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Einleitung 1

1 Einleitung

Spannungsabhangige lonenkanile 6ffnen und schlieBen als Reaktion auf Anderungen der
Membranspannung. Die Eigenschaft ist essentiell fir die Generierung und Weiterleitung von
Aktionspotentialen im Nervensystem (Hille, 2001). Fur das Verstandnis der Funktionsweise
dieser Kandle und fur die Entwicklung von Medikamenten werden Kanalblocker eingesetzt,
die z. T. sehr spezifisch und mit hoher Affinitat an die Kanéle binden und diese inhibieren. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion des synthetischen Kaliumkanalblockers
Tetraphenylporphyrin #3 mit dem Kaliumkanal Kv1.3 untersucht. Die Experimente sollten
Aufschluss ber den genauen Inhibitionsmechanismus geben und eine Abschétzung
ermdoglichen, ob der Blocker bzw. Abkémmlinge des Blockers therapeutisches Potential fir

die Behandlung von Krankheiten des Nerven- bzw. Immunsystems aufweisen.

1.1 Die Verwendung von biogenen und synthetischen Substanzen in der

Strukturanalyse und Entwicklung von pharmakologischen Wirkstoffen

In der Grundlagenforschung besitzen viele Substanzen mit spezifischen Wirkorten wie z. B.
biogene Toxine, die aus Giften unterschiedlicher Tier- und Pflanzengruppen isoliert werden,
ein grofles Potential fir die molekularbiologische Strukturanalyse. Das gleiche gilt fir
synthetische Substanzen, die z. T. gezielt als Liganden fir die spezifische Interaktion mit
Rezeptormolekiilen hergestellt und in groRen Screening-Verfahren auf ihre Wirksamkeit
gepruft werden (McKinney et al., 2000). Ein Ziel der Untersuchungen ist es, Hinweise auf die
Funktionsweise von Rezeptormolekiilen, wie z.B. von lonenkandlen, zu erhalten, um deren
biophysikalische Eigenschaften zu verstehen (Ahern und Kobertz, 2008). Trotz der
Aufklarung der Kiristallstrukturen von zahlreichen prokaryotischen und eukaryotischen
lonenkanilen sind die Konformationsanderungen, die beim Ubergang vom geschlossenen
zum offenen Zustand und umgekehrt durchlaufen werden, weitgehend unbekannt. Liganden
konnen helfen, bestimmte Konformationszustdnde zu induzieren bzw. einen nativen
Ubergangszustand des Kanals ,.einzufrieren®, an den der Ligand praferentiell bindet (Lange et
al., 2006; Ader et al., 2008). Neben den Informationen, die hierbei aus den strukturellen
Untersuchungen vor allem mit der Rontgenstrukturanalyse und der Kernspin-Magnetresonanz
(NMR) gewonnen werden, spielt die funktionelle Analyse mit elektrophysiologischen
Methoden bei der Charakterisierung der Interaktion von Ligand und lonenkanal eine

