte QT-Zeit
(498ms) auf, worauf die Diagnose des LQT-Syndroms gestellt wurde. Durch
die anschlieBende Behandlung mit Nadolol (1 mg/kg/Tag) konnten weitere
Episoden seit drei Jahren verhindert werden. Keine weiteren
Familienangehdrigen litten unter Synkopen oder waren an plétzlichem
Herzstillstand verstorben. Die genetische Analyse zeigte, dass die Mutation
vom asymptomatischen Vater weitergegeben worden war. Weitere

Familienangehdrige standen fur eine genetische Analyse nicht zur Verfligung.
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3 Material und Methoden

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

Enzyme, Molekulargewichtstandards und Nukleosidtriphosphate wurden von
den Firmen Boehringer Mannheim, Clontech, Invitrogen, New England
Biolabs, Novagen, MBI Fermentas, Pharmacia Biotech, Promega, Qiagen,
Stratagene und USB erworben.

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech erworben.
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3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Losungen und Vektoren

3.1.141 Losungen

AP-Puffer

Ampicillin-Losung

DNA-Probenpuffer (5x)

dNTP-Stammldsung

Ethidiumbromid-Ldésung

LB-Medium

LB/Amp-Medium

LB/Amp-Platten

LB/Amp/Kana-Medium

50
100

0.1
20
100
0,025

0,025

20

10

10

10

100

20

100

20
100

mM
mM

g/ml
% (w/v)
mM
% (w/v)

% (W/v)

mM

mg/mi

gll

g/l

mg/|

g/l

mg/|

g/l
mg/I

Tris-HCI, pH 8,5
EDTA

Ampicillin in H2O

Ficoll
EDTA
Bromphenolblau

Xylenxyanol

pro dATP, dCTP,
dGTP und dTTP

Ethidiumbromid
Bacto-Trypton, pH 7,4
NaCl

Hefeextrakt

Ampicillin in
LB-Medium

Agar in LB-Medium
Ampicillin

Agar in LB-Medium

Ampicillin
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Ligationspuffer (10x)

Lyse-Puffer

tag-Polymerase-Puffer (5x)

PCR-Puffer (10x)

T4-Polymerase-Puffer (5x)

TAE-Puffer

TB-Puffer

25

200
100
100

10
140

100
250
1.3

200
20

100
100

165
330
50

0,5
2,5

40

15
250

mg/I

mM
mM
mM
mM

mM
mM
%

mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM
% (vIv)

mg/ml

mM
mM
mM
mg/ml
mM

mM
mM

Kanamycin

Tris-HCI, pH 7,9
MgCl,
Dithiothreitol (DTT)
ATP

Tris-HCI, pH 7,9
NaCl
Triton X-100

TrisHCI pH 8.4
KCI
MqgCl

Tris-HCI, pH 8,8
MgSO,4

KCI

(NH4)SO4

Triton X-100

BSA, Nuklease-frei

Tris-Acetat, pH 7,9
Natriumacetat
Magnesiumacetat
BSA

DTT

Tris-Acetat, pH 8.0
EDTA

PIPES
CaC|2
KCI
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10,88 g/l MgCly,steril filtriert
TE (10x) 01 M Tris-HCI, pH 7,5
10 mM EDTA
3.1.1.2 Vektoren
pcDNA3.1 Expressionsvektor flr heterologe Expression in
Gewebekulturzellen
(Invitrogen, Karlsruhe)
pTre-Tight Expressionsvektor fur heterologe Expression in
Gewebekulturzellen
(Clontech, Mountain View, Kalifornien, USA)
pTet-Off Expressionsvektor mit Regulatoreinheit zur
Doxyzyklin-kontrollierten Suppression der cDNA
Transkription
(Gossen und Bujard, 1992)
pBud-CE4 .1 bicistronischer Expressionsvektor flir heterologe

Expression in Gewebekulturzellen

(Invitrogen, Karlsruhe)
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3.1.2 Enzymatische Modifikation von DNA

3.1.21 Restriktionsverdau von DNA
(Sambrook et al., 1989)

Die gewlnschte Menge an DNA wurde mit der erforderlichen Menge an
Restriktionsenzym fir etwa 2 Stunden unter fir das Enzym optimalen
Bedingungen (Puffer, Temperatur) inkubiert. Der Restriktionsverdau wurde
entweder durch Hitzeinaktivierung (75 °C, 10 min) oder durch Zugabe von
DNA-Probenpuffer mit anschlielender gelelektrophoretischer Auftrennung
gestoppt.

Wurde gleichzeitig mit mehreren Enzymen verdaut, dann wurden die daflr
veranderten Enzymmengen und Reaktionsbedingungen nach
Herstellerangaben verwendet. Bei sequentieller Verdauung wurde zwischen
den Restriktionen der DNA-haltige Restriktionsansatz auf einem

Mikrodialysefilter pipettiert und fur etwa 20-30 Minuten gegen H,O dialysiert.

3.1.2.2 Auffullreaktion nicht-kompatibler, iiberhdangender 5’-Enden
(Sambrook et al., 1989)

Zur Aufflllung von uberhangenden, nicht-kompatiblen 5’-Enden von DNA-
Fragmenten wurden diese 20 min bei 11 °C mit dNTPs in T4-Polymerase-
Puffer inkubiert. Pro ug aufzufullender DNA wurde 1 U T4-DNA-Polymerase

eingesetzt.

3.1.2.3 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten
(Sambrook et al., 1989)
Fur die Phosphorylierung wurden die DNA-Fragmente flir 30 min bei 37 °C in

T4-PNK-Puffer mit der T4-Polynukleotidkinase inkubiert. Es wurden dabei pro
50 pmol 5’-Enden 1 U der T4-Polynukleotidkinase eingesetzt.
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31.24 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
(Sambrook et al., 1989)

Die Dephosphorylierung der DNA wurde mit alkalischer Phosphatase in AP-
Puffer 1h bei 37 °C inkubiert. Pro pmol der 5-Enden DNA wurde 1 U der

alkalischen Phosphatase eingesetzt.

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

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten wurde die Vektor-DNA mit einem
dreifachen molaren Uberschuf® an Fragment-DNA in einem Gesamtvolumen
von 10-20 pl in Ligationspuffer mit 1 yl T4-DNA-Ligase bei Raumtemperatur

fur etwa 2 h inkubiert.

3.1.3 Auftrennung und Aufreinigung von DNA

3.1.31 Agarosegelektrophorese von DNA
(Sambrook et al., 1989)

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten (Ansatze mit DNA-
Probenpuffer versetzt) erfolgte je nach Grole der aufzutrennenden
Fragmente in horizontalen Agarosegelen (1-2 % (w/v) in TAE-Puffer) unter
Verwendung von GNA-100 Elektrophoresekammern (Pharmacia Biotech). Als
Laufpuffer diente TAE-Puffer mit 0,5 pg/ml  Ethidiumbromid als
Nachweisreagenz. Die angelegte Spannung variierte zwischen 70 und 100 V,

die Trenndauer betrug 30-90 min.
3.1.3.2 Aufreinigung der DNA
Unter UV-Licht wurde das DNA-haltige Gelstlck ausgeschnitten und mit dem

GFX Gel Band Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)

aufbereitet.
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3.1.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988)

3.1.41

Standard PCR

Fur die Vervielfaltigung von DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion wurde

in einem Gesamtvolumen von 50 ul in folgendem Ansatz durchgefuhrt:

Plasmid-DNA (Matrize)
Oligonukleotid 1
Oligonukleotid 2
dNTPs

PCR-Puffer (10x)
TurboPfu-Polymerase
MgSO,4

10-50 ng
50 ug
50  ug
02 mM
5 ul
1.25 U
1.5 mM

Es wurde ein TriBlock (Biometra, Gottingen) mit folgendem Programm

verwendet:

Denaturierung 95 °C
Denaturierung 95 °C
Hybridisierung 57 °C
Synthese 72 °C
Synthese 72 °C
Lagerung 4°C

5 min

30s
30s
60 s

30 Zyklen

5 min

unbegrenzt

Das PCR-Produkt wurde durch Gelelektrophorese und Sequenzierung

analysiert.
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3.1.4.2 In vitro-Mutagenese

Das Anhangen einer DNA-Sequenz an ein Konstrukt wurde mit Hilfe der in
vitro-Mutagenese erreicht. Dafir wurde eine PCR mit zwei Oligonukleotiden
durchgefuhrt, wobei eines komplementar zu einer N-terminalen Sequenz von
HERG (etwa 350 bp stromaufwarts) war und das andere Oligonukleotid nicht
nur die zu inserierende Sequenz enthielt, sondern auch komplementar zum
N-Terminus des Konstruktes war. Durch die PCR entstand ein neues
Oligonukleotid, in welchem die gewunschte Sequenz mit dem N-Terminus des
Konstruktes fusioniert vorlag. Die entsprechende PCR wurde nach folgendem

Programm durchgeflhrt:

Denaturierung 95 °C 1 min 1 Zyklus
Denaturierung 95 °C 1 min

Hybridisierung 60 °C 1 min 26 Zyklen
Synthese 72 °C 1 min

Synthese 72 °C 10 min 1 Zyklus
Lagerung 4°C unbegrenzt

Nach gelelektrophoretischer Analyse konnte das PCR-Produkt, welches eine
Fusion der gewlnschten Sequenz mit dem N-Terminus des Konstruktes
darstellte, durch passende Restriktionsschnittstellen an den N-Terminus des

Konstruktes angeheftet werden.
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3.1.5 Konzentrationsbestimmung von DNA
(Sambrook et al., 1989)

Die Ausbeute und Reinheit praparierter DNA wurde durch photometrische
Messung bei 260 nm bestimmt. Dazu wurden die Losungen verdinnt und
gegen HyO als Leerwert gemessen. Bei doppelstrangiger DNA entspricht 1
ODg2go (optische Dichte bei 260 nm) einer Konzentration von 50 pg/ml. Das
Verhaltnis der Extinktionen Ejso/E2s0 diente dabei der Glteabschatzung der

Praparation.

3.1.6 Transformation kompetenter Bakterien
(Sambrook et al., 1989)

Zur Transformation wurden 100 ul einer Suspension kompetenter Bakterien
des E.coli-Stammes XL1-Blue mit Plasmid-DNA (20-50 ng) oder einem
Ligationsansatz 20min auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock (90 s, 42 °C) und
Abkuhlen auf Eis (5 min) wurden die Bakterienzellen auf LB/Amp-Platten,
bzw. auf LB/Amp/Kana-Platten ausplattiert und anschlieend Uber Nacht bei
37 °C kultiviert.
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3.1.7 Praparation von DNA

31.71 Praparation von Plasmid-DNA aus 2ml-Kulturen (Miniprep)
(Birnboim und Doly, 1979)

Fur die Vermehrung des plasmidtragenden Bakterienstammes wurde eine
Einzelkolonie in 2 ml LB-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin gegeben und Uber
Nacht bei 37 °C im Warmluftschattler bei 180 Upm inkubiert. Die Isolierung
der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des GFX Mikro Plasmid Kits (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg). GemaR Protokoll wurde die Flissigzellkultur
pelletiert (3000 x g, RT, 2 min) und das Bakteriensediment in 300 pul Lésung |
resuspendiert. Nach Zugabe von 300 pl Loésung Il wurde vorsichtig
durchmischt und 3 min bei RT inkubiert, bis die Lyse der Bakterien durch
Klarwerden der Ldsung angezeigt wurde. AnschlieBend wurden 600 pl
Lésung Il zugegeben und auf dem Vortex durchmischt. Im Anschluss wurde
5 min bei RT =zentrifugiert (15000 x g), die wassrige Phase wurde
abgenommen und auf vorbereitete GFX Saulen pipettiert. Nach Inkubation fur
1min bei RT wurden die Saulen samt Uberstand zentrifugiert (15000 x g, RT,
30 s). Der Durchfluss wurde verworfen, 400 ul Waschpuffer wurden auf die
Saule gegeben und anschliel3end zentrifugiert (15000 x g, RT, 60 s). Die GFX
Saulen wurden in frische Reaktionsgefalte gegeben und anschliefend nach
1 min Inkubation bei RT in 20 ul TE-Puffer aufgenommen (15000 x g, RT,

1 min).

3.1.7.2 Praparation von Plasmid-DNA aus 50mli-Kulturen (Midiprep)
(Macherey-Nagel1 Nucleobond AX handbook, 1997)

Die Praparation wurde mit dem Nucleobond AX Kit (Macherey-Nagel, Duren)
durchgefuhrt. Gemaly Protokoll wurden 50 ml LB/Amp-Medium mit einer
Einzelkolonie plasmidtragender kompetenter Zellen von einer LB/Amp-Platte
angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C im Warmluftschittler bei 180 Upm
inkubiert. Die Bakterienkultur wurde zentrifugiert (8000 x g, 4 °C, 10 min) und
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das Pellet in 4 ml Puffer S1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Puffer S2
wurde vorsichtig durch 6-8maliges Invertieren gemischt und die Suspension
fur 5min bei RT inkubiert. Die Suspension wurde mit 4 ml Puffer S3 versetzt,
vorsichtig durchmischt und 5 min auf Eis stehengelassen. Die ausgefallten
Proteine wurden anschliefend pelletiert (11000 x g, 4 °C, mind. 25 min) und
der die Plasmide enthaltende Uberstand Uber Filterpapier auf eine zuvor mit
2 ml Puffer N2 aquilibrierte Saule Nucleobond AX 100 gegeben. Die Saule
wurde zweimal mit je 4ml Puffer N3 gewaschen und danach die an die Saule
gebundenen Plasmide mit 5 ml Puffer N5 eluiert. Die Plasmid-DNA wurde
durch Zugabe von 3.6 ml Isopropanol gefallt. Nach Zentrifugation (15000 x g,
4 °C, 30 min) wurde das Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen,
getrocknet und in TE-Puffer aufgenommen. Die Ausbeute an DNA wurde
photometrisch bestimmt und die Konzentration zu 1 ug/ul eingestellt. Die
Qualitat der praparierten DNA wurde durch Agarosegelelektrophorese

verifiziert.

3.1.8 Sequenzierung von DNA
(Sanger et al., 1977)

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA erfolgte mit Hilfe des ABI PRISM™
Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Kits und des ABI 377 DNA
Sequenziergerats (Applied Biosystems). Die Probenaufbereitung und die
Beschickung des Gerats wurde von den Mitarbeitern der Servicegruppe

"Sequenzierung” am ZMNH durchgefihrt.
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3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkulturmedien

CHO-Nahrmedium
(Gibco, Karlsruhe)

COS7-Nahrmedium
(Gibco, Karlsruhe)

OPTI-MEM |
(Gibco, Karlsruhe)

PBS
(Gibco, Karlsruhe)

Trypsin
(Gibco, Karlsruhe)

MEM Alpha Medium
(mit Nukleotiden, L-Glutamin)

supplementiert mit

10 % (v/Iv) fotales Kalberserum
50 U/ml Penicillin/Streptomycin
4 mM L-Glutamin

Dulbeccos MEM/MNT Mix F12
(mit Pyridoxin)

supplementiert mit

10 % (v/Iv) fotales Kalberserum
50 U/ml Penicillin/Streptomycin
4 mM L-Glutamin

Serumreduziertes Medium, flissig

(supplementiert mit L-Glutamin, HEPES,
Na,COs, Natriumpyruvat, Hypoxanthin,
Thymidin, Spurenelementen,

Wachstumsfaktoren, Phenolrot)

Dulbeccos PBS, flussig
(ohne Ca®*, Mg?®*, Na,COs)

0.25 % Trypsinin 1 mM EDTA, flussig
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3.2.2 Kultivierung von CHO- und COS7-Zellen

(Lindl und Bauer, 1989)

Die CHO-Zellen wurden in supplementieten CHO Medium unter
Standardbedingungen (37 °C, 5% CO;, 95% O, 90% relative
Luftfeuchtigkeit) in 50 ml Zellkulturflaschen kultiviert. Nach jeweils 3-4 Tagen
wurden bei Konfluenz des Zellrasens die Zellen nach Abnahme des Mediums
und zweimaligem Waschen in PBS mit Trypsin inkubiert bis eine Ablosung
und Abrundung der Zellen zu beobachten war (etwa 2-4 min). Die
enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von frischem CHO-Nahrmedium
gestoppt. Anschlieend wurden die Zellen durch Trituration vom
Zellkulturgefal® gelost und vereinzelt. In eine Zellkulturflasche mit 20ml
Medium wurde 1 ml der triturierten Zellsuspension fur die Weiterkultivierung
gegeben. Nach Zahlung der Zellen der verbleibenden Zellsuspension in einer
Neubauer-Zahlkammer wurden die CHO-Zellen zu einer Dichte von
10° Zellen/ml Medium in Gegenwart von CHO-Medium in Kulturschalen (&
35 mm) ausgesat und bis zur weiteren Verwendung unter

Standardbedingungen kultiviert.

Die COS7-Zellen wurden auf die gleiche Weise in supplementierten COS7-

Medium kultiviert.
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3.2.3 Transfektion von CHO- und COS7-Zellen

(Hawley-Nelson et al., 1993)

Die in Kulturschalen (& 35 mm) ausgesaten Zellen wurden bis zu einer
Konfluenz von 50-80 % (etwa 18-24 h) unter Standardbedingungen kultiviert.
Fir jede Transfektion wurden etwa 2 ug DNA in 100 pl OPTI-MEM (Gibco,
Karlsruhe) verdunnt. Fur jeden DNA-Ansatz wurden 3.5 ul Lipofectamin
(Gibco, Karlsruhe) in 100 ul OPTI-MEM gegeben. Diese Lipofectamin-
Ansatze wurden zu den DNA-Ansatzen gegeben und vorsichtig gemischt. Die
so gemischten Ansatze wurden dann bei 37 °C fur 30 min inkubiert. Nach
Inkubation wurde jedem DNA-Lipofectamin Gemisch 0.8 ml OPTI-MEM
zugesetzt und nach Mischen auf die zuvor mit OPTI-MEM gewaschenen
Zellen gegeben. Nach Inkubation unter Standardbedingungen fir 4-6 h wurde
der Transfektionsansatz wieder abgenommen und gegen 2 ml Nahrmedium
ausgetauscht. Bis zur Verwendung der Zellen fur elektrophysiologische oder
fluoreszenzmikroskopischen Analyse wurde unter Standardbedingungen oder
unter modifizierten Standardbedingungen (20 °C, 5 % CO2, 95 % O3, 90 %
relative Luftfeuchtigkeit) kultiviert.
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3.3 Immunzytochemische Methoden

3.3.1 Losungen und Antikorper

Samtliche Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich bezogen.

Fixierlosung
(in ddH20)

Phosphate Buffer Saline (PBS)
(Gibco, Karlsruhe)

Permeabilisierungslosung
(in PBS)

Blockierungslosung
(in PBS)

Maus anti-CD4 Antikérper
(in PBS mit 3 % Pferdeserum)
(Zymed, San Francisco, USA)

Kaninchen anti-HA Antikorper
(in PBS mit 3 % Pferdeserum)

(Eurogentec, Liege, Belgien)

anti-Kaninchen AlexaFluor546 Antikorper

(Molecular Probes, Leiden, Niederlande)

anti-Maus AlexaFluor488 Antikorper

(Molecular Probes, Leiden, Niederlande)

2 % Formaldehyd in Wasser

Dulbeccos PBS, flussig

(ohne Ca?*, Mg?*, Na,COs)

0,3 % Triton X-100

5 % Rinderserumalbumin

3 % Pferdeserum

1:200 verdinnt in PBS

1:200 verdinnt in PBS

1:2000 verdiinnt in PBS

1:2000 verdinnt in PBS
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3.3.2 Praparation der Zellen

COS-7 Zellen wurden auf sterilen Glassplattchen in 35 mm Schalchen in einer
Dichte von 1x10° Zellen/Schalchen ausplattiert. Etwa 24 h nach Transfektion
wurde das Kulturmedium abgenommen und die Zellen wurden in 2 %
Paraformaldehyd fir 20 min bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend wurden
sie dreimal fur 5 min bei Raumtemperatur mit PBS gewaschen und fur 10 min
bei Raumtemperatur mit Permeabilisierungslosung inkubiert. Daraufhin wurde
fur mindestens 1 h bei Raumtemperatur mit Blocklésung inkubiert, bevor die
Verdinnungen von anti-CD4 und anti-HA Antikoérper auf die Zellen gegeben
und fur 1 h bei Raumtemperatur auf dem Schattelinkubator inkubiert wurde.
Dann wurde die Antikdrperlosung abgenommen und zweimal far 5 min mit
PBS gewaschen. AnschlielRend wurde flr 1 h bei Raumtemperatur mit den
Verdinnungen der anti- Kaninchen AlexaFluor546 und anti-Maus
AlexaFluor488 Antikorper auf dem Schuttelinkubator inkubiert.

Nachdem im Anschluss dreimal fir 5 min mit PBS gewaschen wurde, fixierte
man die Glasplattchen mit Hilfe von 10 ul Permafluor (Thermo Electron

Cooperation) auf Objekttrager.

3.3.3 Mikroskopische Analyse

Die praparierten Zellen wurden anschlieRend mit Hilfe des Laser-Konfokalen-
Mikroskops Leica NTSC im sequentiellen Scanmodus untersucht (Leica,

Bensheim, Deutschland).
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Western Blot-Analyse

3411 Losungen und Antikoérper

Antikorperlosung 1 % Milchpulver in PBS
0.05 % Tween-20

Blockpuffer 5 % Milchpulver in PBS
0.05 % Tween-20

Blotpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
10 % Methanol
0.01 % SDS
Detektionslosung | 2.5 mM 3-Aminophthalhydrazid

0.4 mM p-Kumarsaure in DMSO
0.1 M Tris-HCI (pH 8.5)

Detektionslosung Il 0,02 % H20,
0,1 M Tris-HCI (pH 8.5)

Phosphatpuffer Dulbeccos PBS, flussig
Phosphate Buffer Saline (PBS) (ohne Ca®", Mg®*, Na,COs)
(Gibco, Karlsruhe)

Lyse-Puffer 50 mM HEPES (pH 7.4)
150 mM NaCl
0.5 % Triton X-100
2.5 ul Proteinase-Inhibitor (Sigma)
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Waschlésung

Protran Nitrocellulose Membran
(Schleicher und Schiill, Dassel)

0.05 % Tween-20 in PBS

NuPage™ 8-12%ige Auftrennungsgele

(Invitrogen)

anti-HA Ratte Antikorper
(3F10, Roche)

anti-EGFP Maus Antikorper
(Roche)

anti-14-3-3¢ Hase Antikorper
(Upstate, Waltham, MA, USA)

anti-HERG Hase Antikorper
(Santa Cruz)

Peroxidase-gekoppelte Ziege
anti-Ratte IgG (H + L)

(Dianova, Hamburg)

Peroxidase-gekoppelte Ziege
anti-Maus 1gG (H + L)

(Dianova, Hamburg)

Peroxidase-gekoppelte
anti-Hase 1gG (H + L)
(Vector, Burlingame, CA, USA)

1:500 verdunnt in Antikorperldsung

1:500 verdunnt in Antikorperldsung

1:500 verdunnt in Antikdrperldsung

1:500 verdunnt in Antikorperldsung

1:5000 verdunnt in Antikorperlésung

1:10000 verdunnt in Antikorperlosung

1:5000 verdunnt in Antikorperldsung
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3.41.2 Durchfuhrung der Western Blot-Analyse

(Towbin et al., 1997; Ausubel, 1996)

CHO-Zellen wurden 24 h nach Transfektion zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, fur 1.5 h in 250 pl Lyse-Puffer und anschlie3end fur 10 min mit
10000 g zentrifugiert. Der Uberstand (etwa 5 — 15pul) wurde unter
reduzierenden Bedingungen durch SDS-PAGE unter Verwendung von
8-12 % NuPage™ Gelen aufgetrennt. Daraufhin wurden die Proteine auf
Protran Nitrocellulose Membrane Ubertragen und fir 1 h mit Blockpuffer
geblockt.

Anschlielend wurden die geblockten Membrane fur 1 h bei Raumtemperatur
mit anti-HA, anti-EGFP oder anti-14-3-3¢ Antikorpern inkubiert. Nach
dreimaligen Waschen mit Waschlosung wurden die Membrane mit den
entsprechenden sekundaren Antikorpern inkubiert — also mit Peroxidase-
gekoppelten Ziege anti-Ratte 1gG, mit Peroxidase-gekoppelten Ziege anti-
Maus IgG und mit Peroxidase-gekoppelten anti-Hase 1gG.

Die Antikorperreaktion wurde durch die bei der Substratumsetzung durch die
Peroxidase entstehende Chemolumineszenz nachgewiesen. Die Membran
wurde 1 min bei RT mit Detektionsreagenz inkubiert. Die Losung wurde
entfernt und restliche Flussigkeit durch kurzes Pressen zwischen
Filterpapieren beseitigt. Anschlieend wurde nach luftblasenfreiem Bedecken

mit Klarsichtfolie die Membran einem Rdntgenfilm exponiert.
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3.4.2 Immunprazipitation

3.4.21 Losungen und Antikorper
IP-Beschichtungspuffer 10 mM Tris-HCI (pH 7.9)
140 mM NaCl

1 % Triton X-100
1 % Rinderhamoglobin

IP-Reaktionspuffer 10 mM Tris-HCI (pH 7.9)
140 mM NaCl
1 % Triton X-100
0,1% Rinderhamoglobin

IP-Waschpuffer 10 mM Tris-HCI (pH 7.9)
2 M NaCl
1 % Triton X-100
0,1 % Rinderhamoglobin

NuPage™ Probenpuffer

(Invitrogen)

anti-flag Epitop Maus Antikdrper 1:500 verdunnt in Antikdrperldsung
(Rockland, Gilbertsville, PA, USA)

anti-14-3-3¢ Hase Antikorper 1:500 verdunnt in Antikorperlosung
(Upstate, Dundee, UK)

Weiterhin wurden die Losungen und Antikorper verwendet, welche fur die

Western Blot-Analyse benutzt wurden.
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3.4.2.2 Durchfiihrung der Inmunprazipitation

(Anderson und Blobel, 1979; Ausubel, 1996)

Vor Durchfihrung der Koimmunprazipitation wurde mit Hilfe der Western Blot-
Analyse die Menge an 14-3-3 oder EGFP bestimmt um die Expression der
HERG Proteine zu normalisieren.

FUr die Immunprazipitation wurden 80 -100 ul Lysat von transfizierten CHO-
Zellen mit 10 pl anti-14-3-3 Antikorper oder 5 ul anti-flag Epitop versetzt und
anschliellend mit Lysepuffer auf ein Gesamtvolumen von 110 ul aufgefullt.
Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 °C unter kontinuierlicher Rotation.
Am nachsten Tag wurden die Lysate fur 20 h mit equilibrierten Protein G-
Kugeln (Dynal, Hamburg) inkubiert. Die Antigen/Antikérper Komplexe wurden
gemald Protokoll des Herstellers prazipitiert. Die Prazipitate wurden zweimal
gewaschen mit Lysepuffer gewaschen und anschlief3end fur 10 min bei 70 °C
in reduzierendem NuPage™ Probenpuffer inkubiert.

Die Auftrennung mit Hilfe der SDS- Polyacrylamidelektrophorese, der
elektrophoretische Transfer auf Nitrocellulosemembran und die Markierung
mit anti-HA Antikdrpern und die Immunodetektion der Antikdrper durch
Chemilumineszenz erfolgte durch Western Blot-Analyse (siehe ,Durchfliihrung
der Western Blot-Analyse® in Abschnitt 2.4.1.2).
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3.5 Elektrophysiologische Methoden
3.5.1 Losungen

3.5.1.1 Extrazellulare Losungen
Ringerlésung 135 mM NaCl
5 mM KCI
2 mM  CaCl,
10 mM  Glukose
20 mM Sukrose
5 mM  HEPES
pH 7.4 mit NaOH

Modifizierte Ringerlésung 150 mM NaCl
1.8 mM CaCl,
4 mM KCI

1 mM  MgCl,

5 mM Glukose
10 mM HEPES
pH 7.4 mit NaOH

3.5.1.2 Intrazellulare Losungen
Intrazellularlésung | 140 mM KCI
2 mM MgCl,
10 mM EGTA
10 mM HEPES
pH 7.3 mit KOH
Intrazellularlosung |l 126 mM KCI
mM  Mg-ATP
mM  Mg,SOq4
mM  EGTA

05 mM CacCl,
25 mM HEPES
pH 7.2 mit KOH
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3.5.2 Der Messtand

3.5.21 Isolierung des Messtandes

Fur die Messungen wurden die Kulturschalen auf einem beweglichen
Objekttisch eines Mikroskops fixiert, welcher auf einem
schwinungsgedampften Tisch aufgebaut war, um Erschiutterungen wahrend
der Messung zu vermeiden. Weiterhin war der Messtand von einem

geerdeten Metallkafig umgeben, der als Faradaykafig fungierte.

3.5.2.2 Mikroskop

Zur optischen Kontrolle des experimentellen Ablaufs und zur Identifizierung
transfizierter Zellen diente ein invertiertes Mikroskop (Axiovert, Zeiss),
welches eine bis zu 400fache GesamtvergroRerung ermoglichte. Zur
besseren Kontrastierung wurde ein Phasenkontrast benutzt. Durch die
Verwendung einer UV-Lichtquelle (HBO-UV-Halogenlampe, Zeiss) konnten
eGFP-exprimierende Zellen identifiziert werden. Dies diente als Nachweis flr
die erfolgreiche Plasmidaufnahme und Proteinexpression der zu

untersuchenden Zellen.

3.5.2.3 Perfusion

Die extrazellulare Badlosung wurde durch ein schwerkraftgetriebenes
Perfusionssystem und eine durch Druckluft betriebene Absaugvorrichtung

kontinuierlich ausgetauscht.

3.5.24 Patchpipetten und Elektroden

Die Patchpipetten wurden aus dunnwandigem Borosilikatglas hergestellt
(TW150F-4, World Precision Instruments). Die Glasrohrchen wurden in drei
Schritten mit Hilfe eines horizontalen Elektrodenziehgerats (DMZ-Puller, Zeitz

Instrumente) hergestellt, wobei der letzte Schritt maligeblich den
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Offnungsdurchmesser bestimmt. Der Durchmesser der Spitzendffnung betrug
etwa 1 um und hatte in den verwendeten Standardldsungen einen Widerstand

von 1.5 bis 3 MQ.

Die Pipetten wurden direkt am Vorverstarker befestigt und konnten durch
einen motorisierten Mikromanipulator (Patchman, Eppendorf) gesteuert
werden. Bei der Elektrode handelte es sich um einen mit AgCI lberzogenen
Silberdraht, welche in die Intrazellulariosung der Pipette eintauchte. Die
Chlorierung wurde durch ein Reaktion mit Natriumhypochlorid durchgefuhrt.
Als extrazellulare Badelektrode wurde ein Silberdraht mit einem AgCl-Pellet

verwendet.
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3.5.3 Die Datenerfassung

3.5.3.1 Verstarker

Fur die Datenerfassung wurde ein EPC9 Patch-Clamp-Verstarker (HEKA,
Lambrecht) verwendet. Dieser Verstarker besteht aus einem Vorverstarker
und einem Hauptverstarker, wobei die gemessenen Signale vom
Vorverstarker an den Hauptverstarker weitergegeben werden. Die
Hauptelemente des Vorverstarkers sind der Operationsverstarker (OA) und

dem Ruckkopplungswiderstand (Ry).

Ry
Un
- U
&4 - Strommessung

Ue

Kommandospannung (U.)

Abbildung 2.1

Die Hauptelemente des Vorverstarkers sind der Operationsverstarker (OA) und der
Ruckkopplungswiderstand (Rf). An den Eingédngen des OA liegen jeweils die
Membranspannung (Uy,) von der Ableitelektrode sowie die Kommandospannung (U.) an.

An dem Ausgang des OA wird die Differenz von Membranspannung und
Kommandospannung (U, - U;) als Ausgleichsspannung U; generiert und erzeugt Uber den
Rickkopplungswiderstand R; einen Ausgleichstrom, bis die Membranspannung der
Kommandospannung entspricht. Die Differenz von Ausgleichsspannung U; und
Kommandospannung Uc entspricht der Leitfahigkeitsdnderung der Zellmembran. Die
Messung des Stromes, der durch die Spannungsdifferenz (U, — Uf) erzeugt wird, wird

gemessen und auf einem entsprechenden Ausgabegerat dargestellt.
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Der Operationsverstarker hat zwei Eingange, wobei an einem Eingang die
Spannung der Ableitelektorde, welche dem Membranpotential (Un,) der Zelle
entspricht, anliegt und am 2zweiten Eingang das gewunschte
Kommandopotential (U;) eingespeist wird. Die Differenz zwischen diesen
Potentialen U, und U, wird am Ausgang des Verstarkers als
Ausgleichsspannung Us generiert und fuhrt Uber den
Ruckkopplungswiderstand  Rg zu einem Ausgleichsstrom. Dieser
Ausgleichsstrom fuhrt zu einer Angleichung des Membranpotentials an das
Kommandopotential, bis beide sich gleichen (also Uy, = U.). Aulerdem wird
die bendtigte Spannung Ur mit der Kommandospannung U, verglichen. Diese
Spannungsdifferenz erzeugt einen Strom, der der Leitfahigkeitsanderung in
der Zellmembran entspricht. Dieser Strom wird einem passenden

Ausgabegerat zugefuhrt und dargestellt.

3.5.3.2 Kapazitaten

Physikalisch ist die Kapazitat definiert als das Verhaltnis von Ladung (in
Coulomb) zu Spannung (in Volt). Die kapazitativen Eigenschaften der Pipette
C, und der Zellmembran Cy, sind relevant fur die Messungen im Voltage-
Clamp. Eine Kompensation dieser Kapazitaten ist notwendig, da sonst eine
Anderung des Kommandopotenzials nicht sofort zu einer Anderung des
Membranpotentials fihren wirde, sondern zunachst zu einer Umladung der
Kapazitaten. Weiterhin wirde man zusatzlich zu einem schnell ansteigenden
Strom, der der Ladung der Kapazitat entspricht, noch einen exponentiell
abfallenden Strom sehen, der mit der Entladung der Kapazitat korrespondiert.
Man kann eine schnelle Komponente Csgt mit Zeitkonstante um 0,5 bis 8 us
und eine langsame Komponente Cgonw mit Zeitkonstanten Gber 5 us
unterscheiden, wobei die schnelle Komponente Cs.st im wesentlichen durch
die kapazitiven Eigenschaften der Pipette C, und die langsame Komponente
Csiow hauptsachlich durch die Kapazitat der Zellmembran C, entsteht.
Deshalb erfolgt bei Messungen im Voltage-Clamp eine Kompensation der
Pipettenkapazitat (Cp,) und der Membrankapazitat (Cn) mit den

entsprechenden Funktionen des Patch-Clamp Verstarkers (Crast, bzw. Cgiow).
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Da die langsame Kapazitat Cqo, der Kapazitat der Zellmembran entspricht
und die spezifische Kapazitat biologischer Membranen mit 1 pF/cm? ziemlich
konstant ist, kann Cg, deshalb direkt als Mal fir die GroRe der geklemmten

Zelle dienen, aber nur bei annahernd runden und nicht gekoppelten Zellen.

3.5.3.3 Serienwiderstand

Der Serienwiderstand R entspricht dem Widerstand zwischen der
Zellmembran und dem Verstarker und ist meist mehr als doppelt so grofl} wie
der Pipettenwiderstand in der Badlésung, Rpip,. Eine Umladung der
Zellmembran findet Uber den Serienwiderstand Rs statt und kann somit bei
groBen Werten zu einer Diskrepanz zwischen Kommandopotential und
tatsachlich iber der Membran anliegenden Potential fuhren. Diese Verzerrung
ist dabei proportional zum Serienwiderstand Rs und zur injizierten Spannung.
Weiterhin kann es durch gro3e Serienwiderstande zu Verzdgerungen der
Umladungsvorgange kommen und damit zur Verzerrung von schnellen
Kanalkinetiken. Dieser Fehler ist wiederum abhangig von der Kapazitat der
Zellmembran Cgoy und dem Serienwiderstand Rs. Um diesen Fehler klein zu
halten, wurde der Spannungsverlust Uber den Serienwiderstand Rs
elektronisch mit einer entsprechenden Funktion des Patch-Clamp-Verstarkers
kompensiert. Alle  Messungen in  dieser Arbeit wurden mit
Zugangswiderstanden von 2 bis 6 MQ durchgefuhrt und bis zu 85 %

kompensiert.

3.5.34 Digitalisierung und Filter

Die gemessenen analogen Stromsignale wurden durch einen 3-poligen
Bessel-Filter gefiltert. Die Grenzfrequenz des ersten Filters lag bei 10 kHz, die
der folgenden zwei Filter bei 2.3 — 5 kHz. Dann wurden die Daten mit einer
Aufnahmefrequenz von 1.7-5 kHz digitalisiert und auf der Festplatte des

Computers gespeichert.
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3.5.4 Durchfiuhrung der Patch-Clamp-Experimente

3.5.41 Giga-Seal und Whole-Cell-Konfiguration

Das Grundprinzip der Whole-Cell-Patch-Clamp-Technik ist die Ausbildung
eines sehr dichten Kontaktes (Seal) zwischen der Zellmembran und der
Mundung der Pipette. Diese Abdichtung wird so dicht, dass Widerstande im
GQ-Bereich erreicht werden. Nachdem durch vorsichtiges Saugen und
Anlegen einer negativen Spannung von =50 mV ein stabiles, dichtes Gigaseal
erreicht wurde, fand eine Kompensation der kapazitiven Eigenschaften der
Pipette durch die Csgst Funktion des Verstarkers statt. AnschlieRend wurde
durch Anlegen eines leichten Unterdrucks im Inneren der Pipette das
Membranstlick unter der Pipettenéffnung durchbrochen, wodurch die Losung
in der Pipette mit dem Zytoplasma des Intrazellularraums miteinander in
Kontakt stehen. Nach kurzer Zeit in dieser Whole-Cell-Konfiguration
entspricht die Zusammensetzung der intrazellularen Elektrolyte den
Konzentrationen der Intrazellularldsung in der Pipette. AnschlielRend erfolgte
die Kompensation der kapazitiven Eigenschaften der Zellmembran durch die
Csiow Funktion des Verstarkers. Die spezifische Kapazitat biologischer
Membranen wird auf 1 pF/cm? geschétzt und kann deshalb direkt als MaR fiir
die GroRe der geklemmten Zelle dienen. Der Zugangswiderstand Rs soll
dabei so niedrig wie mdglich sein, damit das tatsachlich erreichte
Membranpotential mdglichst schnell und genau der angelegten Spannung

entspricht.

3.54.2 Protokolle

Samtliche kinetischen Charakterisierung ohne Koexpression von 14-3-3¢
wurden bei Raumtemperatur unter Verwendung von Ringerlosung und
Intrazellularlosung | durchgefuhrt, wobei die CHO-Zellen auf Haltepotentiale
von -80 mV geklemmt wurden. Fur die Messung der Strom-Spannungs- und
Leitfahigkeits-Spannungs-Kennlinie ohne 14-3-3¢ wurden die Zellen in 10 mV-

Schritten fur 30 s auf Potentiale von —70 bis +30 mV depolarisiert, bevor fur
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500ms auf —40 mV gesprungen wurde (1V3os-Protokoll).

Um die Aktiveriungszeitkonstanten fur Spannungen von —20 mV, 0 mV und
+20 mV zu erhalten, wurden die Zellen fir die Dauer von 20 ms, 40 ms,
60 ms, 100 ms, 180 ms, 340 ms, 660 ms, 1260 ms und 2500 ms auf die
entsprechenden  Spannungen geklemmt und dann auf —-40mV
hyperpolarisiert (act-Protokoll).

Fur die Analyse der Deaktivierung wurden die Zellen fur 1 s auf Potentiale von
+60 mV depolarisiert und wurden anschlie3end fur 4 s auf Potentiale von +50
bis -100 mV geklemmt (deact-Protokoll).

Um die Inaktivierung zu messen wurden die Zellen fir 1s auf +30 mV
depolarisiert, dann fir 10 ms auf —80 mV geklemmt, um dann die Strome bei
Potentialen von +40 bis -120 mV fur 1 s zu messen (inact-Protokoll).
AuRerdem wurde ein Protokoll mit rampenartig abfallenden Spannungen
verwendet, welches ein Herzaktionspotential imitieren sollte. Nachdem auf ein
Potential von +60 mV gesprungen wurde, reduzierte man die Spannung
innerhalb von 1 s kontinuierlich bis auf —80 mV (ramp-Protokoll).

Fur samtliche Messungen mit Koexpression von 14-3-3¢ wurde die
modifizierte Ringer Losung und die Intrazellularlésung Il verwendet, wobei die
CHO-Zellen wieder bei Raumtemperatur auf Haltepotentiale von —80 mV
geklemmt wurden. Fir die Analyse der Strom-Spannungs- und Leitfahigkeits-
Spannungs-Kennlinie der mit 14-3-3¢ koexprimierten HERG-Konstrukte
wurden kurzere, physiologischere Protokolle verwendet. In 10 mV-Schritten
wurde fur jeweils 3,5s die Zelle auf Potentiale von —-60 bis +50 mV
depolarisiert, anschlieftend wurde fur 500 ms auf ein konstantes Potential von

—40 mV gesprungen, um die Tail-Strome zu messen (1V3 ssProtokoll).
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3.5.5 Auswertung
3.5.5.1 Elektrophysiologische Grundlagen

3.5.5.1.1 Das Gleichgewichtspotential und die Nernst-Gleichung

Bei der Verteilung von geladenen Teilchen gibt es zwei treibende Krafte,
welche ein Gleichgewicht anstreben - namlich die Diffusion entlang eines
Konzentrationsgradienten und der Drift, dem das elektrische Feld zugrunde
liegt. Sind die geladenen Teilchen durch eine semipermeable Membran
voneinander getrennt, welche nur fir diese Teilchen durchlassig ist, dann
streben die Teilchen durch  Diffusion einen  Ausgleich des
Konzentrationsgradienten an. Durch die Umverteilung der geladenen Teilchen
kommt es aber zu einem Ungleichgewicht der Ladungen und somit zum
Aufbau eines elektrischen Gradienten. Diese Gleichgewichtsbeziehung von
Diffusion und Drift geladener Teilchen, die durch eine semipermeable
Membran voneinander getrennt sind, wird durch die Nernst Gleichung
beschrieben, welche das Gleichgewichtspotential Ejon als eine Funktion des

Konzentrationsverhaltnisses und der Valenz beschreibt.

Eion = Eint' Eext = ext RT/zF In(Cext/Cint)

Auler dem Verhaltnis von extrazellularer Konzentration Cex zu intrazellularer
Konzentration Ciyi und der Valenz z beinhaltet die Nernst-Gleichung die
Temperatur T (in Kelvin), die Gaskonstante R und Faradaysche Konstante F.
Die Nernst-Gleichung findet somit Verwendung bei der Berechnung von
Gleichgewichtspotentialen fir lonen, welche durch eine semipermeable

Membran getrennt, ungleich auf zwei Kompartemente verteilt sind.
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3.56.5.1.2 Die Leitfahigkeits-Spannungs-Beziehung

und die Boltzmann-Funktion

Die Leitfahigkeit g ist definiert als Anderung des Stroms | pro Anderung des
Potentials E (g = Al / AE). Die Anderung der Spannung entspricht der
Differenz von Stimulusspannung E,, und Gleichgewichtspotential fur das
selektive lon Ej,n, wobei die Stimulusspannung durch das Protokoll
vorgegeben wird und das Gleichgewichtspotential sich aus den bekannten
extra- und intrazellularen Konzentrationen des selektiven lons mit Hilfe der
Nernst-Gleichung berechnen lasst. Die Anderung der Leitfahigkeit entspricht
bei gleich bleibender Triebkraft (En - Eion = konstant) der Anderung des
Stroms.

I
Em - Eion

Nachdem man die Zelle auf unterschiedliche Testpotentiale depolarisiert hat,
wird immer auf dasselbe Potential geklemmt, bei welchem die Triebkraft
unabhangig vom vorausgehenden Testpotential gleich ist. Die instantanen
Stréme nach Klemmen auf die tail-spannung reagieren auf die Anderung der
Spannung erst mit einer gewissen Verzogerung und unterliegen in den ersten
Momenten lediglich der vorher angelegten Testpotentiale. Da aber die
Triebkraft der tail-spannung fur alle konstant ist, kann von der
spannungsabhangigen Anderung der Stromamplituden in guter Naherung die
spannungsabhangige Anderung der Leitfahigkeiten abgeleitet werden. Bei
Annahme dieser Abschatzung entsprechen die auf die maximalen
Stromamplituden normalisierten  Stromamplituden (l/lnax) direkt  den

entsprechend normalisierten Leitfahigkeiten (G/Gnax).

Fehler! Teétmarke nicht dle/figiertl.EFehler! Textn|1arke nicht definiert.
m ~ Lion

Gmax Imax/ Em = Eion Imax

Tragt man diese normalisierten Leitfahigkeiten (G/Gnax) gegen die

entsprechenden Testpotentiale auf, dann erhalt man einen Graphen, der die
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Spannungsabhangigkeit der Aktivierung beschreibt. Diese Leitfahigkeits-
Spannungs-Beziehung kann durch eine sigmoidale Boltzmann-Funktion
beschrieben werden. Die Boltzmann-Funktion beschreibt die
Wahrscheinlichkeit zweier moglicher Zustande eines Systems in Abhangigkeit
vom Energieniveau. Bezuglich eines lonenkanals ist das Verhaltnis von
offenen (P,) zu geschlossenen (P;) Kanadlen von Bedeutung. Damit die
Leitfahigkeits-Spannungs-Beziehung  durch  eine  Boltzmann-Funktion
beschrieben werden kann, durfen nur zwei Zustande vorhanden sein, d.h. es
muss naherungsweise P, + P, = 1 gelten. Dann kann namlich die

Spannungsabhangigkeit der Aktivierung beschrieben werden durch:

G 1
Gmax 1+ exp [(V1/2'Vm) / k)]

Die normalisierte Leitfahigkeit kann also als Funktion von V4, (Spannung der
halbmaximalen  Offnungswahrscheinlichkeit) und  Steigungsfaktors  k

beschrieben werden.

3.5.51.3 Zeitkonstanten

Der Anstieg der Leitfahigkeit bei Depolarisation hat einen sigmoidalen
Zeitverlauf, wohingegen der Abfall der Leitfahigkeit bei Repolarisation einen
exponentiellen Verlauf aufweist. Nimmt man an, dass der Zusammenhang
zwischen der Wahrscheinlichkeit fir den offenen (n) und geschlossenen

Zustand (1-n) einer Funktion erster Ordnung folgt, dann gilt:

(04
0~

1-n < n

B

Der Ubergang vom offenen zum geschlossenen Zustand erfolgt gemaR den

spannungsabhangigen Zeitkonstanten o und .

Aus diesen Annahmen folgt:
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dn/dt=(1-n)a-np

Definiert man 1 / a + B als spannungsabhangige Zeitkonstante t, die steady-

state-Amplitude als Ao und die relative Amplitude als A, dann ergibt sich:

Y(t) = Ag+ Aexp(-t/ )

Fur die Analyse ist es jedoch manchmal notwendig, den kinetischen Prozess
durch zwei Zeitkonstanten trst und tg0w ZU beschreiben, wobei folgende

Funktion an die Stromspuren angeglichen werden kann:

| (t) = Ap + Afast exp ('t / Tfast) + Agiow exp ('t / Tslow)

3.5.5.2 Auswertung

3.56.5.2.1 Computergestiitzte Analyseprogramme

Fur die Datenaufnahme wurde ein Apple Macintosh G3 benutzt. Das
Programm Pulse+Pulsefit wurde fur die Datenerfassung und auch fir die
Auswertung der Stromkurven verwendet. Fur die Analyse der
biophysikalischen Eigenschaften und die graphische Darstellung der
Stromspuren, kinetischen Parameter und Beziehungen wurde das Programm
IGOR Pro 4.0 (WaveMetrics, Inc.) verwendet. Unter Verwendung von
Microsoft Exel wurde das Signifikanzniveau mit dem Student t-test mit zwei
Endflachen und fir ungepaarte Stichproben mit ungleicher Varianz ermittelt
(Microsoft Corporation). Alle Ergebnisse werden als Mittelwert und

Standardfehler des Mittelwertes angegeben.
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3.6 Computergestutzte Simulationen

3.6.1 Kanalkinetiken

Das HERG-Kanalmodell basiert auf einem bereits veroffentlichten Markov-
Modell, welches an die experimentell erhaltenen HERG-Daten angepasst
wurde (Clancy & Rudy, 2001). Durch empirische ermittelte Funktionen,
welche den experimentellen Daten der nicht-phosphorylierten und
phosphorylierten HERG-Kanalkinetiken angeglichen wurden, wurden die

Zeitkonstanten ermittelt.

Zeitkonstanten des nicht-phosphorylierten HERG Kanals

Cl = O oder Cl — I aa = 65.5 x 107> exp(5.547 x 1072
x (V' — 68))

C2—>Cl ay=2172

C3—-> C2 a =

Ln

5.5 x 107 exp(5.547 x 1072(V — 68))

G2~ C3 B = 2.357 x 1073 exp(—0.6588 x 1072¥)
Cl—-C2 B, ,=1.077

0 — Cl BB = 2.9357 x 1077 exp(—0.021587)
[=> 0O a; = 0.439 exp(—0.02352(V + 25))
X 4.5/[K™ Jou

0.3

0—1 B; = 3.656exp(0.0039421)(4.5/[K™]
| — Cl p=q - B aa/(aa- )
Zeitkonstanten des phosphorylierten HERG Kanal

out I

Cl - O oder Cl = I aa = 65.5 x 1073 exp(5.547 x 1072

x (V' —53))

C3 - C2  a=555x10"exp(5.547 x 107%(V — 53))
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3.6.2 B-adrenerges Stimulationsmodell

Um die Auswirkungen der PKA-abhangigen HERG-Kanalregulation zu
untersuchen, wurde ein Modell einer B-adrenerg stimulierten Kardiomyozyte
verwendet, welches auf bereits veroffentlichten Modellen basiert (Terrenoire
et al., 2005; Saucerman et al., 2003). Weiterhin wurden die enzymatischen
HERG Modifikationen durch PKA und Proteinphosphatase 1 (PP1) in das
Modell eingebaut — unter der Annahme &ahnlicher Kinetiken wie fur Ica. und
Phospholamban in der Arbeit von Saucerman et al. (Saucerman et al., 2003)
und von Iks in der Arbeit von Terrenoire et al. (Terrenoire et al., 2005).

In dieser Simulation wurde die Signalverarbeitung durch die HERG-
Regulation mit Hilfe eines kombinierten Vorgehens vervollstandigt. Einfache
Differentialfunktionen wurden mit Hilfe des Rosenbrock stiff solver und
algebraischer Gleichungen mit Hilfe von Newton-Raphson non-linear solver
gelost. Dies erhohte die Stabilitat und Genauigkeit der Gleichung und
ermdglichte  somit die Verwendung unterschiedlicher [-Agonisten
Konzentrationen (und somit unterschiedlicher Zeitkonstanten). Maximale

Rezeptorstimulation wurde bei den verwendeten Simulationen angenommen.

lherc Regulationsmodell

'lr"-Ci.’lt.E"K.l"l. -‘r'li'l'.'R{] ' [PK‘%(II ’ lIIT“[‘.R":.;I'lj:‘.l

THERG,PHOSPH = :
K, PKA ~lhymmg + THERG np

Keat PP1-hgng * [PP1] - THERG p

III[—.'E(U.IJEE'IIUHE'II -

K, PP1 —ligpg o + THERG,p

d‘rIIEE{{S.up I I
~—4;  'HERG.DEPHOSPH — HERG,PHOSPH

dluerG.p

—a IierG,pHOSPH — THERG.DEPHOSPH

v r.p

. THERG

F]dL-"umc:._n

‘rII[-.'E{{S.p Ll ‘rII[-.'E{{i.np
mit
_ -3 -1 _
kcat,PKA-IHERG =54x 10" ms™, km,PKA-lHERG =21uM

Keatpp1-iERG = 8.52 X 107 ms™ und Ky, pp1-mer,p = 7UM
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3.6.3 Simulation von Herzaktionspotentialen

Es wurde ein Luo-Rudy-Modell einer ventrikularen Kardiomyozyte eines
Meerschweinchens zur Simulation von Herzaktionspotentialen verwendet
(Luo und Rudy, 1994). Modifikationen von lca, lcat und Iks wurden
entsprechend Terrenoire et al. vorgenommen (Terrenoire et al., 2005). Das Ik,
Modell basiert auf den in dieser Arbeit experimentell erhobenen Daten. Den
hier beschriebenen HERG-Mutationen fehlt die PKA-abhangige Interaktion mit
14-3-3¢, so dass diese auch nach p-adrenerger Stimulation als ,nicht-
phosphorylierte® Kanale simuliert wurden. Die Phosphorylierung der L-Typ
Kalziumkanale und des Ixs wurden als intakt angenommen. Das Modell nimmt
eine ,Ausgangsphosphorylierung® der Proteine an, welche bereits vor B-
adrenerger Stimulation vorliegt. Folgende Ausgangsphosphorylierung wurde
fur die verschiedenen Proteine angenommen: Fraktion der L-Typ
Kalziumkanal B-Untereinheiten, welche in phosphoryliertem Zustand vorliegen
= 0.20, Fraktion der L-Typ Kalziumkanal a-Untereinheiten, welche in
phosphoryliertem Zustand vorliegen = 0.23, Fraktion der Ik, Kanale, welche in
phosphoryliertem Zustand vorliegen = 0.13, Fraktion der Ixs Kanale, welche in
phosphoryliertem Zustand vorliegen = 0.13. Nach B-adrenerger Stimulation
wurden folgender Anteil an phosphorylierten Proteinen angenommen:
Fraktion der L-Typ Kalziumkanal [(-Untereinheiten, welche in
phosphoryliertem Zustand vorliegen = 0.57, Fraktion der L-Typ Kalziumkanal
a-Untereinheiten, welche in phosphorylietem Zustand vorliegen = 0.53,
Fraktion der Ik, Kanale, welche in phosphoryliertem Zustand vorliegen = 0.61,

Fraktion der Ixs Kanale, welche in phosphoryliertem Zustand vorliegen = 0.61.



4 Ergebnisse 57

4  Ergebnisse

4.1 Klonierung der HERG Mutanten S818L, G965X,
R744X, R1014fsX38 und V1038fsX20 sowie deren

Fusion mit einem Hamagglutin-Epitop

Die Konstruktion der HERG Mutationen S818L, G965X, R744X, R1014fsX38
und V1038fsX20 erfolgte mittels PCR-basierter Quickchange® Mutagenese
(Stratagene). Fur die elektrophysiologische Charakterisierung der jeweiligen
Konstrukte wurde die cDNA des HERG Wildtyp (HERGwt) und der Mutanten
in die eukaryotischen Expressionsvektoren pcDNA3.1 (Invitrogen) kloniert.
Zur Durchfuhrung der Co-Expressionsexperimente wurde die Mutanten
HERG cDNA in den ersten Polylinker des Expressionsvektors pBud-4.1
(Invitrogen) (unter Kontrolle des CMV-Promotors) und die HERGwt cDNA in
den zweiten Polylinker (unter Kontrolle des EF-1a-Promotors) eingefugt. Flr
die Untersuchung der Stabilitdt der jeweiligen Kanaluntereinheiten wurde die
cDNA der HERG Mutanten und des HERGwt in den pTre-Tight (Clontech)
kloniert und mit pTet-Off ko-transfiziert (Gossen & Bujard, 1992). Klonkarten

der verwendeten Konstrukte sind im Anhang aufgefihrt.

Damit ein immunzytochemischer und proteinbiochemischer Nachweis des
HERGwt und der unterschiedlichen Mutanten leichter moglich war, wurde an
den HERGwt und die Mutanten ein Hamagglutinin-Epitop (HA-Epitop) an den
N-Terminus angehangt. Aufgrund der Spezifitat dieser HA-Sequenz kann
dieses Epitop durch spezifische Antikdrper erkannt werden und ermdglicht
den eindeutigen Nachweis des HA-Epitop aufweisenden Fusionsproteins
(Abbildung 4.1).

NH, — Tyr —Pro— Tyr— Asp— Val — Pro - Asp — Tyr — Ala— Ser — COOH

Abbildung 4.1
Die Aminosaure-Sequenz des verwendeten Hamagglutinin-Epitops besteht aus 10

Aminosauren.
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4.1.1 Anhé&ngen von Hamagglutinin an den HERGwt

Die HA-Sequenz wurde durch eine Overlap-PCR an den HERGwt angehangt.
Bei dieser Form der gezielten Mutagenese verwendet man anstelle eines
perfekt korrespondierenden Oligonukleotids DNA-Sequenzen, welche nur
zum Teil mit der Matrize Uberlappen. Da die Oligonukleotide in die neu
synthetisierten Konstrukte eingebaut werden, erhalt man nun Fusionen aus
der Matrize mit dem verwendeten Oligonukleotid. In unserem Fall diente der
HERGwt als Matrize. Aufgrund seiner sehr langen Sequenz und der
Limitierung der PCR Fragmente auf Grof3en von etwa 1000 bp wurde nicht

die gesamte Sequenz repliziert, sondern nur ein Fragment des HERGwit.

HA-Sequenz,

Hind III Schnitistelle
und Kozak-Sequenz
Oligonukleotid forward
Oligonukieotid reverse —
Matrize (HERGwt)

C T "

\i!)r

Abbildung 4.2

Es wurde ein Oligonukleotid verwendet, welches nur zum Teil mit der Matrize
Uberlappte (oranger Bereich) und im nicht Uberlappenden Bereich (hellblauer
Bereich) die anzuhédngende HA-Sequenz, Hind Ill Schnittstelle und Kozac-Sequenz
enthielt. a) Dieses nur teilweise Uberlappende Oligonukleotid legt sich wahrend der
PCR der Matrize an und wird entsprechend der Vorlage verlangert. b) Man erhalt
einen Einzelstrang, in welchem die gewlnschte Sequenz mit einem Teil der

Matrizensequenz fusioniert vorliegt. ¢) Das entgegen gesetzte Oligonukleotid legt
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sich nun an die Fusionssequenz an und bildet den entsprechenden komplementaren
Strang. d) Man erhalt einen DNA Doppelstrang, welcher die HA-Sequenz, die Hind Il
Schnittstelle und die Kozak-Sequenz angehangt an ein Fragment des HERGwt
kodiert. Die Fragmentgro3e wurde durch die verwendeten Primer festgelegt und
betrug etwa 700bp. (modifiziert nach Biochemie und Pathobiochemie von Léffler und
Petrides)

Die FragmentgroRe wurde durch die Wahl des reversen Oligonukleotids
bestimmt, welches in meinem Fall die Bildung eines etwa 700 bp grofen
Fragmentes ermoglichte (Abbildung 4.2). Es wurde ein Oligonukleotid
verwendet, welches die gewunschte HA-Sequenz enthielt und mit den ersten
Nukleotiden des HERGwt Uberlappte. Fur die Gewahrleistung einer hohen
Translationseffizienz im heterologen Expressionssystem wurde ein Fragment
einer Konsensussequenz fur den Translationsstartpunkt (Kozak-Sequenz)
verwendet (Kozak, 1986). Aulerdem wurde eine Schnittstelle fur das
Restriktionsenzym Hind Il in das Oligonukleotid eingebaut, so dass ein
passendes Schneiden und Einfigen des Konstruktes moéglich war. Mit Hilfe
der Overlap-PCR und durch Verwendung eines Oligonukleotids, welches die
Hind [l Schnittstelle, die Kozak-Sequenz und die HA-Sequenz enthalt,

wurden diese Sequenzen an ein Fragment des HERGwt angehangt.

CCCIAAGCT'I"CCACCﬁ#ATGTACCCCTACGACGTGCCCGACTACGC CTC¢CCGGTGCGGAGGGGCCACGTCGq

Abbildung 4.3

Es wurde ein Oligonukleotid fur die Overlap-PCR verwendet, welches Sequenzen flr
eine Hind Il Schnittstelle, eine , die gewlnschte und
die ersten 23 Nukleotide des aufweist. Weiterhin wurden willkirlich drei

Nukleotide (CCC) vor die Sequenz der Hind Ill Schnittstelle angehangt, um die

Erkennung der Schnittstellen durch das Restriktionsenzym zu ermdglichen.
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Man erhielt ein Fragment des HERGwt, welches mit den gewunschten HA-
Sequenzen fusioniert vorlag und eine Grolke von etwa 700bp hatte (Abbildung
4.3). Die Overlap-PCR wurde mit Hilfe der DNA-Polymerase Turbo Pfu®
(Stratagene) durchgefuhrt, welches sich durch eine sehr gute
Korrekturlesefunktion auszeichnet. AnschlieRend wurde das PCR-Produkt
gelelektrophoretisch aufgetrennt, dann mit dem GFX Gel Band Purification
Kit (Amersham Pharmacia Biotech) aufgereinigt und mit Hilfe des
ZeroBlunt®TOPO®PCR Cloning Kit (Invitrogen) in den ZeroBlunt®TOPO®
Vektor eingefugt (Abbildung 4.4).

HindIII (277)

Bst X1 (322)
Bst X1 (542)
PCR-Produkt

PCR-Produkt in TOPO

Zeocin Hin dIII (1026)
4224 bp
Bst XI (1071)
Bst X1 (1489)
Kanamycin
Abbildung 4.4

Das PCR-Produkt (bestehend aus der Hind Il Schnittstelle, dem HA-Epitop und den
ersten 677 Nukleotiden des HERGwt) wurde mit Hilfe des ZeroBlunt®*TOPO“PCR
Cloning Kit (Invitrogen) in den ZeroBlunt®TOPO® Vektor eingefiigt. AuRerdem besitzt
der ZeroBlunt®TOPO® Vektor Resistenzgene fiir Kanamycin und Zeocin. Samtliche
Hind Ill und BstXl Schnittstellen im PCR-Produkt (jeweils eine), sowie im Vektor
(drei, bzw. eine) sind entsprechend markiert. Die Bst XI und Hind Ill Schnittstelle,
welche fiur das Umklonieren in den HERGwt-pcDNA3 Vektor benutzt wurden, sind

entsprechend gekennzeichnet.
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Der Einbau des PCR-Produktes erfolgte mit Hilfe von stumpfendigen
Schnittstellen (blunt ends), so dass das PCR-Produkt potentiell auf zwei
Weisen in den Vektor eingebaut werden konnte. Mit Hilfe eines
Kontrollverdaus mit den Restriktionsenzymen Hind Ill und Bst Xl konnte
anhand der Grol3e der Fragmente der korrekte Einbau des PCR-Produktes
nachgewiesen werden. Bei einem korrekten Einbau des PCR-Produktes wie
in Abbildung 4.4 erhalt man bei einem Verdau mit Hind Il zwei Fragmente der
GroflRe 3469bp und 755bp und bei einem Verdau mit Bst XlI vier Fragmente
der GréRe 3057bp, 534bp, 418bp und 220bp (Abbildung 4.4 und 4.5). Diese
Fragmentgrofien waren nach entsprechendem Verdau mit Hind 11l und Bst Xl
sichtbar (Abbildung 4.5) und belegen den Einbau des PCR-Produktes in einer
Konfiguration wie sie in Abbildung 4.4 gezeigt wird.

Hind Il Bst XI

3000
2000
1500
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800
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400
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Abbildung 4.5

Die gelelektrophoretische Auftrennung des das PCR-Produkt enthaltenden
ZeroBlunt®TOPO® Vektors nach Verdau mit Hind Ill (zweite Spalte) oder Bst XI
(dritte Spalte). Es sind FragmentgroRen zu sehen, wie sie bei einem korrekten
Einbau des PCR-Produktes wie in Abbildung 3.7 zu erwarten waren. Die Werte der

FragmentgroRen (Smartladder, Eurogentec) sind in Basenpaaren (bp) angegeben.



4 Ergebnisse 62

Das PCR-Produkt und auch das pcDNA3.1-HERGwt Konstrukt weisen jeweils
eine Hind Ill Schnittstelle kurz vor dem Beginn der Konstruktsequenz und eine
Bst XI Schnittstelle im Konstrukt auf. Mit Hilfe dieser Schnittstellen ist es nun
moglich den N-terminalen Teil des HERGwt aus dem pcDNA3.1-HERGwt
Konstrukt herauszuschneiden und durch das entsprechend geschnittene
PCR-Produkt zu ersetzen (Abbildung 4.6).

PCR-Produkt

Bst XI Schnittstelle

Abbildung 4.6

Das PCR-Produkt (rot) und der HERGwt-pcDNA3 Vektor (grau) wurden mit Hind Il
und Bst Xl verdaut. Mit Hilfe dieser Schnittstellen ist es mdglich den N-Terminus des
HERGwt auszuschneiden und durch das PCR-Produkt (bestehend aus der HA-
Sequenz und dem N-Terminus von HERGwt) zu ersetzen. Im Gegensatz zum
Einbau des PCR-Produktes in den ZeroBlunt®TOPO® Vektor mit Hilfe von
stumpfendigen Schnittstellen, ist in diesem Fall durch die Verwendung von
Uberhangenden Schnittstellen (sticky ends) der Einbau des Fragmentes in korrekter
Richtung und Orientierung moglich. Der pcDNA3 Vektor enthalt eine Ampicillin
Resistenz  (gelb). (modifiziert nach einer Abbildung in ,Biochemie und

Pathobiochemie® von Loffler und Petrides)
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Der pcDNA3 Vektor weist in seinem Polylinker-Bereich zwei Bst Xl
Schnittstellen auf, welche von BamHI und Notl Schnittstellen flankiert werden
und somit mit Hilfe dieser beiden Enzyme ausgeschnitten wurden. Der so
modifizierte HERGwt-pcDNAS3 Vektor besitzt somit nur die Bst XI Schnittstelle
in der HERGwt-cDNA. AuflRerdem findet sich nur eine Hind Il Schnittstelle.
Folglich ergibt der Verdau des pcDNA3.1-HERGwt lediglich zwei Fragmente
der GroRe 473bp und 8429bp (Abbildung 4.7).

a b

Basenpaare (bp)

Hin dITI (890) 100000
8000

BstXI (1363) 6000

HERGwt in pcDNA3
8902 bp

HERGwt

Abbildung 4.7

a Der HERGwt im pcDNA3 Vektor weist jeweils eine Bst XI Schnittstelle in der
HERGwt-cDNA und eine Hind Il Schnittstelle kurz vor Beginn der HERGwt-cDNA
auf. Die in pink dargestellten Hind Il und BstXl Schnittstellen korrespondieren zu den
entsprechenden Schnittstellen im PCR-TOPO Vektor in Abbildung 3.7. b Beim
Verdau mit diesen Enzymen entstehen somit zwei Fragmente der Grofe 473bp und
8429bp. Das doppelt geschnittene Vektorfragment der Grofle 8429 wurde

ausgeschnitten und aufgereinigt (schwarzes Feld in der dritten Spalte).
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Der Verdau des PCR-Produktes mit Hind Ill und Bst Xl ergibt sechs
Fragmente der GroRe 35bp, 45bp, 220bp, 418bp, 494bp und 3012bp
(Abbildung 4.8). Lediglich die Fragmente der Gré3e 220bp, 418bp, 494bp und
3012bp sind gelelektrophoretisch sichtbar. Das Fragment, welches durch eine
Hind 11l (542.Base) und Bst XI (1036.Base) Schnittstelle flankiert wird und die
HA-Sequenz, sowie einen Teil des HERGwt enthalt, hat eine Grdlke von
494bp (pink untermalte Schnittstellen in Abbildung 4.11). Ein Fragment dieser
GrolRe wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung des Verdaus

ausgeschnitten und aufgereinigt (Abbildung 4.8)

Basenpaare (bp)

Abbildung 4.8

Die erste Spalte zeigt eine DNA Leiter zur Fragmentgroflenbestimmung in
Basenpaaren (bp) und die zweite Spalte enthalt das mit Bst XI verdaute PCR-
Produkt. Die dritte Spalte enthielt das PCR-Produkt, welches mit Hind Il und Bst Xl
verdaut wurde. Man kann die Fragmente der GroRe 220bp, 418bp, 494bp und
3012bp erkennen. Das Fragment der Grélke 494bp wurde ausgeschnitten

(schwarzes Feld in Spalte 3).
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Das doppelt verdaute Fragment des PCR-Produktes der Grolde 494bp und
der entsprechend geschnittene HERGwt-pcDNA3 Vektor der Grolie 8429bp
wurden durch Ligation aneinander gefligt. Man erhielt einen pcDNA3 Vektor,
der die cDNA des HERGwt mit einer N-terminalen HA-Sequenz (Abbildung
4.9). Die Richtigkeit des HERGwt-HA-pcDNA3 Vektor wurde durch

Kontrollverdau und durch Sequenzierung verifiziert.

HindIII (890)
PCR-Produkt mit HA-Sequenz und N-Terminus von HERGwi
BstXI1(1392)

| HERGwt mit HA-Sequenz in pcDNA3
8931 bp

HERGwt ohne N-Terminus

Abbildung 4.9

Der pcDNA3 Vektor enthalt den HERGwt, sowie die angehangte HA-Sequenz am
Terminus der cDNA des HERGwt. Das PCR-Produkt mit der HA-Sequenz am N-
Terminus des HERGwt wurde zwischen der Hind Ill und Bst XI Schnittstelle
eingefligt. Der HERGwt-HA-pcDNA3 Vektor hat eine GréRe von 8931bp.
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4.1.2 Elektrophysiologische Untersuchung des HA-Epitop
markierten HERGwt

Nachdem der HERGwt mit dem HA-Epitop markiert worden war, erfolgte eine
elektrophysiologische Charakterisierung des HA-markierten HERGwt. Nach
Expression des HA-markierten HERGwt in CHO-Zellen konnten mit dem
IV30s-Protokoll (Depolarisation fur 30s auf Testpotentiale von —70 bis +30mV,
dann 500ms auf eine Spannung von —40mV) HERG-Stréme nachgewiesen
werden (Abbildung 4.10; n=2). Deutlich sichtbar ist eine beschleunigte

Deaktivierung der Tail-Strome.

1nA|

5s

Abbildung 4.10
Der N-terminal mit einem HA-Epitop markierte HERGwt zeigt Strom-Spannungs-

Kurven, die denen des HERGwt ahneln.
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4.1.3 Anhangen des Hamagglutinin-Epitops an die
HERG-Mutanten

Da sich die HA-Sequenz am N-Terminus des HERGwt befand und samtliche
von uns untersuchten Mutationen sich am C-Terminus befanden, war es
moglich, nach Verdau mit Xhol die Mutatnen C-Termini in den entsprechend
verdauten HERGwt-HA-pcDNA3 Vektor einzubauen. Samtliche C-terminalen
HERG-Mutanten konnten so N-terminal mit einer HA-Sequenz versehen

werden.

Nach dem Verdau der HERG-Mutanten mit Xhol wurde das kleinere
Fragment (Insert), welches dem C-Terminus entsprach, ausgeschnitten.
Diese Fragmente hatten unterschiedliche Grolken. Fur die Mutanten
R1014fsX38, V1038fsX20, G965X, R744X wund S818L betrugen die
ausgeschnittenen FragmentgroRen 1425bp, 1442bp, 856bp, 193bp und
1438bp, welche nach Isolierung und Aufreinigung gelelektrophoretisch
aufgetrennt wurden. Die Anzahl, der Schattierungsgrad der Banden und die
Grolde der Fragmente gab Aufschlul® Gber Reinheit, Konzentration und Erfolg

des enzymatischen Verdaus (Abbildung 4.11).

Durch Ligation wurden die entsprechenden C-terminalen Fragmente der
HERG-Mutanten in den mit Xhol verdauten HERGwt-HA-pcDNA3 eingebaut.
So gelang eine Fusion samtlicher HERG-Mutanten mit dem N-terminalen HA-

Epitop.
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Abbildung 4.11

Die C-terminalen HERG-Mutanten wurden mit dem Restriktionsenzym Xhol verdaut
und anschlielend gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die unterschiedlichen C-Termini
der Mutanten und der HERGwt-HA-pcDNA3 Vektor mit dem N-Terminus des
HERGwt wurden isoliert und aufgereinigt. Die nochmalige Gelelektrophorese der
aufgereinigten Fragmente ergab saubere und solitdre Banden fur alle Ansatze auller
dem Vektor, wo zwei Banden sichtbar waren. Fir die Mutanten R1014fsX38,
V1038fsX20, G965X, R744X beziehungsweise S818L waren FragmentgréRen von
1425bp, 1442bp, 856bp, 193bp, beziehungsweise 1438bp erkennbar.
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4.2 Biophysikalische Charakterisierung

CHO-Zellen wurden mit HERGwt oder Mutanten DNA zusammen mit einem
EGFP enthaltenden pcDNA3 Vektor transfiziert. Das EGFP diente zur
leichteren l|dentifizierung transfizierter Zellen. Zur Charakterisierung wurden
die von HERG-Kanalen vermittelten Strome in der Whole-Cell-Patch-Clamp

Konfiguration gemessen.

4.2.1 Aktivierung

Fur die Analyse der exprimierten HERG-Strome wurden die Zellen fur 30 s
ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV auf Testpotentiale von -70
bis +30 mV depolarisiert, bevor fir 500 ms auf eine Spannung von -40 mV
gesprungen wurde (IVsps-Protokoll). Die Mutanten G965X, R1014fsX38 und
V1038fsX20 exprimierten HERG-Strome mit Stromamplituden und -kinetiken
ahnlich wie HERGwt (Abbildung 4.12 a, d-f). Die Mutanten R744X und S818A
hingegen exprimierten keine funktionellen Kanale. Nach mehreren
unabhangigen Transfektionen konnte kein Strom nachgewiesen werden
(insgesamt n=11, bzw. n=12; Abbildung 4.12 b-c). In Ubereinstimmung mit
der Literatur vermittelten HERG-Kanale schnell aktivierende und schnell
inaktivierende Strome (Smith et al.,, 1996). Aktivierung und Inaktivierung
erreichten nach 30 s ein Gleichgewicht. Entsprechend anderten sich die
gemessenen Stromamplituden nach 30 s nicht mehr. Die nach 30 s
gemessenen Stromamplituden wurden auf die Kapazitat der Zellmembran
(Csiow) normalisiert. Da die Kapazitat der Zellmembran ein Mal} fir die Grofde
der Zelle ist, erhielt man durch diese Normalisierung Stromdichten, die
unabhangig von der ZellgroRe waren (gemessen in pA/pF). Das Auftragen der
normalisierten Stromamplituden gegen das entsprechende Testpotential
ergab Stromdichte-Spannungs-Beziehung, die fir HERGwt und Mutanten-
Kanale G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 einen ahnlichen Verlauf hatten.



4 Ergebnisse 70

a HERG b R744X

c S818L d G965X

e R1014fsX38 f V1038fsX20

h 1.01
0.81
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£ 06 ® HERG
o ¥ (965X
o 041 [l R1014fsX38
B \/1038fsX20
0.24 //,///
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Abbildung 4.12

a) Reprasentative Stromspuren gemessen an mit HERG Wildtyp cDNA transfizierten
CHO-Zellen. b-f) Reprasentative Stromspuren fir die HERG Mutanten R744X,
S818L, G965X, R1014fsX38 oder V1038fsX20. g) Stromdichte-Spannungs-
Kennlinien fir HERG (e), G965X (V¥), R1014fsX38 (o) und V1038fsX20 (m).
h) Normalisierte Stromamplituden der Tail-Stréme aufgetragen gegen das
entsprechende Testpotential. Durchgezogene Linien entsprechen angenaherten
Boltzmann-Funktionen.



4 Ergebnisse 71

Die Kennlinie der Stromdichte-Spannungs-Beziehung war durch einen
glockenférmigen Verlauf mit einem Maximum bei -20 mV charakterisiert
(Abbildung 4.12g). Nach den 30 sekindigen depolarisierenden
Testpotentialen wurden die Zellen auf eine Spannung von -40 mV geklemmt.
Dies fuhrte zu einer schnellen Reaktivierung inaktivierter Kanale und
dementsprechend zu groflen Stromamplituden. Das Verhaltnis von
normalisierten Stromamplituden und entsprechendem Testpotential ergab
eine Leitfahigkeits-Spannungs-Beziehung, die sich gut mit einer Boltzmann-
unktion beschreiben lie. Dabei lassen sich Vi, als Spannung der
halbmaximalen Offnungswahrscheinlichkeit und k als Steigungsfaktor der
Boltzman-Funktion interpretieren. In Ubereinstimmung mit der Literatur wurde
fur HERGwt (n=13) ein V4-Wert von -33.4 + 1.0 mV und ein Steigungsfaktor
von 548 + 0.2 mV erhalten. Fur die Mutanten G965X (n=13), R1014fsX38
(n=17) und V1038fsX20 (n=13) ergaben sich V4,-Werte von -35.3 + 1.5 mV, -
36.5 £+ 1.2 mV, beziehungsweise -36.5 + 1.2 mV und fur die
Steigungsfaktoren Werte von 5.4 + 0.3 mV, 5.5 + 0.3 mV, beziehungsweise
5.7 £ 0.3 mV. Diese Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied zum
Wildtyp (Abbildung 4.12 h und Tabelle 2).

FUr die Analyse der Aktivierungszeitkonstanten t, fur Spannungen von
-20 mV, 0 mV und +20 mV wurden CHO-Zellen fur die Dauer von 20 ms,
40 ms, 60 ms, 100 ms, 180 ms, 340 ms, 660 ms, 1260 ms und 2500 ms auf
die entsprechenden Spannungen geklemmt und dann auf -40mV
hyperpolarisiert (ta-Protokoll). Eine Zunahme der Amplituden der Tail-Strome
bei Hyperpolarisation konnte mit langer andauernden Depolarisationen
beobachtet werden (Abbildung 4.13a). Die gemessenen Tail-
Stromamplituden wurden gegen die Stimulusdauer aufgetragen. Der
Zeitverlauf konnte mit einer einfach exponentiellen Funktion beschrieben
werden. Die Ergebnisse zeigten, dass die Aktivierungszeitkonstanten
spannungsabhangig waren und fur positivere Spannungen kleiner wurden
(Abbildung 4.13 b). FUr tae bei +20 mV von HERGwt, G965X, R1014fsX38
und V1038fsX20 erhielt man Werte von 278 + 28 ms, 213 £ 18 ms, 266 + 25
ms, beziehungsweise 177 £ 11 ms (n=9, n=8, n=7, bzw. n=7). Die Werte fur

Tact Unterscheiden sich bei -20 mV, 0 mV und +20 mV fur alle Mutanten nicht
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signifikant vom Wildtyp — bis auf den Wert fUr ta.t bei +20 mV fur die Mutante
V1038fsX20 (Tabelle 2).

‘g ® HERG
6 ¥ G965X
4] ] R1014fsX38
le. W V1038fsX20
‘0 2+
- |§| 3_
§'10 3
P s
— -
500 ms -
2
- H | . : 10

T 1 1
-20 0 20

VMembran [mV]

Abbildung 4.13

a) Das Protokoll zur Messung der Aktivierungskonstanten tact zeigt immer langer
werdende Depolarisationen auf eine konstante Spannung (-20 mV, 0 mV und +20
mV). Die Messung zeigte fur langere Depolarisationen eine Zunahme der Amplituden
der Tail-Einwartsstrome. b) Die Aktivierungszeitkonstanten wurden durch
Angleichung der Amplituden an eine einfach exponentielle Funktion fur Potentiale
von =20 mV, 0 mV und +20 mV berechnet. Die Verbindungslinie ist ohne

theoretische Bedeutung.

4.2.2 Inaktivierung und Deaktivierung

Fir die Untersuchung der Inaktivierung des HERG-Kanals in CHO-Zellen
erfolgte fur 1 s eine Depolarisation auf eine Spannung von +30 mV, dann
wurde fir 10 ms auf -80 mV geklemmt, um anschlieRend die Strome bei
Potentialen von +40 bis -120 mV flr 1 s zu messen (tinact-Protokoll, Abbildung
4.14 a). Die zeitliche Abnahme der Stromamplitude wurde durch eine einfach
exponentielle Funktion beschrieben. Die daraus erhaltenen Werte fUr tinact
wurden gegen das entsprechende Testpotential aufgetragen (Abbildung
4.14 b). FUr positivere Testpotentiale erhielt man kleinere Werte flr tinaet und

somit eine schnellere Inaktivierung.
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Abbildung 4.14

a) Reprasentative Stromspuren gemessen an mit HERGwt cDNA transfizierten CHO-
Zellen. Rechts daneben ist das entsprechende Messprotokoll abgebildet.
b) Spannungsabhangigkeit der erhaltenen rt;,,.-Werte aufgetragen gegen das
entsprechende Testpotential. ¢) Reprasentative Tail-Stromspuren gemessen an mit
HERGwt cDNA transfizierten CHO-Zellen. d) Spannungsabhangigkeit der schnellen
und der langsamen Deaktivierungszeitkonstante tgeactfast UNd Tgeactsiow aufgetragen
gegen das entsprechende  Testpotential. e) Das  Verhaltnis der
Deaktivierungszeitkonstanten Fs (Tgeactfast/Tdeactsiow) aufgetragen gegen das jeweilige
Testpotential.

Die Verbindungslinien der Inaktivierungs- und Deaktivierungszeitkonstanten sind
ohne theoretische Bedeutung.
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Die Tinact-Werte fir HERGwt, G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 waren 5.0
+0.3ms, 5.7+ 0.1 ms, 5.7 £ 0.3 ms beziehungsweise 5.3 + 0.2 ms (n=8, n=9,
n=12, bzw. n=9). Nur die Ttjnac-Werte flir die Mutante R1014fsX38
unterschieden sich vom Wildtyp (p<0.01, Tabelle 2).

Fur die Analyse der Deaktivierung wurden die transfizierten CHO-Zellen fur 1
s auf Potentiale von +60mV depolarisiert und anschlielend fur 4 s auf
Potentiale von +50 bis -100mV geklemmt (tgeact-Protokoll, Abbildung 4.14 c).
Der Abfall der Stromamplitude nach Hyperpolarisation wurde am besten mit
einer biexponentiellen Funktion mit einer langsamen und schnellen
Deaktivierungszeitkonstanten tgeactfast UNd Tgeactsiow beSChrieben. Far die
schnelle Deaktivierung des Wildtyps, der Mutanten G965X, R1014fsX38,
beziehungsweise V1038fsX20 bei einem Testpotential von -120mV erhielt
man Zeitkonstanten von 13 + 1 ms, 14 + 2 ms, 14 £+ 1 ms, beziehungsweise
12 £+ 1 ms (n=8, n=10, n=10, beziehungsweise n=9). Die Ttgeactsiow-VVerte
betrugen 84 + 10 ms, 75 + 9 ms, 82 + 8 ms, beziehungsweise 70 + 8 ms fur
den Wildtyp, G965X, R1014fsX38, beziehungsweise V1038fsX20 (n=8, n=10,
n=10, bzw. n=9). Alle erhaltenen Werte wurden gegen das jeweilige
Testpotential aufgetragen (Abbildung 4.14 d). Dies zeigte, dass bei
positiveren Potentialen die Deaktivierung beschleunigt wurde. Aus dem
Verhaltnis aus der langsamen und schnellen Zeitkonstante erhielt man Werte,

welche mit positiver werdenden Spannung abnahmen (Abbildung 4.14 e).
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4.2.3 Ladungstransfer

Ladungstransfer bezeichnet die elektrische Ladung, die innerhalb einer
bestimmten Zeit die Membran einer Zelle passiert und wird entsprechend der
physikalischen Einheit in Coloumb (C) angegeben. Um den Ladungstransfer
wahrend eines Herzaktionspotentials zu simulieren, wurde ein Protokoll mit
rampenartig abfallender Spannung verwendet (Hancox et al., 1998). Das
Integral unter der Stromkurve entspricht dem elektrischen Ladungstransfer.
Das Verhaltnis aus Ladungstransfer und Membrankapazitat einer Zelle (Csjow
in F) entspricht dem Ladungstransfer normalisiert auf die Zelloberflache

(gemessen in C/F).

a b HERG
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Abbildung 4.15

a) Das ramp-Protokoll simuliert ein Herzaktionspotential mit einem schnellen Anstieg
auf +60mV gefolgt von einem kontinuierlichen Abfall der Spannung von +60 mV auf —
80 mV (Hancox et al, 1998). b) Reprasentative Stromspur gemessen an mit
HERGwt cDNA transfizierten CHO-Zellen. c-e) An Zellen, die mit den Mutanten
R744X und S818L transfiziert worden waren konnte kein HERG-spezifischer Strom

gemessen werden.
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Nachdem auf ein Potential von +60 mV gesprungen wurde, reduzierte man
die Spannung innerhalb von 1 s kontinuierlich bis auf -80 mV (ramp-Protokoll,
Abbildung 4.15 a). Wie bereits berichtet, produzierten nur die Mutanten
G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 Strome, wahrend bei den Zellen, die
mit den Mutanten R744X und S818L transfiziert wurden, keine Strome
nachweisbar waren (Abbildung 4.15 c-d und 4.16 b-d). Die normalisierten
durchschnittlichen Stromkurven der Mutanten G965X, R1014fsX38 und
V1038fsX20 unterschieden sich in ihrer Form nicht von der des Wildtyps
(Abbildung 4.16 a-d). Der normalisierte Ladungstransfer fur die Mutanten
R1014fsX38 und V1038fsX20 unterschieden sich nicht von der Wildtyps. Die
Mutante G965X hingegen wies einen um etwa 40% erniedrigten
Ladungstransfer auf (p<0.05, Abbildung 4.16 e).
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Abbildung 4.16

a) Gemittelte, auf die Membrankapazitat normalisierte Stromspur von CHO-Zellen,
die mit dem HERGwt transfiziert wurden. b-d) Die Zellen, die mit den Mutanten
G965X (n=8), R1014fsX38 (n=9) und V1038fsX20 (n=9) transfiziert wurden,
produzierten Stromkurven, die der des Wildtyps in Form &hnelten. e) Der
durchschnittliche Ladungstransfer des HERGwt und der Mutanten G965X,
R1014fsX38 und V1038fsX20 ist dargestellt und zeigt eine etwa 40% Reduktion fur
die Mutanten G965X im Vergleich mit dem Wildtyp (* entspricht p<0.05).
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HERG G965X R1014fsX38 V1038fsX20
V., [mV] 33.4+1.0 -353+1.5 365+1.2  -34.0+0.9
Steigungsfaktor ¢ 49,5 5.4+0.3 5.5+0.3 57+0.3
[mV]
Aktivierung
T, D€ +20MmV 2784128 213+18 266 + 25 177 + 11*
[mV]
Deaktivierung
Trg D€ -120MmV 13 41 1412 14 +1 12+ 1
[mV]
Toow DE1-120MV g/ 40 75+9 82+8 70+ 8
[mV]
Inaktivierung
T, bei +30mV  5.0:0.3 5.7 +0.1 5.7 +0.3* 53+0.2
[mV]
n 6-21 6-14 6-11 5-18
Tabelle 2

Der Wert der halbmaximalen Aktivierung und der Steigungsfaktor fir die

spannungsabhangige Aktivierung,

sowie ausgewahlte Zeitkonstanten fir die

Aktivierung, fir die Deaktivierung und die Inaktivierung sind fliir den HERGwt und die
HERG-Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 aufgelistet. Das statistische

Signifikanzniveau ++ fir den Vergleich von HERGwt mit den Mutanten entsprach

einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.01.
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4.3 Bestimmung der Proteinexpression und -reifung

Die biophysikalische Charakterisierung der 2zwei HERG-Mutanten
R1014PfsX39 und V1038AfsX21 zeigten in Hinsicht auf Aktivierung,
Inaktivierung, Deaktivierung und Stromdichte keinen Unterschied zum Wildtyp
auf, wohingegen sich die HERG-Mutante G965X zwar hinsichtlich der
Aktivierung, Inaktivierung und Deaktivierung nicht vom Wildtyp unterscheidet,
aber eine deutliche Reduktion der Stromdichte aufwies. Um die
Proteinexpression und -reifung der unterschiedlichen HERG-Mutanten mit der
des Wildtyps zu vergleichen, wurden die HA-markierten Untereinheiten mit
Hilfe der Western Blot Technik analysiert.

Bei der proteinbiochemischen Auftrennung des HERGwt traten mindestens
drei deutliche immunreaktive Banden in Ubereinstimmung mit der Literatur auf
(Ficker et al., 2000a; Ficker et al., 2000b; Zhou et al., 1998). Man erkennt eine
Bande bei 130kDa, welche dem unreifen, unvollstandig glykosylierten
HERGwt entspricht, sowie zwei weitere deutliche Banden mit GréRen Uber
185kDa, welche reifen und glykosylierten Untereinheiten entsprechen.
Samtliche HERG-Mutanten — auller HERG-R744X - zeigten ahnliche
Schemata bei der Auftrennung, obwohl sie unterschiedlich weit wanderten
(Abbildung 4.17). Dies ist durch C-terminale Verkirzungen auf die
unterschiedliche GroRe der Mutanten zurtuckzufuhren. HERG-R744X schien
nur in einer niedermolekularen Form vorzuliegen, da nur eine Bande bei
80kDa sichtbar war. Die Untereinheiten von HERG-R744X scheinen deshalb
nur in einer nicht glykosylierten Form vorzuliegen und somit nicht den Golgi-
Apparat zu erreichen. Die Signalintensitat der HERG-Mutanten war
vergleichbar mit der des Wildtyps aul3er fur HERG-R744X flr die eine deutlich
geringere Signalintensitat registriert wurde. Fir HERG-G965X war sogar eine
leicht erhdhte Signalintensitat sichtbar. Als Kontrolle wurden CHO-Zellen
verwendet, welche nur mit dem leeren pcDNA3 Vektor transfiziert wurden.
Man konnte in der Kontrolle eine unspezifische Bande bei 100kDa
beobachten, welche auch in allen anderen Proben zu sehen war. Die Proben

wurden auf das Proteinniveau des koexprimierten EGFP normalisiert.
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Abbildung 4.17

a) Western Blot Analyse von HA-Epitop markiertem HERGwt und Mutanten, welche
in CHO-Zellen transient exprimiert wurden. Fir den HERGwt konnten drei
immunreaktive Banden beobachtet werden, welche einer unreifen, nur teilweise
glykosylierten Form bei 130 kDa und zwei reifen, vollstandig glykosylierten Formen
Uber 185kDa entsprechen. Ein ahnliches Bandenmuster wie beim Wildtyp konnte
auch bei den Mutanten beobachtet werden. Die Fragmente der Mutanten liefen
jedoch unterschiedlich weit. Dies kann auf die verschiedenen molekularen GréRRen
der C-terminal verklrzten Mutanten zurtickgefiihrt werden. CHO-Zellen, die mit dem
leeren pcDNA3-Vektor transfiziert wurden, dienten als Kontrolle und erzeugten eine
unspezifische Bande bei 100 kDa, welche in allen Proben sichtbar war.
b) Kotransfiziertes EGFP wurde benutzt um die Transfektionseffizienz zu Uberprufen
und die Menge der Lysate zu normalisieren. Die GrélRe der Fragmente ist am linken
Rand der Abbildung in kDa angegeben.
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4.4 Immunzytochemische und elektrophysiologische
Analyse der HERG-Mutanten R744X und S818L

4.4.1 Immunzytochemische Analyse der HERG-Mutanten
R744X und S818L

Das Ausbleiben eines auswarts gerichteten Kaliumstroms bei den HERG-
Mutanten R744X und S818L legt grundsatzlich zwei Moglichkeiten nahe. Die
erste Mdglichkeit ist, dass die Kanaluntereinheiten nicht in die Zellmembran
eingebaut werden, was einen Defekt wahrend der Proteinfaltung, bzw.
-transportes hindeutet (Paulussen et al., 2002; Kupershmidt et al., 2002;
Furutani et al., 1999; Nakajima et al., 2000). Die andere Moglichkeit ist, dass
die Kanalproteine transportiert und auch in die Membran eingebaut werden,
aber keine funktionellen Kanale ausbilden (Chen et al., 1999; Huang et al.,
2001).

Eine Differenzierung dieser beiden grundsatzlichen Mechanismen kann mit
Hilfe immunzytochemischer Methoden geschehen. Durch die Verwendung
von spezifischen Antikdrpern gegen das zu untersuchende Protein kann
dessen genaue Lokalisation und sein spezifisches Verteilungsmuster erkannt
werden. Die Konstruktion der HA-Epitop markierten HERG-Mutanten
ermdglichte uns den Nachweis der exprimierten Fusionsproteine in COS7-
Zellen anhand des HA-Epitops.

Nach der Expression der HERG-Mutanten wurden die HA-Epitop markierten
Kanaluntereinheiten mit fluoreszierenden Antikbrpern nachgewiesen. Im
Gegensatz zum HERGwt, der insbesondere eine gleichmalige Verteilung
Uber die gesamte Plasmamembran zeigte (Abbildung 4.17 a und b; links),
konnte man fir HERG-R744X (Abbildung 4.17 ¢ und d; links) und HERG-
S818L (Abbildung 4.17 e und f; links) lediglich ein perinukleares Signal
beobachten — und keines an der Plasmamembran. Um die subzellulare
Verteilung der HERG-Mutanten exakter lokalisieren zu kdnnen, wurde ein
CD4-Rezeptor mit einer C-terminalen AAXX-Fusionssequenz koexprimiert
(Zerangue et al., 2001). Der CD4-Rezeptor wird unabhangig vom HERG
transportiert und hat seine Hauptlokalisation an der Plasmamembran
(Abbildung 4.17 a, c und e; Mitte). Die Verteilung des HERGwt stimmte sehr
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gut mit der Lokalisation des CD4-Rezeptors Uberein, so dass der
Hauptexpressionsort des HERGwt eindeutig der Plasmamembran zugeordnet
werden konnte (Abbildung 4.17 a; rechts). Die Mutanten HERG-R744X und
S818L, welche hauptsachlich perinuklear lokalisiert werden konnten, zeigten
keine Uberlappungszonen mit der Verteilung des CD4-Rezeptors an der
Plasmamembran (Abbildung 4.17 c und e; rechts). Dies weist darauf hin, dass
die Mutanten HERG-R744X und S818L nicht auf der Plasmamembran
exprimiert werden.

FUr die genaue Zuordnung der intrazellularen Akkumulation von HERG-
R744X und S818L wurde ein modifizierter CD4-Rezeptor mit einer C-
terminalen KKXX-Fusionssequenz, welche ein ER-Retentionssignal kodiert,
koexprimiert (Zerangue et al., 2001). Bei Expression dieses im ER-retinierten
CD4gr-Rezeptor konnte man ein deutliches perinukleares Fluoreszenzsignal
erkennen (Abbildung 4.18 b, d und f; Mitte). Wurde der HERGwt koexprimiert,
konnte lediglich ein gemeinsame Lokalisation des HERGwt mit dem CD4gg-
Rezeptor in perinuklearen Bereichen beobachtet werden (Abbildung 4.18 b;
rechts). Die Koexpression der HERG-R744X Mutante mit dem CD4gg-
Rezeptor zeigte einen fast kompletten Uberlappungsbereich der HERG-
Mutante mit dem CD4gr-Rezeptor (Abbildung 4.18 d; rechts). Dies — in
Ubereinstimmung mit den Daten der Proteinexpression und -reifung — weist
auf eine fast komplette Retention von HERG-R744X im ER hin. Im Gegensatz
zu HERG-R744X waren bei HERG-S818L — in Ubereinstimmung mit dem
proteinbiochemischen Nachweis glykosylierter Untereinheiten — aulRer der fast
kompletten Uberlappung im perinukledaren Bereich einige zusétzliche,
peripherere Lokalisationen von HERG-S818L zu finden (Abbildung 4.18 f;

rechts). Dies deutet auf ein moglicherweise defektes Transportsignal hin.
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Abbildung 3.18

a) HERGwt und der CD4-Rezeptor konnten beide in intrazellularen Regionen und an
der Plasmamembran detektiert werden. b) Der CD4gr-Rezeptor, welcher im ER
retiniert wird, zeigte nur Uberlappungen mit dem HERGwt im perinukleéren Bereich.
(c — d) HERG-R744X und (e — f) HERG-S818L konnten im Gegensatz zum CD4-
Rezeptor nicht an der Plasmamembran nachgewiesen werden. Die HERG-Mutanten
zeigten jedoch eine fast komplette Kolokalisation mit dem Signal des CD4ggr-

Rezeptors.

4.4.2 Koexpression des HERGwt mit den HERG-Mutanten
R744X und S818L

Eine Reduktion der Stromdichte von HERGwt durch die Koexpression mit im
ER retinierten HERG-Mutanten wurde bereits von verschiedenen Gruppen
beschrieben (Kagan et al., 2000; Paulussen et al., 2002; Sanguinetti et al.,
1996; Zou et al., 1998). Um herauszufinden, ob auch in unserem Fall die
gemeinsame Expression der HERG-Mutanten R744X und S818L mit dem
HERGwt zu einer Beeintrachtigung der Expression oder der Funktion von
HERGwt-Stréomen fihrt, wurde HERGwt mit HERG-R744X, bzw. HERG-
S818L zusammen transfiziert. Es wurde das 1V3gs-Protokoll verwendet und bei
der Analyse wurden die maximalen Stromdichten miteinander und mit
HERGwt verglichen. Fiur den HERGwt ergab sich eine Stromdichte von 23.1 +
3.5 pA/pF (n=10). Dieser Wert unterschied sich kaum von den Stromdichten,
die man erhielt, wenn man HERGwt mit HERG-R744X oder HERG-S818L
zusammen transfizierte — namlich 23.9 + 3.0 pA/pF, bzw. 23.8 + 2.1 pA/pF
(n=16, bzw. n=14). Die zusatzliche Expression der HERG-Mutanten fluhrte
also weder zu einer verstarkten noch reduzierten Stromdichte. Vergleicht man
aber diese Stromdichten mit denen aus Messungen von CHO-Zellen, die mit
einer doppelten Konzentration an HERGwt transfiziert worden waren, dann
erreichte man einen Wert von 36.7 + 2.9 pA/pF (n=14). Dieser Unterschied
war statistisch hochsignifikant (Abbildung 4.19 a). Weiterhin wurde eine
mogliche Veranderung der spannungsabhangigen Aktivierung durch

Koexpression der HERG-Mutanten mit dem HERGwt untersucht. Man konnte
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jedoch keinen Unterschied in der spannungsabhangigen Aktivierung
beobachten, wenn man den HERGwt mit den Koexpressionen verglich
(Abbildung 4.19 b).

1.0 A
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g‘é_ O 047 B | g R744X + 1 ug HERG
o= A 1ug S818L + 1 ug HERG
& 0.2
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Abbildung 4.19

a) Bei der Expression von 1ug HERGwt und Koexpression von 1ug HERGwt mit 1ug
HERG-R744X oder HERG-S818 waren ahnliche Stromdichten zu beobachten. Diese
waren deutlich kleiner als die Stromdichten, die fur CHO-Zellen gemessen wurden,
welche mit 2ug HERGwt transfiziert wurden. b) Beim Vergleich der
spannungsabhangigen Aktivierung des HERGwt mit den koexprimierten
(++*

Untereinheiten konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

entspricht p<0.001)



4 Ergebnisse 86

45 Proteinstabilitat der Mutanten G965X, R1014fsX38
und V1038fsX20

Um die Proteinstabilitdt von HERG und der HERG Mutanten zu untersuchen,
verwendeten wir ein Tet-Off System, um die Transkription der transfizierten
cDNA zu bestimmten Zeitpunkten durch die Zugabe von Doxyzyklin zum
Kulturmedium zu supprimieren (Gossen und Bujard, 1992). Die
Expressionsniveaus wurden auf die kotransfizierte EGFP Menge normalisiert,
welche unabhangig vom Tet-Off System exprimiert wurde. Fur den Vergleich
wurden zwei Zeitpunkte ausgesucht: 24h nach Transfektion zur Bestimmung
der anfanglichen Proteinmenge (Oh) und 16h nach Zugabe von Doxyzyklin
zum Kulturmedium (16h) (Abbildung 4.19). HERGwt und HERG-G965X
wiesen nach 16h ahnliche Proteinmengen auf. HERG-R1014PfsX39 und
HERG-1038fsX20 zeigten nach 16h einen deutlich starkeren Abfall. Dies
deutet auf eine verminderte Proteinstabilitat der Mutantenproteine hin
(Abbildung 4.20). Hingegen konnte kein Unterschied der Proteinstabilitat der
HERG-Mutanten verglichen mit dem HERGwt festgestellt werden, wenn die
HERG Mutanten mit HERGwt koexprimiert wurden. Dies deutet daraufhin,
dass aus Wildtyp und Mutante bestehende heteromere Kanalkomplexe

deutlich stabiler waren als entsprechende Mutante homomultimere Komplexe.
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Abbildung 4.20

Western Blot Analyse zur Bestimmung der Proteinstabilitit der homo- und
heteromeren HERG Kanalkomplexe nach Expression in CHO-Zellen unter
Verwendung eines Tet-Off Systems (Gossen und Bujard, 1992). Die Zellextrakte
wurden entweder 24h nach Transfektion (Zeit Oh) oder nach einer 16 stiindigen
Suppression der cDNA Expression durch Zugabe von Doxyzyklin zum Kulturmedium
vorbereitet und aufgetragen. Die Lysate wurden auf die Proteinmenge von EGFP

normalisiert. Am linken Rand finden sich GréRRenangaben in kDa.
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4.6 Molekulare und funktionelle Interaktion der
Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20
mit dem Protein 14-3-3¢

Die Bindung von 14-3-3¢ an den PKA-phosphorylierten HERG fuhrt zu einer
Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung zu negativeren
Potentialen (von ungefahr 10mV). Fur die molekulare Interaktion von 14-3-3¢
mit HERG muss dieser an zwei spezifischen Serinen (S283 und S1137) durch
PKA phosphoryliert vorliegen. Da bei den hier untersuchten HERG-Mutanten
G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 die C-terminale PKA-
Phosphorylierungsstelle (S1137) aufgrund von Verklrzungen nicht vorhanden
war, konnte ein Ausbleiben der Modulation durch 14-3-3¢ angenommen

werden.

4.6.1 Molekulare Interaktion der HERG-Mutanten G965X,
R1014fsX38 und V1038fsX20 mit 14-3-3¢

Zunachst wurde die Interaktion der HERG-Mutanten mit dem Protein 14-3-3¢
untersucht. Dafur wurden die HA-Epitop markierten HERG-Untereinheiten
zusammen mit 14-3-3¢ transient in CHO-Zellen koexprimiert. Die erfolgreiche
Expression der Proteine wurde in entsprechenden Westernblots mittels anti-
14-3-3¢ und anti-HA Antikorper nachgewiesen. Eine Komplexbildung
zwischen  beiden Proteinen wurde durch  Koimmunoprazipitation
nachgewiesen (Abbildung 4.21). Samtliche Proteinmengen wurden auf das

14-3-3¢ Signal in Westernblots normalisiert.
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Abbildung 4.21

a) Der HA-Epitop markierte HERGwt und die HERG-Mutanten wurden mit 14-3-3¢ in
CHO-Zellen koexprimiert und anschlielend mit anti-14-3-3¢  Antikdrpern
immunoprazipitiert. AnschlieRend wurde die HERG-Untereinheiten mit Hilfe von anti-
HA Antikorpern detektiert. Man kann deutlich erkennen, dass samtliche HERG-
Untereinheiten mit 14-3-3¢ interagierten, da in allen Proben eine deutliche Bande
durch anti-HA Antikorper detektiert werden konnte. Mit Mock ist die Negativ-Kontrolle
markiert, welche auch keine detektierbare Bande aufzeigt. b) Die Menge der
Proteine wurde immer auf das Proteinniveau von 14-3-3¢ normalisiert. Am linken

Rand sind die GréRenangaben in kDa angegeben.
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4.6.2 Funktionelle Modulation der HERG-Mutanten G965X,
R1014fsX38 und V1038fsX20 durch 14-3-3¢

Um den Einfluss von 14-3-3¢ auf die biophysikalischen Eigenschaften der
HERG-Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 zu untersuchen,
wurden die HERG-Untereinheiten zusammen mit 14-3-3¢ transient in CHO-
Zellen exprimiert. Indem ein bicistronischer Expressionsvektor verwendet
wurde, in welchem EGFP und 14-3-3¢ gekoppelt vorlagen, konnte die
Expression von 14-3-3¢ durch die nachweisbare Prasenz von EGFP
kontrolliert werden. Fur die elektrophysiologische Untersuchung klemmte ich
die CHO-Zellen auf ein Haltepotential von -80 mV. Nachdem die Zellen fur
3,5 s auf Testpotentiale zwischen -60 und +50 mV depolarisiert wurden,
klemmte ich die Zellen auf ein konstantes Potential von -40 mV, um die Tail-
Strome zu messen (V3 ss-Protokoll).

Mit dem 1V3 ss-Protokoll erhielt ich -6.3 £ 0.6 mV als Wert der halomaximalen
Aktivierung fur den HERGwt (n=12). Dieser Wert war vergleichbar mit den
Spannungen, bei welchen die Mutanten G965X, R1014fsX38 und
V1038fsX20 ihre halbmaximale Aktivierung erreichten, und zwar —4.0 £ 1.0
mV, -76 + 0.7 mV, beziehungsweise -7.1 + 0.7 mV (n=6, n=7,
beziehungsweise n=7). Auch die Strom-Spannungs-Beziehungen der
Mutanten waren kaum unterscheidbar von der Kurve, welche sich fur den
HERGwt ergab. Die glockenférmigen Strom-Spannungs-Beziehungen
erreichten alle ihr Maximum bei einer Spannung von etwa 10 mV. Dies galt
jedoch nicht fur HERG-G965X, welche bereits bei etwa OmV ihr Maximum
erreichte und somit negativer lag als der Wildtyp (Abbildung 4.22 a — d; links).
Wurde jedoch 14-3-3¢ mit dem HERGwt koexprimiert, dann war eine
Verschiebung der glockenférmigen  Strom-Spannungs-Beziehung zu
negativeren Spannungen zu beobachten (Abbildung 4.22 a, rechts). Dies
konnte deutlich an der Verschiebung des Maximums zu etwa OmV erkannt
werden. Eine ahnliche Verschiebung zu negativeren Potentialen konnte man
auch fur die spannungsabhangige Aktivierung beobachten (Abbildung 4.22 a;
links).
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V1/2 Steigungsfaktor n

[mV] [mV]
HERG -6.3+0.6 6.8 +£0.2 12
HERG &14-3-3¢ -17.1 +£1.0*** 6.9+0.1 8
G965X -40+1.0 95+0.5 6
G965X &14-3-3¢ -6.9+1.6 85+0.5 7
R1014fsX38 -7.6+0.7 85+54 7
R1014fsX38 &14-3-3¢ -6.8+1.2 84+0.3 5
V1038fsX20 -7.1+0.8 84+04 7
V1038fsX20 &14-3-3¢ -1.4 +1.3* 9.3+4.3 5

Tabelle 3

Die spannungsabhangige Aktivierung wurde durch die in Abbildung 4.20
abgebildeten Experimente ermittelt. Das statistische Signifikanzlevel wurde jeweils
im Vergleich von Wildtyp oder Mutante ohne 14-3-3¢ zu Wildtyp oder Mutante mit
14-3-3¢ berechnet (** entspricht p<0.01 und *** entspricht p<0.001).

Die Leitfahigkeits-Spannungs-Beziehung fur HERGwt mit 14-3-3¢ erreichte
ihre halbmaximalen Aktivierung bei einer Spannung von -17.1 + 1.0 mV
(n=8). Eine vergleichbare Verschiebung der spannungsabhangigen
Aktivierung oder der Strom-Spannungs-Beziehung durch die Koexpression
von 14-3-3¢ konnte fur die Mutanten G965X und R1014fsX38 nicht
beobachten werden (Abbildung 3.22 b — d). Die halbmaximale Aktivierung fur
HERG-G965X und HERG-R1014fsX38 betrug -6.91 + 1.6 mV,
beziehungsweise —6.75 £ 1.2 mV (n=7, beziehungsweise n=5). Diese Werte
unterschieden sich somit nicht von den Werten, welche man fur die alleinige

Expression der Mutanten ohne 14-3-3¢ erhielt.
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Abbildung 4.22

Koexpression von HERG, HERG-G965X, HERG-1014PfsX39 und HERG-
V1038AfsX21 mit 14-3-3¢. Reprasentative Stromspuren (linke Spalte) von HERGwt
oder HERG Mutanten in Anwesenheit (obere Stromspur der jeweiligen Zeile) und in
Abwesenheit von 14-3-3¢ (untere Stromspur der jeweiligen Zeile). a) Die
spannungsabhangige Aktivierung des HERGwt mit 14-3-3¢ zeigt eine Verschiebung
zu negativeren Potentialen verglichen mit HERGwt ohne 14-3-3¢ (zweite Spalte). Die
glockenformige Strom-Spannungs-Kurve des HERGwt mit 14-3-3¢ zeigt eine
ahnliche Verschiebung zu negativeren Potentialen verglichen mit HERGwt ohne 14-
3-3¢ (dritte Spalte). AuRerdem ist die HERG Kanalaktivierung in der Gegenwart von
14-3-3¢ schneller, was sich in kleineren Aktivierungszeitkonstanten widerspiegelt
(rechte Spalte) b) Fir HERG-G965X konnte kein Effekt von 14-3-3¢ weder auf die
spannungsabhangige Aktivierung, noch auf die glockenférmige Strom-Spannungs-
Kurve und auch nicht auf die Aktivierungszeitkonstanten beobachtet werden.
c) HERG-R1014fsX38 zeigte in  Anwesenheit von 14-3-3¢  eine
spannungsabhangige Aktivierung und eine glockenférmige Strom-Spannungs-Kurve,
welche sich nicht von denen in der Abwesenheit von 14-3-3¢ unterschieden. Es
konnte auch keine Anderung der Kanalaktivierung beobachtet werden. d) Zellen, die
HERG-V1038fsX20 und 14-3-3¢ exprimierten, zeigten bezlglich der
spannungsabhangige Aktivierung und auch die glockenférmige Strom-Spannungs-
Kurve eine deutliche Verschiebung zu positiveren Potentialen verglichen mit Zellen,
die nur mit HERG-V1038fsX20 transfiziert wurden. Die Aktivierungszeitkonstanten flr
Spannungen von -20 und OmV erhoéhten sich signifikant durch die Anwesenheit von
14-3-3¢. e) Der Vergleich der Veranderung von Vi, zeigt fur HERGwt eine
signifikante Verschiebung zu negativen Potentialen und fir HERG-V1038fsX20 deine
deutliche Verschiebung zu positiveren Spannungen, aber keine Veranderung flr
HERG-G965X und HERG-R1014PfsX39.

Die gestrichelten Kurven zeigen den HERGwt in Abwesenheit (gepunktet und
gestrichelt) und in Gegenwart von 14-3-3¢ (nur gestrichelt).

Die Verbindungslinien der Aktivierungszeitkonstanten haben keine theoretische
Bedeutung. Die spannungsabhangige Aktivierung des HERGwt mit und ohne 14-3-3¢
wurde in samtliche Abbildungen der Mutanten gestrichelt mit eingezeichnet um den
Unterschied zu verdeutlichen. (* entspricht p<0.05; ** entspricht p<0.01 und ***
entspricht p<0.001)
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Die Koexpression von 14-3-3¢ mit HERG-V1038fsX20 fuhrte zu einer
Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung zu depolarisierenden
Potentialen mit einem V4,-Wert von —1.42 + 1.3 mV (n=5). Eine Verschiebung
des Maximums der Strom-Spannungs-Kurve zu negativeren Potentialen
konnte fur die HERG Mutanten nicht beobachtet werden (Abbildung 4.22 b —
d).

Der Vergleich der Verschiebung der Vq-Werte durch 14-3-3¢ ergab fur
HERGwt eine hoch signifikante Verschiebung von 10.8 + 1.2 mV zu
negativeren Spannungen. Fir die Mutanten G965X und V1038fsX20 konnte
kein Effekt durch die Koexpression von 14-3-3¢ beobachtet werden
(Abbildung 4.22 b und d und Tabelle 3). Die Anwesenheit von 14-3-3¢
veranderte hingegen die spannungsabhangige Aktivierung von R1014fsX38,
indem eine Verschiebung von 5.69 + 1.7 mV zu positiveren Potentialen zu
beobachten war (Abbildung 4.22 e und Tabelle 3).

4.6.3 Funktionelle Modulation der mit HERGwt koexprimierten
HERG-Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20
durch 14-3-3¢

Im weiteren wurde untersucht, ob der Effekt der Mutanten G965X,
R1014fsX38 und V1038fsX20 auf die durch 14-3-3¢ hervorgerufenen Effekte
dominant war.

Zuerst untersuchten wir, ob der HERGwt mit den HERG Mutanten heteromere
Kanalkomplexe bildet. Immunprazipitationsexperimente mit flag Epitop-
markierten HERGwt Untereinheiten und HA Epitop-markierten HERG
Mutanten Untereinheiten belegten, dass alle drei HERG Mutanten
Untereinheiten mit dem HERGwt interagierten (Isbrandt et al., 2002;
Abbildung 4.23 a). Um den heterozygoten Zustand zu simulieren und
verlasslich die unterschiedlichen cDNAs mit 14-3-3¢ zu koexprimieren,
erstellte ich einen bi-cistronischen Expressionsvektor, welcher die cDNA des
HERGwt und eine der HERG Mutanten enthielt (Abbildung 4.23 b). Da die
cDNA des HERGwt und der HERG Mutanten unter der Kontrolle
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unterschiedlicher Promotoren stand, wurde untersucht, in welchem relativen
Verhaltnis die exprimierten Proteinmengen zueinander standen (Abbildung
4.23 c). Da die Expression der HERG Mutanten cDNA unter der Kontrolle des
starken Pgr.1, Promotors stand und die cDNA der jeweiligen HERG Mutante
durch den schwacheren Pcyy Promotors kontrolliert wurde, wurden hohere
Proteinmengen an HERGwt Untereinheiten erhalten (Schulze-Bahr et al.,
2003; Abbildung 4.23 c).

Fur die Koexpression der heteromeren HERG Kanalkomplexe mit 14-3-3¢
wurde der bereits verwendete Vektor verwendet, in welchem 14-3-3¢ und
EGFP miteinander gekoppelt vorlagen. Dies ermoglichte auch die Selektion
transfizierter Zellen.

Fur die elektrophysiologische Untersuchung klemmte ich die CHO-Zellen auf
ein Haltepotential von —80mV und verwendete das bereits bekannte V3 s,-
Protokoll. Nachdem die Mutanten mit dem Wildtyp koexprimiert wurden,
erhielt ich in der Abwesenheit von 14-3-3¢ spannungsabhangige
Aktivierungen, welche denen des Wildtyps ahnelten. Die halbmaximale
Aktivierung fur die Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20
koexprimiert mit dem HERGwt ergab Werte von -8.0 + 1.2 mV, -10.4 + 0.9
mV, beziehungsweise -4.9 + 1.4 mV (Tabelle 4; n=8, n=13, beziehungsweise
n=9). Diese V4-Werte der HERG-Mutanten unterschieden sich kaum vom
Wildtyp mit einer Spannung der halbmaximalen Aktivierung von —6.6 + 1.3 mV
(n=12). Die Steigungsfaktoren der Mutanten G965X, R1014fsX38 und
V1038fsX20 betrugen 11.9 + 0.9 mV, 10.5 + 0.7 mV, beziehungsweise 13.0 +
1.2 mV (n=8, n=13, beziehungsweise n=9). Da der Steigungsfaktor fur den
Wildtyp 11.2 £ 0.5 mV betrug (n=12), unterschieden sich auch die
Steigungsfaktoren der Mutanten nicht von dem des Wildtyps.

Wurde der Wildtyp zusammen mit 14-3-3¢ exprimiert, dann konnte man die
bereits beschriebene Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung in
Richtung negativer Potentiale erkennen. Der Vqp-Wert fir HERGwt mit
14-3-3¢ betrug —15.2 + 0.9 mV und verschob sich somit um 8.5 + 1.6 mV zu
negativeren Spannungen (Abbildung 4.23 d; n=16). Die Prasenz von 14-3-3¢
hatte keinen Effekt auf den Vi-Wert der Mutanten, welche mit HERGwt

koexprimiert wurden. Fur die Spannungen der halbmaximalen Aktivierung der
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Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 erhielt man Werte von
-8.2 + 1.6 mV, -12.7 + 1.5 mV, beziehungsweise -8.2 + 1.0 mV (Abbildung
4.23 d und Tabelle 4; n=8, n=12, beziehungsweise n=7). Somit bewirkte die
Anwesenheit von 14-3-3¢ keine Verschiebung der spannungsabhangigen
Aktivierung der HERG Mutanten, wie sie beim HERGwt zu beobachten war.
Allen gemeinsam war jedoch die Tatsache, dass weder der Wildtyp, noch die
mit dem Wildtyp koexprimierten Mutanten eine Veranderung des
Steigungsfaktors aufwiesen — sei es mit oder ohne 14-3-3¢ (Tabelle 4). Im
Gegensatz zum HERGwt, der durch 14-3-3¢ in seinem Vjp-Wert um
8.5 + 1.6 mV zu negativeren Spannungen verschoben wurde, konnte man fir
die HERG-Mutanten keine Veranderung — werde zu positiveren, noch zu
negativeren Spannungen — beobachten (Abbildung 4.23 e).
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Vi

[mV]
HERGwt -6.6+1.3
HERGwt & 14-3-3¢ -15.2 £ 0.9***
G965X & HERGwt -8.0x+1.2
G965X mit HERGwt & 14-3-3¢ -8.2+1.6
R1014fsX38 -104+1.0

R1014fsX38 mit HERGwt & 14-3-3¢ -12.7+£1.5

V1038fsX20 -49+14

V1038fsX20 mit HERGwt & 14-3-3¢ -8.2+1.0

Tabelle 4

Steigungsfaktor
[mV]

11.2£0.5

8.6 0.5

11.9+0.9

11.7+0.4

10.5+0.7

9614

13.0+1.2

11.5+£1.3

12

16

13

12

Die halbmaximalen Aktivierungspotentiale Vi, und die Steigungsfaktoren fir
HERGwt und die mit HERGwt koexprimierten HERG Mutanten in Gegenwart oder

Abwesenheit von 14-3-3¢. Die statistische Auswertung verglich jeweils HERGwt oder
HERG Mutante ohne 14-3-3¢ mit HERGwt oder HERG Mutante mit 14-3-3¢

(*** entspricht p<0.001).
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Abbildung 4.23

Koexpression von HERGwt mit HERG-G965X, HERG-R1014fsX39 oder HERG-
V1038AfsX21 in Abwesenheit oder in Gegenwart von 14-3-3¢. a) Immunprazipitation
von flag Epitop-markierten HERGwt koexprimiert mit HA Epitop-markierten HERGwt
oder HERG Mutante und anschlieRendes Immunoblotting und Detektion mit anti-HA
Antikérpern zeigt das alle HERG Mutanten Untereinheiten heteromere
Kanalkomplexe mit HERGwt Untereinheiten bilden. b) Schematische Darstellung
eines bi-cistronischen Expressionskonstrukts, welches flir die Koexpression von
HERGwt mit HERG Mutanten in der Abwesenheit und Gegenwart von 14-3-3¢
verwendet wurde. HERGwt und HERG-Mutanten cDNA sind auf einem
gemeinsamen Plasmid lokalisiert. Weiterhin befinden sich Promotoren (PCMV, PEF-
1a) und Polyadenylationssignale (pA) als strukturelle durch weile Kéastchen
gekennzeichnet auf dem Vektor. Das Startcodon des offenen Leserahmens ist durch
einen horizontalen Pfeil gekennzeichnet. ¢c) Western-Blot Analyse zur Abschéatzung
der relativen Proteinmengen an HERGwt und HERG-Mutanten nach Expression in
CHO-Zellen mit Hilfe des oben dargestellten bi-cistronischen Plasmids (Spalten mit
+). Zum Vergleich wurden Lysate von CHO-Zellen aufgetragen, welche mit einem
HERGwt oder einer der HERG Mutanten codierenden pcDNA3-Vektor transfiziert
wurden (Spalten mit —). HERG Protein wurde mit Hilfe von Antikdrpern, welche
gegen den N-Terminus von HERG gerichtet waren, detektiert. Die Pfeile rechts
markieren die Positionen der nur teilweise glykosylierten Untereinheiten von HERGwt
(schwarzer Pfeil) und der HERG Mutanten (weille Pfeile). d) Analyse der 14-3-3¢-
induzierten Verschiebung von V1/2 in Experimenten der mit HERGwt koexprimierten
HERG Mutanten. Die signifikante Verschiebung des V1/2-Wertes von HERGwt
(n=12) zu negativeren Potentialen konnte fir die HERG Mutanten (n=7-8) nicht

beobachtet werden. (*** entspricht p<0.001)



4 Ergebnisse 100

4.7 Computergestitzte Simulation einer
ventrikularen Kardiomyozyte

Um die pathophysiologische Relevanz des Verlustes des 14-3-3¢-induzierten
Effektes auf den HERG zu untersuchen, wurde in Zusammenarbeit mit der
Gruppe von Dr. Clancy eine computergestitzte Simulation von
Herzaktionsaktionspotentialen in einer ventrikularen Myozyte durchgefuhrt.
Das HERG-Kanalmodell basierte auf einem bereits verdffentlichten Markov-
Modell, welches an unsere experimentell ermittelten HERG-Daten angepasst
wurde (Clancy und Rudy, 2001) (Abbildung 4.24 a und b). Da die HERG-
Kanalaktivierung durch 14-3-3¢ von der PKA-Phosphorylierung abhangig ist
und diese wiederum durch p-adrenerge Stimulation aktiviert wird,
verwendeten wir ein Modell einer B-adrenerg stimulierten Kardiomyozyte, um
die Auswirkungen der HERG-Kanalregulation zu untersuchen (Terrenoire et
al., 2005; Saucerman et al.,, 2003). Unter der Annahme, dass die
Modifikationen von HERG PKA und Proteinphosphatase 1 (PP1) den
Kinetiken von lca, Phospholamban (PLB) und Iks ahneln, wurden die so
entsprechend modifizierten Kinetiken des HERG in das Modell eingeflgt.

Das HERG-Modell stellt die wesentlichen Eigenschaften der Kinetiken des
phosphorylierten und nicht-phosphorylierten HERG dar, was sich in den sehr
guten Angleichungen der Modelfunktionen an die experimentell ermittelten
Werte  der Leitfahigkeit-Spannungs-Beziehung und  der  Strom-
Spannungskurve widerspiegelt (Abbildung 4.24 a und b). Insbesondere die
besondere Eigenschaft von HERG aufgrund einer extrem schnellen
Inaktivierung bei anfanglicher Depolarisation nur kleine Strome zu
produzieren, wird durch das Modell sehr gut dargestellt (Abbildung 4.24 c).
Sehr schnelle Repolarisation wiederum fuhrt zu einer deutlichen Zunahme der
Leitfahigkeit aufgrund von schneller Erholung der Kanale aus der
Inaktivierung. Anschlieliend kann man eine langsame Abnahme des Stroms
beobachten, was auf den Ubergang der offenen zu geschlossenen Kanalen
zurtckzufihren ist (Abbildung 4.24 c). Diese Eigenschaften ermdglichen es
HERG-Kanalen als wichtige Repolarisationsreserve zu fungieren und

vorzeitigen Erregungen und der Ausbildung von Herzarrhythmien
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vorzubeugen (Smith et al., 1996; Miller, 1996). Aufgrund der Erholung eines
grolRen Anteils der Kanale aus der Inaktivierung durch eine kurze
Repolarisation, kommt es nach einer anschlieRenden zweiten Depolarisation
zu sehr grof3en Auswartsstromen. Die nicht-phosphorylierten (schwarze Linie)
und phosphorylierten (rote Linie) HERG Kanale reagieren beide mit einer
Erhéhung des Stroms. Aber im Gegensatz zum nicht-phosphorylierten Kanal
weist der phosphorylierte HERG Kanal eine wesentlich héhere Aktivitat und
kurzere Zeitkonstanten auf, so dass der phosphorylierte HERG-Kanal mehr
Strom produziert (Abbildung 4.24 c). Die Computersimulation zeigt, dass der
phosphorylierte HERG-Kanal viel effektiver vorzeitige Erregungen oder frihe
Nachdepolarisationen als die Mutanten unterdruckt.

Die PKA-abhangige Phosphorylierung unterschiedlicher Proteine in
ventrikularen Kardiomyozyten nach p-adrenerger Stimulation ist gut
untersucht (Bers et al., 2002). Das Zusammenspiel der lonenkanale und
Rezeptoren nach [-adrenerger Stimulation ist jedoch noch nicht gut
verstanden. Um den Effekt der HERG-Phosphorylierung in einem
realistischeren Modell zu untersuchen, wurde in Zusammenarbeit mit Dr.
Clancys Gruppe ein modifiziertes Luo-Rudy Modell verwendet (Hancox et al.,
1998). Die simulierten Zellen mit HERGwt (schwarze Linie) oder HERG
Mutanten (rote Linie) wurden 100mal mit einer fixierten Zykluslange von
500ms erregt. AnschlieBend wurde nach einem sehr kurzen diastolischen
Intervall ein vorzeitiger Stimulus gegeben, welcher eine ektopische Erregung
oder ein Phase-2 Wiedereintritt simulieren sollte (7.2ms nach 95%iger
Repolarisation) (Abbildung 4.24 d). In einer normalen Zelle vermittelte der
phosphorylierte HERGwt-Kanal einen sehr gro3en Auswartsstrom, welcher
effektiv einen vorzeitigen zweiten Stimulus unterdricken konnte (Abbildung
4.24 d und e). In einer Zelle mit mutiertem HERG-Kanal flihrte der vorzeitige
Stimulus zur Entstehung eines sich abzeichnenden Aktionspotentials,
welches potentiell sich in das umliegende Gewebe ausbreiten und somit
einen Phase-2 Wiedereintritt hervorrufen kann.

Weiterhin testeten wir die Auswirkung des phosphorylierten HERG auf die
Anpassung der Aktionspotentialdauer. Simulationen von Modellzellen mit

HERGwt oder HERG Mutante wurden vor und nach B-adrenerger Stimulation
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(Isoprenalin induziert = ISO) mit einer fixierten Zykluslange (von 200 bis
1000ms) flr 100 Herzschlage aktiviert. Die Aktionspotentialdauer des 100.
Herzschlages wurde aufgenommen und als Funktion gegen die Zykluslange
aufgetragen (Abbildung 4.24 f). Computersimulierte Zellen mit HERGwt
hatten unter B-adrenerger Stimulation wesentlich kurzere Aktionspotentiale
und eine starkere Anpassung (mehr Verklurzung bei kirzeren Zykluslangen)
als Zellen ohne p-adrenerge Stimulation. Weiterhin fanden sich fur
Simulationen von Zellen mit HERG Mutante (d.h. ohne HERG
Phosphorylierung, aber phosphorylierten Ixs und Ica) etwas langere
Aktionspotentialdauern und eine verminderte Adaptation — insbesondere bei

sehr langen Zykluslangen (Abbildung 4.24 f).
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Abbildung 4.24

Analyse der physiologischen Relevanz der PKA-abhangigen V., Verschiebung von
HERG durch computergestitzte Simulation von  Herzaktionspotentialen.
a — b) Experimentell erhaltene (Symbole) und computersimulierte (Linie) HERG-
Kanalkinetiken. Rote Kreise und rote Linien reprasentieren den phosphorylierten
HERG Kanal; schwarze Kreise und schwarze Linien reprasentieren den nicht-
phosphorylierten HERG Kanal. a) Aktivierungskurven, bzw. Leitfahigkeits-
Spannungs-Beziehung. b) Strom-Spannungs-Beziehung. c¢) Das HERG-Modell
beinhaltet alle wesentlichen Eigenschaften von HERG (Smith et al., 1996; Miller,
1996). Das Kommandoprotokoll (untere Teilabbildung) ist dargestellt: Depolarisation
auf +20 mV von -80 mV fir 3.5 s, anschliel®end Repolarisation auf -80 mV fir 20 ms
und dann erneute Depolarisation auf +20 mV. d) p-adrenerge Stimulation resultiert in
Phosphorylierung von HERG und flihrt zu einer verbesserten Unterdriickung von
vorzeitigen Erregungen. Zellen, welche die nicht-phosphorylierbare HERG Mutante
enthalten, vermdégen die vorzeitige Erregung nicht effektiv zu unterdriicken. Die
simulierten Zellen mit HERGwt (schwarze Linie) oder HERG-Mutanten (rote Linie)

wurden 100mal mit einer fixierten Zykluslange von 500 ms erregt. Anschlielend
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wurde nach einem sehr kurzen diastolischen Intervall ein vorzeitiger Stimulus
gegeben, welcher eine ektopische Erregung oder einen Phase-2 Wiedereintritt
simulieren sollte (7.2 ms nach 95 %iger Repolarisation). In der normalen Zelle
erzeugte der phosphorylierte HERGwt einen sehr grollen Auswartsstrom, welcher
effektiv den vorzeitigen Stimulus unterdricken konnte. In der Zelle mit mutiertem
HERG fuhrte der vorzeitige Stimulus zur Entstehung eines deutlicheren
Aktionspotentials. e) Der phosphorylierte HERG Strom (schwarz) fihrt zu einer
schnellen Repolarisation bevor Na* oder Ca®* Kanale aktiviert werden kénnen. In der
Zelle mit mutiertem HERG ist der Strom deutlich kleiner und vermag deshalb nicht
die Aktivierung depolarisierender Einwartsstréme zu verhindern. f) Die simulierten
Zellen mit HERGwt oder HERG-Mutante wurden vor oder nach lIsoprenalin-
induzierter B-adrenerger Stimulation (ISO) fur 100mal mit einer fixierten Zykluslange
(von 200 bis 1000ms) erregt. Die Aktionspotentialdauer des 100.Herzschlages
wurde angenommen und als Funktion gegen die Zykluslange aufgetragen. Schwarze
Linie: Wildtyp Zellen nach B-adrenerger Stimulation. Rote Linie: Zellen mit mutiertem
HERG (d.h. ohne HERG Phosphorylierung, aber phosphorylierten lxs und lc,.) nach
B-adrenerger Stimulation. Graue Linie: Wildtyp Zellen vor B-adrenerger Stimulation.

Die Simulationen wurden ausgefihrt von der Arbeitsgruppe von Dr. Collen Clancy.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit erfolgte die elektrophysiologische, immunzytochemische und
proteinbiochemische Analyse von funf bisher nicht beschriebenen LQT2-
Mutationen (HERG) der identifizierten Mutationen. Alle Mutationen waren im
C-Terminus des HERG-Kaliumkanaluntereinheit lokalisiert. Vier der
Mutationen (G965X, R1014fsX38, V1038fsX20 und R744X) fuhrten zu einer
Verklrzung des Kanalproteins und bei einer Mutation (S818L) lag eine
Punktmutation vor, die zum Austausch einer Aminosaure fiihrte. Bei den vier
Mutationen, welche zu einer Verkiirzung des Kanalproteins fuhren, handelte
es sich um neuartige, bisher weder beschriebene noch charakterisierte
Mutationen. Hingegen war die Mutation S818L bereits in friheren Arbeiten
beschrieben worden (Berthet et al., 1999; Nakajima et al., 2000).

In dieser Arbeit wurden die Mutationen elektrophysiologisch und zellbiologisch
untersucht. Die elektrophysiologischen Untersuchungen zeigten, dass die
Mutanten (G965X, R1014fsX38, V1038fsX20) zum HERG-Wildtyp sehr
ahnliche Strome produzierten, wohingegen bei der Expression der Mutanten

R744X und S818L kein Strom nachgewiesen werden konnte.

5.1 Die transportdefizienten Mutationen
R744X und S818L

Zwei Grunde konnen fur das Ausbleiben eines Stroms nach der Expression
der Mutanten R744X und S818L angefiihrt werden. Erstens ist es mdglich,
dass die Kanaluntereinheiten der Mutanten normal prozessiert und
transportiert werden, d.h. die Kanalproteine werden auf der Plasmamembran
exprimiert, bilden aber keine funktionellen Kanéle aus. Fir Mutationen in der
Pore des HERG-Kanals (V612L, T613M und L615V) konnte gezeigt werden,
dass die mutierten Kanalproteine auf der Plasmamembran erscheinen, aber
ihre Aktivitat eingeblf3t hatten (Huang et al., 2001).

Eine Alternative ist, dass die Kanalproteine fehlerhaft gefaltet oder

prozessiert, in intrazellularen Zellorganellen zurlickgehalten und nicht
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weitertransportiert werden. Das Auftreten einer Transportfehlfunktion, bei
welchem es nicht zum Einbau der Kanalproteine in die Plasmamembran
kommt, sondern zu einer Akkumulation der Kanalproteine in intrazellularen
Domanen, ist fur Mutationen in lonenkanélen weit verbreitet (Bidaud et al.,
2006; Heusser et al., 2005; Kleizen et al., 2000; Lai & Jan, 2006). Zahlreiche
Mutationen, die zu Transportfehlfunktionen fihren, wurden auch fur den
Kaliumkanal HERG bereits gezeigt. (Zhou et al.,1998; Furutani et al., 1999;
Splawski et al., 2000; Ficker et al., 2000).

Zur leichteren Lokalisierung der HERG-Kanéle in Zellkompartimenten wurden
die HERG-Proteine N-terminal mit einem HA-Epitop markiert und mit den
Mutanten R744X und S818L transfizierte COS7-Zellen immunzytochemisch
untersucht. Aufgrund der Tatsache, dass HERG-R744X lediglich in
perinukledren Bereichen nachgewiesen werden konnte und die Western Blot
Analyse lediglich unvollstéandig glykosylierte Untereinheiten aufzeigte, scheint
diese Mutation zu einer vollstdndigen Retention im ER zu fuhren. Es kommt
also bereits im ER sofort nach Synthese der Kanalproteine zu einer
vollstandigen Retention. Im Gegensatz zu HERG-R744X finden sich bei
HERG-S818L in den immunhistochemischen Anfarbungen zusatzlich zu den
perinukledren Bereichen auch einige Anhaufungen in peripheren, nahe der
Plasmamembran liegenden Abschnitten. Die Western Blot Analyse wies
vollstandig glykosylierte Kanaluntereinheiten nach, so dass ein Transport der
mutierten Kanéle bis in den Golgi-Apparat noch mdglich sein sollte, wahrend
der weitere Transport defekt zu sein scheint. HERG-S818L kann deshalb
ebenfalls als eine transportdefekte Mutante angesehen werden. Im Fall von
HERG-R744X fuhrte die Mutation nadmlich zu einer vollstandigen Retention
bereits im ER, wahrend der Aminosdureaustausch in der cNBD-Domane
(S818L) zur Retention im ER und auch im Golgi-Apparat fuhrt.
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5.1.1 Mechanismus der Retention im ER

Das ER spielt bei der Qualitatskontrolle beziiglich der synthetisierten und
prozessierten Proteine und den Weitertransport dieser eine wichtige Rolle.
Die Aminosauresequenz RXR (mit X als irgendeine Aminosaure) konnte als
putatives ER-Retentionssignal in Prokaryonten, sowie in Eukaryonten
dentifiziert werden. Eine entsprechende Sequenz findet sich bei HERG an
den Positionen 1005-1007 in Form von RGR (Zerangue et al., 1999;
Kupershmidt et al., 2002). Im HERGwt ist das ER-Retentionssignal
offensichtlich maskiert. Die RGR-Sequenz kann wahrscheinlich nicht als
Grund fir die Retention der Mutanten S818L und R744X herangezogen
werden.

Das Ausbleiben von Strémen nach der Expression von HERG-R744X ist eher
darauf zurickzufuhren, dass durch die Verkirzung um 311 oder mehr
Aminosauren am C-Terminus keine funktionellen Kanale ausgebildet werden
konnen. Die Mutante HERG-R744X ist somit wesentlich kirzer als die
bendtigte Lange fur die funktionelle Expression auf der Zellmembran (Aydar &
Palmer, 2001). Weiterhin wurde gezeigt, dass bei der Deletion der
Aminosauren 860 bis 899 oder einer entsprechenden Verkirzung keine
Strome messbar waren und man auch keine vollstandig glykosylierten
Kanaluntereinheiten nachweisen konnte (Akhavan et al.,, 2003). Diese
Beobachtung stimmt sehr gut mit unseren Ergebnissen tberein, dass HERG-
R744X, welche die Aminoséuren 860 bis 899 nicht enthalt, keine vollstandig
glykosylierte Form aufweist, sondern nur die unvollstandige Golgi-Apparat
unabhangige Glykosylierung. Der fehlerhafte Transport von HERG-R744X
kénnte auf dem Fehlen von Aminosauresequenzen im C-Terminus beruhen,

welche fur den Transport aus dem ER notwendig sind.
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Konstrukt Messung von Strom
HERGwt Ja

HERGA147 Nein
HERGA159 Ja
HERGA147&LGL Ja

HERGA311 oder mehr Nein
HERGA860-899 Nein
HERGA416 (R744X) Nein

Tabelle 5

Die funktionellen Expressionen unterschiedlicher HERG-Konstrukte auf der
Plasmamembran sind zusammengestellt. Das A beschreibt die C-terminale
Verkirzung um die angegebene Anzahl an Aminoséauren. Die Angabe LGL bedeutet,
dass das ER-Retentionssignal RGR zu LGL mutiert wurde. AuRerdem ist HERG-
R744X aufgelistet mit seiner entsprechenden C-terminalen Verkirzung.

(Angaben aus Aydar & Palmer et al., 2001; Akhavan et al., 2003; Kupershmitdt et al.,
2002)

5.1.2 Mechanismus der Retention im Golgi-Apparat

Nachdem die Membranproteine im ER synthetisiert wurden, werden sie zum
Golgi-Apparat  weitertransportiert, wo  wesentliche posttranslationale
Modifikationen stattfinden. Die fur den weiteren Transport zur
Plasmamembran essentiell sind. Fur transportdefekte HERG-Mutationen
konnte eine fehlende Interaktion mit GM130 — einem Protein des Golgi-
Apparats nachgewiesen werden (Roti Roti et al., 2003). Die untersuchten
LQT-Syndrom assoziierten Mutationen (V822M, S818P und R823W)
befanden sich alle in der zyklischen Nukleotidbindedoméne (cNBD). Eine
klare Lokalisation von HERGwt und von GM130 konnte in perinuklearen

Regionen nachgewiesen werden, welche mit dem cis-Golgi-Apparat
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Ubereinstimmten. Da eine fehlende Interaktion von HERG-S818P mit GM130
nachgewiesen werden konnte, erscheint es sehr wahrscheinlich, dass ein
ahnlicher Mechanismus der hier untersuchten Mutanten HERG-S818L

zugrunde liegt.

5.1.3 Temperatursensitivitat transportdefizienter Mutationen

Fur einige transportdefiziente Mutationen (T65P, N470D, R572W), welche im
Vergleich zum Wildtyp stark reduzierte Stréme aufwiesen, konnte eine
dramatische Erhohung der funktionellen Expression auf der Plasmamembran
durch eine Erniedrigung der Inkubationstemperatur erreicht werden
(Paulussen et al., 2002; Zhou et al., 1999; Ficker et al., 2003). Die erniedrigte
Inkubationstemperatur fuhrt wahrscheinlich durch langsamere Faltung der
Proteine zu einer Erh6hung des Anteils korrekt geformter Kanaluntereinheiten
und somit zu einer hoheren funktionellen Expression auf der
Plasmamembran.

Ob die Mutanten HERG-R744X und HERG-S818L durch eine Erniedrigung
der Temperatur auf 25°C aktive Kandle ausbilden, wurde von mir nicht
untersucht. Fur HERG-S818L wurde gezeigt, dass bei der Expression in
Xenopus Oozyten und bei einer Inkubationstemperatur von 14-16°C keine
messbaren Strome detektierbar waren (Nakajima et al., 2000)). Es ist deshalb
nicht eindeutig erklart, ob Faltungsprobleme und/oder intrinsische Signale,
welche fir den subzellularen Transport von Bedeutung sind, fir den
pathophysiologischen Mechanismus von HERG-R744Y und HERG-S818L

verantwortlich sind.
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514 Haplo-Gendosis-Effekt transportdefizienter
HERG-Mutanten

Mutationen im LQT2-Gen sind mit einem autosomal-dominanten Erbgang
assoziiert, weshalb bereits bei Anwesenheit eines defekten Allels zur
Auspragung der Krankheit fohrt. Zwei grundlegende Mechanismen der
Krankheitsauspragung konnen unterschieden werden — ein dominant-
negativer Effekt und eine Haploinsuffizienz. Normalerweise wirde es durch
die Anwesenheit von einem defekten und einem korrekten Allel zur Reduktion
der funktionstiichtigen Proteine um 50% fihren, wenn es zu keiner
gegenseitigen  Beeinflussung der defekten und der korrekten
Kanaluntereinheiten kommt. Eine Halbierung der Gendosis von HERG flhrt
also zu einer 50% Reduktion des schnell aktivierenden repolarisierenden
Kaliumstroms Ig,. Die Interaktion und gegenseitige Beeinflussung von
defekten und korrekten Kanaluntereinheiten flhrt zur Zusammensetzung und
zum Aufbau der tetrameren HERG-Kanédle aus funktionierenden und
funktionslosen Untereinheiten (Gong et al.,, 2004). Die Anwesenheit
fehlerhafter Untereinheiten kann dabei zum vollstandigen Funktionsverlust
des gesamten Tetramers fuhren (Kagan et al., 2000; Gong et al., 2004).
Meine Untersuchungen der Koexpression von HERGwt mit HERG-R744X,
bzw. HERG-S818L zeigten keinen Unterschied der Stromdichte beim
Vergleich mit Kontrollzellen, die lediglich mit HERGwt transfiziert worden
waren. Die zusatzliche Koexpression der Mutanten fuhrte somit zu keiner
Beeintrachtigung der funktionellen Expression des Wildtyps. Weiterhin
betrugen die erhaltenen Stromdichten der Koexpressionen aus gleichen
Teilen HERGwt und Mutante etwa 50% der erwarteten Kontrollstromdichte.
Der Pathomechanismus sollte somit auf eine Halbierung der schnellen
Komponente des repolarisierenden Kaliumstroms Ik, zurtckzufiihren sein —
also auf Haploinsuffizienz.

Obwohl sich die Mutanten HERG-R744X und HERG-S818L prinzipiell
bezlglich ihres Pathomechanismus zu gleichen scheinen, existiert
wahrscheinlich ein grundlegender Unterschied. Fir HERG-S818L konnte

gezeigt werden, dass trotz des fehlenden dominant-negativen Effektes eine
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Interaktion mit dem Wildtyp stattfindet (Nakajima et al., 2000). Fir die LQT-
Syndrom assoziierte Mutante HERG-Q725X konnte gezeigt werden, dass
dieser defekten Untereinheit die Fahigkeit zur Bildung von Multimeren mit sich
selbst oder mit dem Wildtyp nicht méglich war, da HERG-Q725X bei alleiniger
Expression oder auch bei der Koexpression mit dem Wildtyp lediglich als
Monomer vorlag (Gong et al., 2004). Ein a&hnlicher Defekt der
Multimerisierung wird wahrscheinlich auch HERG-R744X zugrunde liegen, da
auch hier eine fast gleichlange Verkirzung des C-Terminus vorliegt wie bei
HERG-Q725X.

Der Transportdefekt von HERG-R744X mit vollstandiger Retention im ER liegt
also wahrscheinlich an einem Unvermdgen zur Tetramerisierung. Im
Gegensatz dazu liegen bei HERG-S818L eine vollstandige Prozessierung und
ein Transport bis in den Golgi-Apparat vor. Somit scheint auch eine Fahigkeit
zur Tetramerisierung mit dem Wildtyp vorzuliegen, obwohl kein dominant-
negativer Effekt auf die Stromdichten zu beobachten ist. Weitere Experimente
(Immunpréazipitation, immunzytochemische Lokalisationsdiagnostik nach
Koexpression von HERG-S818L mit HERGwt) sind notwendig um die Frage

einer moglichen Tetramerisierung von HERG-S818L mit HERGwt zu Kklaren.
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5.2 Die HERG-Mutanten G965X, R1014fsX38 und
V1038fsX20

Die elektrophysiologische Analyse ergab, dass die biophysikalischen
Eigenschaften der Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 mit denen
des Wildtyps bezuglich Aktivierung, Deaktivierung, Inaktivierung und
Stromdichte Ubereinstimmten. Eine Verkirzung des C-Terminus von HERG
um 194 Aminosduren, wie bei HERG-G965X scheint somit weder einen
Einfluss auf die funktionelle Expression auf der Plasmamembran, noch auf die
biophysikalischen Eigenschaften des Kanals zu haben. Die Tatsache, dass
eine C-terminale Verkirzung von HERG um weniger als 311 Aminosauren zur
Auspragung von funktionellen Strémen fuhrt, stimmt sehr gut mit unseren
Beobachtungen Uberein (Aydar & Palmer et al., 2001)).

Dem C-Terminus von HERG konnten Funktionen bei der Multimerisierung
und der Regulation des subzellularen Transportes zugeschrieben werden
(Gong et al., 2004; Roti Roti et al., 2002); Kupershmidt et al., 2002). Erst
kirzlich wurde eine funktionelle Interaktion des Proteins 14-3-3¢ mit HERG
beschrieben, die von der Phosphorylierung einer N-terminalen und C-
terminalen PKA-Phosphorylierungsstelle (S283 und S1137) abhangt (Kagan
et al., 2002)).

5.2.1 Regulation von HERG durch Proteinkinase A

Die sympathoadrenerge Modulation im Herzen wird durch die Proteinkinase A
(PKA) vermittelt, welche die unterschiedlichsten Proteine phosphoryliert — den
L-Typ Kalziumkanal (Zhao et al., 1994; Gerhardstein et al., 1999),
Phospholamban (Simmerman et al., 1998), Troponin | (Sulakhe et al., 1995),
den Ryanodinrezeptor (Marx et al., 2000) und das Myosin-Bindende-Protein C
(Kunst et al, 2000). Die PKA erkennt ganz spezifische
Aminosauresequenzen. Im HERG wurden vier PKA-Phosphorylierungsstellen
identifiziert, welche sich an den Positionen S283, S890, T895 und S1137
befinden (Thomas et al., 1999; Cui et al., 2000; Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1

In die hypothetische Struktur von HERG mit seinen sechs Transmembrandoméanen
sind die putativen PKA-spezifischen Phosphorylierungsstellen eingezeichnet und mit
ihrer entsprechenden Aminosaure und Position bezeichnet. (modifiziert nach Thomas
et al., 1999)

In Xenopus Oozyten und in CHO-Zellen fihrte die PKA-abhangige
Phosphorylierung von HERG zu einer Amplitudenreduktion der Tail-Strome,
sowie zu einer Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung zu
positiveren Potentialen (Karle et al.,, 2002; Thomas et al.,, 2004). Eine
derartige Modulation kann potentiell zu einer Abnahme der Aktivitat der
schnellen Komponente des repolarisierenden Kaliumstroms lg, im Herzen
fuhren.

Durch die zusatzliche Expression von 14-3-3¢ — der haufigsten 14-3-3 Isoform
im Herzen — konnte in CHO-Zellen eine direkte, funktionelle Interaktion dieses
zytosolischen Proteins mit PKA-phosphoryliertem HERG nachgewiesen
werden. Die Wechselwirkung fuhrt zu einer Verschiebung der
spannungsabhangigen Aktivierung zu hyperpolarisierenden Potentialen. Im

Ergebnis wirde die HERG Aktivitdt gesteigert werden und somit Iy,
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Amplituden bei Spannungen, welche fur die kardiale Aktionspotentialdauer
malf3geblich sind, erhéhen (Kagan et al., 2001).

Weiterhin haben einige Arbeiten von einer Erhéhung der HERG-Strome durch
B-Agonisten berichtet (Cui et al., 2000; Cui et al., 2001), wohingegen andere
Gruppen eine PKA-abhangige Erniedrigung der HERG-Amplituden zeigen
konnten (Karle et al., 2002; Thomas et al., 2004). Diese Diskrepanz konnte
darauf zuriickgefuhrt werden, dass die PKA-abhangige Phosphorylierung von
HERG zu einer beschleunigten Deaktivierung und somit zu einer Reduktion
des Stroms fuhrt (Karle et al., 2002; Thomas et al., 2004), wohingegen die
direkte Bindung von zyklischen Adenosinmonophosphat (CAMP) an die
zyklischen Nukleotid-Bindedomane von HERG zu einer Verschiebung der
spannungsabhangigen Aktivierung zu negativeren Potentialen und somit zu
einer Erhéhung des Stroms fuhrt (Cui et al., 2000; Cui et al., 2001). Da diese
Arbeiten in der Abwesenheit von 14-3-3¢ durchgefuihrt wurden, ist es
wahrscheinlich, dass die Diskrepanzen darauf zurtickzufiihren sind, dass mit
14-3-3¢ eine wesentliche physiologische Komponente der HERG Regulation
fehlte.

5.2.2 Struktur, Funktion und Regulation von 14-3-3

Bisher sind sieben Isoformen des 14-3-3 Proteins in Saugetieren bekannt (3,
g, v, M, o, T und ), von welchen die Isoform 14-3-3¢ die haufigste Form im
Herzen ist. Die etwa 28-33kDa grof3en, sauren Proteine kommen in Zellen als
Dimere vor (Fu et al., 2000; Kagan et al., 2001).

Eine Rolle von 14-3-3 Proteinen bei der Regulation von Apoptose,
Signaltransduktion und Zellzyklus konnte gezeigt werden. So interagieren
beispielsweise Raf-1, p53, a,-Adrenorezeptoren, Glukokortikoid-Rezeptor and
Na'/H* Austauscher, PI3-Kinase und IGF-I Rezeptor mit 14-3-3 Proteinen (Fu
et al., 2000; Clark et al., 1997; Thorson et al., 1998; Prezeau et al., 1999;
Widen et al., 2000; Yip-Schneider et al., 2000; Lehoux et al., 2001). Fir eine
funktionelle Interaktion ist eine Phosphorylierung von Serinen und/oder
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Threoninen notwendig, welche in bestimmte Aminosauresequenzen

eingebettet sind. Zwei unterschiedliche Motive sind bekannt:

Modus | R (S/p) X pS X P
Modus Il R X (S/®) pS X P

wobei R fur Arginin, S fur Serin, pS fur phosphoryliertes Serin, ® fur eine
aromatisch Aminosaure, X fir irgendeine Aminosaure und P fir Prolin steht
(Yaffe et al., 1997). Die Phosphorylierung kann von unterschiedlichen
Proteinkinasen abhéngig — beispielsweise Proteinkinase A durchgefihrt
werden (Tzivion & Avruch, 2002).

52.3 Funktionelle Interaktion von 14-3-3¢ mit HERG

Es konnte eine Modulation unterschiedlichster lonenkandle durch 14-3-3
gezeigt werden (Zhou et al., 1999; Booij et al., 1999; Chan et al., 2000). Eine
Interaktion von HERG mit 14-3-3¢ fuhrt zu einer Verschiebung der
spannungsabhangigen Aktivierung des Kanals. Fur diese Modulation des
HERG-Kanals mussen die Serine S283 und S1137 phosphoryliert vorliegen.
Fir die molekulare Interaktion von 14-3-3¢ mit HERG ist hingegen bereits die
Phosphorylierung an einer dieser beiden Serine ausreichend. Fur funktionelle
Effekte durch 14-3-3¢ ist neben der Phosphorylierung von HERG auch die
Bindung von 14-3-3¢ als Dimer notwendig (Kagan et al., 2002). Die
Notwendigkeit zweier Phosphorylierungsstellen fur die funktionelle Bindung
von 14-3-3 wurde bereits in verschiedenen Proteinen des Zytoskeletts
(Vimentin und Keratin), Rezeptoren (IGF-I Rezeptor) und auch lonenkanalen
(Slowpoke) gezeigt, wobei in all diesen Fallen die Bindung eines 14-3-3
Dimers gezeigt werden konnte oder angenommen wird (Craparo et al., 1997,
Tzivion et al., 2000; Ku et al., 1998; Zhou et al., 1999).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass auch der PKA-phosphorylierte -
Adrenorezeptor 14-3-3¢ bindet und somit mit dem PKA-phosphorylierten
HERG um die Bindung mit 14-3-3¢ konkurriert (Tutor et al., 2006). Eine
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erhohte Bindung von 14-3-3¢ an den B-Adrenorezeptor fuhrte zu einer
verminderte Bindung von 14-3-3¢ an HERG, was zu einer Verminderung des
HERG Stroms fuhrt, wie er auch von einigen Gruppen beschrieben worden ist
(Karle et al., 2002; Thomas et al., 2004; Tutor et al., 2006). Wohingegen eine
verminderte Bindung von 14-3-3¢ an den p-Adrenorezeptor zu einer erhdhten
Bindung von 14-3-3¢ an HERG resultiert, was zu einer Erhéhung des HERG
Stroms fuhrt, wie es von anderen Gruppen beschrieben wurde (Kagan et al.,
2002; Tutor et al., 2006). Das Wechselspiel zwischen HERG, -
Adrenorezeptor und 14-3-3¢ scheint daher stark von dem relativen Verhaltnis
dieser Proteine zueinander abzuhangen. Die physiologische Regulation der
Interaktion von 14-3-3e mit HERG bedarf daher noch weiterer

Untersuchungen.

5.24 Physiologische Relevanz der Interaktion von
14-3-3e mit HERG

Auch in dieser Arbeit konnte bei Koexpression von HERG mit 14-3-3¢ eine
Verschiebung der spannungsabhéngigen Aktivierung um etwa 10mV zu
hyperpolarisierenden Spannungen beobachtet werden, wie sie bereits von
Kagan et al. beschrieben wurde (Abbildung 3.21a). Die Tatsache, dass
unterschiedliche Arbeiten gezeigt haben, dass durch PKA-abhéngige
Phosphorylierung eine Verschiebung der spannungsabhéngigen Aktivierung
zu positiveren Spannungen zu beobachten war, wir aber eine eindeutige
Verschiebung zu negativeren Potentialen sahen, kann durch Unterschiede in
der experimentellen Durchfuhrung erklart werden. Die beobachtete
Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung durch PKA-abhangige
Phosphorylierung wurde namlich ausschlief3lich in Xenopus Oozyten gesehen
(Kiehn et al., 1998; Thomas et al., 1999). Die Untersuchungen wurden also in
Systemen durchgefihrt, welche sich stark von ventrikularen Kardiomyozyten
unterschieden — Oozyten versus Koadrperzellen, Amphibienzellen versus
Saugetierzellen. Au3erdem liegt auch kein Nachweis fur die Anwesenheit von

14-3-3¢ in Oozyten vor, so dass in der Abwesenheit von 14-3-3¢ der
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Hauptgrund fiir das Fehlen einer hyperpolarisierenden Verschiebung zu
sehen ist.

AulRerdem zeigen die computergestitzten Simulationen einer B-adrenerg
stimulierten Kardiomyozyte, dass die experimentell erhaltenen Ergebnisse die
klinische Auspragung bei den Patienten erklaren kénnte (Abbildung 4.24).
Das Modell des Herzaktionspotentials zeigte zwar, dass die Mutation im
HERG lediglich eine geringfugige Verlangerung des QT-Intervalls hervorruft,
aber dass durch die fehlende PKA-abhéngige Aktivierung von HERG eine
wesentliche Repolarisationsreserve des Herzens fehlt. Dies wirde deshalb
die Ausbreitung der Erregung in angrenzendes Gewebe erleichtern und
Phase 2-Reentry ermdglichen, was zu Herzarrhythmien oder sogar zum
plétzlichen Herztod fuhren kdénnte. Die humangenetischen Untersuchungen
und die auf den experimentellen Daten basierende Computersimulation
zeigen sehr anschaulich, dass bei diesen Patienten die Auspragung des LQT-
Syndroms auf eine fehlende PKA-abhéngige Aktivierung des HERG
zurlickzufiihren ist.

AuBer der Computersimulation, welche Hinweise auf die physiologische
Relevanz der Interaktion von HERG mit 14-3-3¢ liefert, konnte in
physiologischen Experimenten mit unterschiedlichen kardialen Myozyten aus
verschiedenen Tieren durch p-adrenerge Stimulation und konsekutive
Proteinkinase A Aktivierung, die spannungsabhangigen Aktivierung des
repolarisierenden Kaliumstroms Ik zu negativeren Potentialen verschoben
werden (Tabelle 2). Man muss jedoch bedenken, dass der repolarisierende
Kaliumstrom Ix aus einer schnellen und eine langsamen Komponente
aufgebaut ist — Ix,, beziehungsweise Ixs. Die Verschiebung von Vi, um 10mV
zu negativen Spannungen, welche in zwei unterschiedliche Arbeiten durch
Applikation von Isoprenalin — einem (-adrenergen Agonisten — in
ventrikularen Kardiomyozyten des Meerschweinchens beobachtet werden
konnte, kann zum grof3ten Teil auf HERG zurlickgefuhrt werden. Eine Arbeit
von Heath und Terrar zeigte namlich, dass der Anteil von Ix, am gesamten
repolarisierenden Kaliumstrom etwa 58% betragt (Heath & Terrar, 1996). Eine
weitere Arbeit zeigte, dass sich der Vi,-Wert der schnellen Komponente des

repolarisierenden Kaliumstroms I, (HERG) in ventrikuldaren Kardiomyozyten
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des Meerschweinchens durch die Applikation von Isoprenalin um 5mV zu
hyperpolarisierenden Spannungen verschiebt. Bei der Applikation eines PKA-
Aktivator  (Forskolin) konnte man sogar eine hyperpolarisierende
Verschiebung um 10mV beobachten (Heath & Terrar et al., 2000).

Eine deutliche hyperpolarisierende  Verschiebung von Vi, des
repolarisierenden Kaliumstroms Ix um 10mV konnte auch nach Applikation
von Isoprenalin in Schrittmacherzellen des Kaninchens beobachtet werden
(Lei et al., 1999). In diesen spezifischen Zellen besteht der repolarisierende
Kaliumstrom Ix hauptsachlich aus der schnellen Komponente (HERG), so
dass in diesem Zellsystem der Effekt auf den Ix einem Effekt auf den Ik,
gleichgesetzt werden kann (Lei & Brown et al., 1996). Diese Beobachtungen,
wie auch andere Arbeiten in atrialen und ventrikularen Kardiomyozyten (Lei et
al., 1999; Lei & Brown, 1996; Giles et al., 1989; Sauviat et al., 2002;
Duchatelle-Gourdon et al., 1989; Yazawa & Kameyama, 1990; Walsh &
Kass, 1991; Heath & Terrar, 1996; Heath & Terrar, 2000), deuten daraufhin,
dass in vivo eine hyperpolarisierende Verschiebung des repolarisierenden
Kaliumstroms lg, aber insbesondere der schnellen Komponente Ik, auftreten
kann (Tabelle 2).



5 Diskussion

119

V12-Verschiebung Zelltyp (Spezies)

repolarisierende Strom

-10mv? Schrittmacherzellen
(Kaninchen)

-10mvV ¢ Vorhofmyozyten
(Frosch)

-13mv ° Kardiomyozyten
(Frosch)

- 10 my fundg ventrikulare Myozyten

(Meerschweinchen)

-5mV' ventrikulare Myozyten
(Meerschweinchen)

Tabelle 6

tiberwiegend Ix, "

I ist bedeutend ®

keine Angaben

58% Iy, und 42% lys"

100% I,
(Iks zu 100% inhibiert)

Durch die Applikation von Isoprenaline wird in unterschiedlichen Zellen der Wert fr

die halbmaximale Aktivierung verschoben. Die FuBnoten entsprechen folgenden

Literaturangaben:
a Lei etal., 1999

b Lei & Brown, 1996

c Giles et al., 1989

d Sauviat et al., 2002

e Duchatelle-Gourdon et al., 1989
f Yazawa & Kameyama, 1990
Walsh & Kass, 1991

Heath & Terrar, 1996

Heath & Terrar, 2000

o «Q



5 Diskussion 120

Der B-adrenerge Effekt auf die schnelle Komponente des repolarisierenden
Kaliumstroms in kardialen Zellen kann durch eine funktionelle Interaktion von
14-3-3¢ mit HERG erklart werden. Weiterhin deuten die Ergebnisse daraufhin,
dass die p-adrenerge depolarisierende Verschiebung von Vi, welche man in
Xenopus Oozyten beobachten konnte, wahrscheinlich physiologisch in
kardialen Myozyten nicht relevant ist, da durch B-adrenerge Stimulation in
diesen Zellen eine Verschiebung zu negativen Potentialen beobachtet werden
konnte. Obwohl Kagan et al. (Kagan et al., 2001) die PKA-abhéngige
Modulation von HERG durch 14-3-3¢ als eine adrenerge Regulation ansehen,
muss diese Annahme kritisch betrachtet werden. Kardiomyozyten exprimieren
namlich auler dem p;-Rezeptor noch verschiedene, andere G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren, welche potentiell zu einer Erhéhung der cAMP
Produktion fihren kénnen.

Insbesondere bei der Stimulation der Rezeptoren fiir glucagon-like peptide-1
(GLP1), Prostaglandin E; (PDE;) und Histamin konnte eine deutliche
Erhéhung des cAMP Spiegels in Kardiomyozyten nachgewiesen werden
(Bers, 2002; Vila Petroff et al., 2001; Buxton & Brunton, 1982). Obwohl die
Hohe der cAMP-Produktion durch GLP1, PDE; und Histamin mit einer
entsprechenden Stimulation der adrenergen Rezeptoren durch Isoprenalin
vergleichbar war, fuhrte der erhéhte cAMP Spiegel nicht zu einer erhdhten
Inotropie oder Chronotropie (Bers, 2002). Diese Ergebnisse deuten daraufhin,
dass cAMP nicht generell in der gesamten Zelle erhdéht und erniedrigt wird,
sondern die Wirkung dieses Signalmolekils in Mikrodomanen organisiert zu
sein scheint (Steinberg & Brunton, 2001). Obwohl man diese Hypothese
bereits in den 1970er Jahren postulierte, wurden erst in den letzten Jahren
Proteine entdeckt, welche die Bildung von makromolekularen Komplexen und
Mikrodomanen ermdéglichen. Die Bildung einer ganzen Reihe von cAMP
spezifischen Mikrodomanen scheint durch A-Proteinkinase-Ankerproteine
(AKAPs) realisiert zu werden, welche eine Familie mit mehr als 30 Proteinen
bilden (Steinberg & Brunton, 2001). Beispielsweise bindet AKAP18/15 den L-
Typ Kalziumkanal, mAKAP liegt mit dem Ryanodine Rezeptor gekoppelt vor
und erst kirzlich wurde eine funktionelle Interaktion von Yotiao mit KCNQ1
beschrieben (Fraser et al.,, 1998; Gray et al., 1998; Hulme et al.,, 2001;
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Kapiloff et al., 1999; Kapiloff et al., 2001; Marx et al., 2000; Marx et al., 2001,
Dodge et al., 2001; Potet et al., 2001; Marx et al.,, 2002). Fir eine
sympathoadrenerge Modulation der lonenkanéale scheint die Bildung dieser
makromolekularen Komplexe notwendig zu sein. Im Falle des Iks (KCNQ1) ist
AKAP Yotiao daran beteiligt. Fir Ix, (HERG) konnte eine derartige
Komplexbildung noch nicht beschrieben werden. Deswegen kann ein direkter
kausaler und physiologischer Zusammenhang zwischen der PKA-abhangigen
Phosphorylierung von HERG und einer f;-Adrenozeptor vermittelten
sympathoadrenergen Stimulation des Ik, bisher nur angenommen werden und

bedarf weiterer experimenteller Klarung (Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2

Die sympathoadrenerge Stimulation des p-Rezeptors fuhrt zu einer Aktivierung des
stimulierenden G-Proteins und dadurch zur Aktivierung der Adenylatzyklase. Die
Adenylatzyklase erhéht den cAMP Spiegel, wobei das cAMP die Proteinkinase A
aktiviert. Die Proteinkinase A fihrt zur PKA-spezifischen Phosphorylierung von
HERG, wodurch eine funktionelle Interaktion mit 14-3-3 mit dem phosphorylierten
HERG mdglich wird.
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5.2.5 Pathophysiologischer Mechanismus der
Interaktion von 14-3-3¢ mit HERG

Die funktionelle Interaktion von 14-3-3¢ mit HERG flihrte zu einer &hnlichen
Modulation der spannungsabhéangigen Aktivierung, wie sie bereits von Kagan
et al. beschrieben wurde (Abbildung 4.21a). Die fehlende Modulation der
HERG-Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 durch 14-3-3 kann auf
die fehlende C-terminale PKA-Phosphorylierungsstelle zurtickgefuhrt werden,
welche in diesen Deletionsmutationen nicht mehr vorhanden ist. Obwohl
14-3-3¢ Uber die N-terminale PKA-Phosphorylierungsstelle weiterhin an
HERG binden kann, findet keine funktionelle Modulation mehr statt. Fir die
molekulare Bindung scheint somit die N-terminale PKA-
Phosphorylierungsstelle auszureichen, wobei fur die funktionelle Interaktion
beide PKA-Phosphorylierungsstellen in HERG notwendig sind. Weiterhin ist
die Dimerisierung von 14-3-3¢ fur die Bindung an HERG essentiell.

Der Erbgang der unterschiedlichen HERG-Mutationen ist autosomal-
dominant, so dass bereits ein defektes Allel fir die Auspragung des
Phanotyps ausreicht. Da nach Expression der Mutanten mit dem Wildtyp
keine Modulation durch 14-3-3¢ beobachtet werden konnte, kann ein
dominant-negativer Effekt der Mutationen angenommen werden (Abbildung
4.22). Kagan et al. (Kagan et al., 2001) konnten zeigen, dass nach
Expression einer dominant-negativen 14-3-3¢ Mutante zusammen mit 14-3-3¢
Wildtyp keine Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung von
HERG gemessen wird. Offensichtlich reicht ein 14-3-3¢ Heterodimer
bestehend aus einem HERG bindenden 14-3-3¢ und einem HERG nicht
bindenden 14-3-3¢ fur die funktionelle Interaktion nicht aus. Darlber hinaus
zeigen meine Ergebnisse, dass ein HERG Tetramer, bestehend aus 14-3-3¢
bindendem Wildtyp und nicht bindender Mutante zwar mit 14-3-3¢ molekular
interagiert, aber funktionell nicht moduliert wird. Wahrscheinlich sind alle acht
14-3-3¢ Bindungsstellen — jeweils vier C- und vier N-terminale PKA-
Phosphorylierungsstellen eines HERG Tetramers — fir die funktionelle

Interaktion notwendig. Das stoichiometrische Verhaltnis von
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14-3-3¢ Dimeren zum HERG Tetramer bedarf jedoch noch genauerer
Untersuchungen.

Die PKA-abhangige Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung von
HERG um 10mV zu negativeren Potentialen fihrt zu einer Erhéhung des
repolarisierenden Kaliumstroms Ix bei Spannungen von -20 bis +10mV.
Insbesondere bei diesen Spannungen ist der Einfluss des repolarisierenden
Kaliumstroms auf das Herzaktionspotential am gré3ten (Kagan et al., 2001).
Der beobachtete Effekt ist abhangig von der Phosphorylierung durch PKA und
wird potentiell somit durch sympathoadrenerge Stimulation ausgelost.
Insbesondere fir LQT2-Patienten wurde ein deutlicher Zusammenhang
zwischen einer plotzlichen sympathischen Stimulation (Erschrecken,
akustischer Stimulus) und der Auslésung von kardialen Ereignissen
(ventrikulare Herzarrhythmien, Synkopen, Torsade de Pointes) gefunden
(Wilde et al., 1999).

Auch bei den von uns untersuchten Patienten mit den HERG-Mutationen
G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 wurden die Synkopen und
ventrikularen Tachyarrhythmien durch akuten, emotionalen Stress oder
korperliche Belastung ausgelost. Die Auslosung der kardialen Ereignisse
durch Erh6hung des Sympathikus bei diesen Patienten kann potentiell durch
den hier beschriebenen Pathomechanismus erklart werden, aber nicht die
bereits im Ruhezustand gemessene verlangerte QT-Zeit. Zahlreiche Studien
haben gezeigt, dass auch nicht stimulierte, also sich im Ruhezustand
befindende Kardiomyozyten bereits cCAMP Konzentrationen von 2.0 bis 4.0
pmol/mg aufweisen, welches fur die Aufrechterhaltung einer basalen PKA-
Aktivitat ausreichend ware (Malan et al., 2003; Luiken et al., 2002; Zhou et al.,
1999; Xu et al., 1996; Hussain et al., 1999). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass durch spezifische Inhibition der Proteinkinase A oder durch Stimulation
der Phosphatasen in nicht stimulierten Kardiomyozyten eine Erniedrigung des
L-Typ Kalziumstroms beobachtet werden konnte, was auf eine immer
vorhandene Phosphorylierung der Proteine auch in nicht stimulierten
Kardiomyozyten hindeutet (Hussain et al., 1999; Zhu et al., 2000; duBell et al.,
1996). Die Applikation eines unspezifischen Inhibitors flr Proteinkinasen

fuhrte in Kardiomyozyten zur Reduktion von Ik, wohingegen eine Erhéhung
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von Ik, durch Proteinkinase Aktivatoren erreicht werden konnte (Heath &
Terrar et al., 2000). Diese Beobachtungen deuten daraufhin, dass auch in
nicht stimulierten Zellen eine basale Phosphorylierung der Proteine vorliegt
und somit bereits Iim Ruhezustand eine Verschiebung der
spannungsabhangigen Aktivierung von HERG zu negativeren Potentialen
vorliegt. Diese basale PKA-Aktivitat konnte erklaren, warum es bereits im

Ruhezustand zu einer verlangerten QT-Zeit kommit.

5.2.6 Der HERG/14-3-3e Komplex — Grundlage fir einen

makromolekularen Signalkomplex?

Bisher hatte man lonenkanale und Rezeptoren meist isoliert und allein
stehend betrachtet. Es mehren sich jedoch die Hinweise, dass viele
lonenkandle und Rezeptoren in makromolekularen Signalkomplexen
angeordnet sind. Die Ausbildung von Regulatoren und Modulatoren um das
Gerist eines lonenkanals herum konnte im Herzen fir den kardialen
Ryanodinrezeptor, den L-Typ Kalziumkanal und fur den Iks-Kaliumkanal
beschrieben werden (Kapiloff et al., 2002). Wahrend die Signalkomplexe des
Ryanodinrezeptors und des L-Typ Kalziumkanals an der Regulation der
Depolarisation der Herzmuskelzelle beteiligt sind, moduliert der
Signalkomplex des Iks-Kaliumkanal Repolarisationsphase. Der
makromolekulare Signalkomplex um den Iks-Kaliumkanal besteht aus Yotiao
(ein AKAP), Proteinkinase A und Proteinphosphatase 1 (Marx et al., 2002).
Ein fur HERG spezifisches AKAP wurde bisher noch nicht gefunden. Kirzlich
wurde jedoch eine Interaktion von 14-3-3 mit einem AKAP beschrieben
(Diviani et al., 2004; Jin et al., 2004). Somit ist es vorstellbar, dass 14-3-3¢
nicht nur eine modulierende Funktion auf HERG hat, sondern als Linker
zwischen dem Kaliumkanal und einem AKAP fungieren konnte. Ein
makromolekularer Signalkomplex ist somit auch fir HERG vorstellbar
(Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.3

(links) Der KCNQ1 Kaliumkanal bindet Gber einen Leuzinzipper (LZ) Yotiao, welches
zur Gruppe der A-Kinase-Ankerproteine (AKAP) gehort. Yotiao fungiert als Adapter
fur andere Proteine — Proteinphosphatase 1 (PP1), Proteinkinase A (PKA) und der
regulatorischen Untereinheit der Proteinkinase A (RII), welche somit indirekt an den
KCNQ1 Kanal gebunden werden. (rechts) Der HERG Kaliumkanal bindet im PKA-
abhangig phosphorylierten (P) Zustand an intrazellularen Doméanen 14-3-3¢. Eine
Interaktion von 14-3-3 mit einem AKAP konnte gezeigt werden. 14-3-3¢ kdnnte somit

als Linker zwischen dem HERG Kaliumkanal und PKA fungieren.
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6 Zusammenfassung

In funf nicht verwandten Familien wurden unterschiedliche Mutationen
gefunden, welche alle im C-Terminus von HERG lokalisiert waren und deren
Trager insbesondere unter emotional oder durch Stress ausgel6sten kardialen
Attacken litten. Bei der elektrophysiologischen Untersuchung der Mutanten
konnte fir HERG-R744X und S818L kein Strom detektiert werden,
wohingegen die Strome der anderen Mutanten denen des Wildtyps glichen.
Fir HERG-R744X und S818L konnte immunzytochemisch ein Defekt des
subzellularen Transportes nachgewiesen werden. Bei der Koexpression mit
dem Wildtyp stellte sich heraus, dass dieser Defekt nicht dominant-negativ
war, sondern wohl eher auf eine Haploinsuffizienz zurlckzufiuhren ist. Die
Mutationen zeigten unterschiedliche Transportdefekte. R744X blieb im ER
und wurde nicht glykosyliert. S818L wurde bis zum Golgi-Apparat transportiert
und entsprechend glykosyliert.

Die in ihren biophysikalischen Eigenschaften dem Wildtyp gleichenden
Mutanten G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 unterschieden sich vom
Wildtyp in ihrer Sensitivitdt durch 14-3-3¢. Der Effekt war dominant-negativ
und fihrte zum Verlust einer 14-3-3s-abhangigen Anderung der
spannungsabhangigen Aktivierung, welche sich im Wildtyp HERG als
Verschiebung um ~10mV zu negativeren Potentialen manifestierte.
Computersimulationen von B-adrenerg stimulierten Kardiomyozyten zeigten,
dass der Verlust der PKA-abhéngigen Aktivierung von HERG die Entstehung
von Herzarrhythmien begunstigt.

Das klinische Bild und die Symptomatik der Trager der Mutationen HERG-
R744X und S818L sind durch den nicht dominant-negativen Transportdefekt
erklarbar, welcher zu einer Reduktion von lx, um 50% fuhrt. Das klinische Bild
der Patienten mit den Mutationen G965X, R1014fsX38 und V1038fsX20 kann
durch den Verlust der 14-3-3g-abhéngigen Regulation von HERG erklart

werden, da dies ebenfalls zu einer Reduktion der HERG-Aktivitat fuhrt.
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8 Anhang

8.1 Abklrzungsverzeichnis

1 micro (10°®)

°C Grad Celsius

A Ampeére

Abb. Abbildung

bp Basenpaar(e)

BSA bovine serum albumine, Rinderserumalbumin
bzw. beziehungsweise

C Coulomb, Kapazitat

C-Terminus Carboxyterminus einer Proteinkette
CaCl, Kalziumchlorid

CAMP zyklisches Adenosin-Monophosphat
CHO Chinese hamster ovary cells

COSs7 African green monkey kidney cells
DNA Desoxyribonukleinsaure

E Potential

eGFP enhanced green fluorescent protein
EGTA Ethylenglycoltetraessigsaure

EKG Elektrokardiogramm

F Farad

G Giga (10°)

g Gramm

h Stunde

HEPES Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure
HERG human ether-a-go-go

I Strom

JLN Jervell-Lange-Nielsen Syndrom

K Kalium

kbp Kilobasenpaare

KOH Kaliumhydroxid
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KCI

LB
LQT
m

M

min
MgCl,
MRNA
n
N-Terminus
NacCl
NaOH
PBS
PCR

p

RT

S

T

TAE

Tris

viv
Vi
wit
wiv
z.B.

Kaliumchlorid

Liter

Luria bertani

Langes QT-Zeit Syndrom

milli (10°%)

Mega (10°)

Minute

Magnesiumchlorid

messenger Ribonukleinsaure
nano (10°)

Aminoterminus einer Proteinkette
Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Phosphat-gepufferte Salzldsung
Polymerase-Kettenreaktion

pico (102

Raumtemperatur

Sekunde

absolute Temperatur

Tris-Azetat-EDTA

Tris (-hydroxymethyl)-aminoethan

Unit, Enzymeinheit

Volt

Volumen pro Volumen

Potenzial der halbmaximalen Aktivierung
Wildtyp

Gewicht pro Volumen

zum Beispiel
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8.2 Klonkarten

8.2.1 pcDNA3-HERGwt

_T7-Promotor (100.0%)
__ HindIll (890)

BSEII(2020)
HERGwt pcDNA3

8953bp

/" HERGwt

BGH polyA (100.0%) J‘ <
Spé-Promotor (100.0%) BamHI (4415)
Xbal (4491) ECORI (4446)
Notl (4473)

8.2.2 PpcDNAS3-HERG-R744X

~ T7-Promotor (100.0%)
Hindl1I (890)

HERG-R744X pcDNA3
7708 bp

Stul (4331 Notl (3228)
\Xbal (3246)
sp6-Promotor (100.0%)

BGH polyA (100.0%)

8.2.3 pcDNA3-HERG-S818L

_T7-Promotor (100.0%)
__Hindlll 890)

BsEI1(2020)
HERG-S818L pcDNA3

8953bp

/] HERG-$818L

BGH polyA (100.0%) J <
Sp6-Promotor (100.0%) BamH | (4415)
Xbal (4491) ECORI (4446)
Notl (4473)
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8.2.4 PcDNA3-HERG-G965X

_____T7-Promotor (100.0%)
Hindlll (890)

HERG-G965X pcDNA3
8371 bp

T BsEIN(2020)
/' |_HERG-G965X

> BamH | (3833)

\ \\%(38 64)

Notl (3891)

Xbal (3909)
Sp6-Promotor (100.0%)
BGH polyA (100.0%)

8.2.5 pcDNA3-HERG-R1014fsX38

_T7-Promotor (100.0%)
~_ Hindill 890)

BSEI1(2020)
HERG-R1014fsX38 pcDNA3

8940 bp

/) HERG-R1014fsX38

BGH polyA (100.0%) Mﬁ

Sp6-Promotor (100.0%) EcoRI(4433)

__BamH1(4402)

Xbal (4478) Notl (4460)

8.2.6 pcDNA3-HERG-V1038fsX20

_T7-Promotor (100.0%)
Hindlll (890)

BsEI1(2020)
HERG-V1038fsX20 pcDNA3

8958 bp

/) HERG-V1038fsX20

BGH poyA (100.0%) J <
Sp6-Promotor (100.0%) BamHlI (4420)
Xbal (4496) ECoRI (4451)
Notl (4478)
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8.2.7 pBudCE4.1 mit
HERG-Wt (Pgr.10) & HERGWL (Powy)

CMV-Promotor
_T7-Pronotar (1000%)

His Tag | (100.0%) ~_Hindlll (669)

HERGwt

| pBudCE4.1-HERGWt&HERGwt
\‘ 11,6 kpb

HERGwt

v
\\\\‘Bam HI (4194)
. nyetag (1000%)
His Tag | (1000%)
EF-lalpha-Promotor

Not I (6544)

8.2.8 pBudCE4.1 mit
HERG-wt (Pgr.14) & HERG-G965X (Pcwy)

CMV-Promotor
T7-Prommotor (1000%)
~ HindIn (669)

His Tag| (100.0%)

X
/f HERG-G965X
r/
“ pBudCE4.1-HERGWt&HERG- G965X
\ 11,0 kpb
HERGwt
-
N— — BamHI (3612)
tag (100.0%)
His Teg | (100.0%)

EF-lalpha-Promotor
Not I (5962)
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8.2.9 pBudCE4.1 mit
HERG-wt (Pgr.14) & HERG-R1014fsX38 (Pcmv)

CMV-Promotor
T7-Prontor (1000%9

His Tag | (100.0%) Hindl111 (669)

/HERG-R1014fSX31

pBudCE4.1-HERGWt&HERG-R1014fsX38 “
11,6 Kbp |

HERGwt

\\BamHl (4181)

nyc-tag (1000%)

His Tag| (1000%)

EF-lalpha-Promotor
Not | (6531)

8.2.10 pBudCE4.1 mit
HERG-wt (Pgr.14) & HERG-V1038fsX20 (Pcwy)

CMV-Promotor
“T7-Promotor (100.0%)

His Tag | (100.0%) HindIll (669)

HERG-V1038fs X2

“‘ pBudCE4.1-HERGWt&HERG-V1038fsX20 “
\ 11,6 kpb J

HERGwt

%)\Bam HI (4199)
. myotg(1000%)
His Tag | (1000%)

EF-lalpha-Promotor
Not | (6549)
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8.2.11 pBudCE4.1 mit
EGFP (Pgr.1o) & humanes 14-3-3 epsilon (Pcwvy)

CMV-Promotor
T7-Promoior (1000%)
;7Hindlll (669)
h14-3-3 epsilon

- pBudCE4.1-EGFP&14-3-3epsilon \/_/

His Tag | (100.0%) BamHI (1497)

- myc-tag (1000%)

| 6137 bp
His Tag | (100.0%)
\
EGFP
Not | (3847)
EF-lalpha-Promotor
8.2.12 pTRE-tight-HERGwt

Hindil1 (389)

HERGwt pTRE-tight

— BsEIl(1519)
6188 bp
HERGwt
Xbal (3990)
Spel (3920)
8.2.13 PTRE-tight-HERG-R744X
Stul (278)
Hindlll (389)
HERG-R744X pTRE-tight ‘
4943bp |
HERG-R744X
BSEII (1519)
Xbal (2745)
Sph1 (2742)

Spel (2675)
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8.2.14 PpTRE-tight-HERG-S818L

Hindll1 (389)

N\

HERG-S818L pTRE-tight
6188 bp

\
\

~BSEII(1519)

HERG-S818L
Xbal (3990)

Spel (3920)

8.2.15 PTRE-tight-HERG-G965X

Hindll1 (389)

HERG-G965X pTRE-tight
5606 bp

~BsEII(1519)

HERG-G965X

Xbal (3408)
Spel (3338)

8.2.16  pTRE-tight-HERG-R1014fsX38

Hindlll (389)

HERG-R1014X38 pTRE-tight |
6175bp |

— BsEII(1519)

HERG-R1014fsX38
Xbal (3977)
Spel (3907)



8 Anhang 153

8.2.17 PpTRE-tight-HERG-V1038fs20

Hindll1(389)

HERG-V1038fsX20 pTRE-tight |
6193bp |

T BSEIN(1519)

L——/\ HERG-V1038fsX20
Xbal (3995) )

Spel (3925)
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8.4 Lebenslauf

Name: Choe Vorname: Chi-un

Geburtsdatum: 9.Dezember 1979 Geburtsort: Bochum

Schulausbildung:

Jun. 1999
Jul. 1997

Studium:
Nov. 2006

Sep. 2003 — Sep. 2004

Aug. 1999 — Nov. 2006

Forschungserfahrung:
Feb. 2000 — Sep. 2001

Sep. 2001 — Mar. 2005

Dez. 2002 — Sep. 2003

Allgemeine Hochschulreife, Hamburg
U.S. High School Diploma, Algonquin, USA

Arztlichen Priifung, Erteilung der Arztlichen
Approbation

Studium der Humanmedizin an der

University of Aberdeen, GroRRbritannien
Studium der Humanmedizin an der Universitat

Hamburg

Tatigkeit als studentische Hilfskraft im Labor von
Prof. Dr. Olaf Pongs am Zentrum fur Molekulare
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