besondere Rolle.
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Biogene Toxine haben in der Natur als Verteidigungs- bzw. Beutefangwerkzeug weite
Verbreitung gefunden und bieten fir die pharmakologische Wirkstoffentwicklung ein nahezu
unbegrenztes Forschungspotential (Estrada et al., 2006). Das Spinnengift einer einzelnen
Spinnenart kann beispielsweise bis zu 500 verschiedene Peptide enthalten (Escoubas, 2006
und Escaubas et al., 2006). Bei einer geschatzten Anzahl von bis zu 40000 Spinnenarten
(Platnick, 2008) ergibt sich eine potentielle Quelle von mehreren Millionen Peptiden mit
biologisch aktiver Wirkung. Die Komponenten, die in tierischen und pflanzlichen Giften
enthalten sind, haben verschiedene zelluldare Mechanismen als Ziele. So enthalten vor allem
Schlangen- und Spinnengifte Enzyme (z.B. Hyaluronidase, Phopholipase, Protease) die
ausschlieRlich abbauende Reaktionen katalysieren (Ubersicht bei Mebs, 2000). Neurotoxine
aus Schlangengiften greifen das periphere Nervensystem an und blockieren die
Erregungsleitung. Zu den Toxinen, die an der postsynaptischen Membran angreifen und
beispielsweise den nikotinischen Azetylcholinrezeptor blockieren (Curare-ahnliche Toxine)
zahlt das Schlangentoxin a-Bungarotoxin, mit dessen Hilfe der Azetylcholinrezeptor
identifiziert und charakterisiert wurde (Changeux et al.,, 1970). Toxine, die an die
prasynaptische Membran binden und lonenkanéle blockieren sind z.B. die Dendrotoxine, die
als Teil einer Affinitdtschromatographie dafiir genutzt wurden, den Kvl.1-Kaliumkanal zu
isolieren (Rehm und Lazdunski, 1988). Peptidtoxine vereinen in Bezug auf Nebenwirkungen
gunstige pharmakologische Eigenschaften zu denen neben der hohen Spezifitét, vor allem die
hohe Aktivitat und die geringe Tendenz sich in Organen anzureichern, zahlt (Bogin, 2006).
Potentielle therapeutische Anwendungen von Peptidtoxinen finden sich zum Beispiel in der
Schmerzbehandlung, in der Behandlung von Herzerkrankungen, neurologischen sowie
Autoimmunerkrankungen und Tumorerkrankungen. (Lewis und Garcia, 2003). Es werden
sogenannte quantitative Struktur-Aktivitatsbeziehungen (Quantitative Structure-Activity
Relationships = QSAR) angestellt, so dass Uber die chemische Synthese von Analoga die
pharmakologischen Eigenschaften von Wirkstoffen verbessert und die Anforderungen fur die
Herstellung eines Medikaments erfullt werden (Pennington et al., 2009). Prominentes Beispiel
fir die Herstellung eines Medikaments, das auf die Wirkweise eines Schlangenpeptides
zurlickzufuhren ist, ist Captopril, eine Substanz, die bei der Blutdruckbehandlung zum Einsatz
kommt (Ondetti et al., 1977).
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1.2 Der Kaliumkanal Kv1.3 als potentielles Ziel bei der Behandlung von

bestimmten Erkrankungen

Kaliumkanale bilden eine groRe und mannigfaltige Familie von Transmembranproteinen, die
an einer Vielzahl von physiologischen Vorgangen beteiligt sind (Coetzee et al., 1999). Sie
sind verantwortlich fiir die Aufrechterhaltung und Regulierung des Ruhemembranpotentials
und spielen durch die Kontrolle der Repolarisationsphase des Aktionspotentials eine
Schlusselrolle fur die Erregbarkeit der Zellen (Hille, 2001). Dadurch kommt den
Kaliumkandlen eine groRRe pathophysiologische Bedeutung zu, die sich in der therapeutischen
Anwendung von Kaliumkanalblockern widerspiegelt. So wird z.B. bei der Behandlung von
Typ 2 Diabetes ein ATP-abhdngiger Kaliumkanal der pankreatischen p-Zellen mit
Sulphonylharnstoff inhibiert (Inagaki et al., 1995). Dofetilid ist ein Wirkstoff, der den
Kaliumkanal Kv11.1 inhibiert, bei Vorhofflimmern eingesetzt und als Klasse-IllI-
Antiarrhytmikum eingestuft wird (Wickenden, 2002). Im zentralen Nervensystem werden
viele neuronale Prozesse durch Kaliumkandle reguliert und stellen dadurch fir ihre
pharmakologische Modulation bei Fehlfunktionen wie z.B. Epilepsie, Demenz, chronischem
Schmerz, Depression und Schlaganfall ein potentielles Ziel der Behandlung dar. Der
spannungsabhangige Kv1.3-Kanal spielt bei der Proliferation und Interleukin-2 Produktion
von aktivierten T-Lymphozyten eine Rolle (Chandy et al.,, 2004) und wird daher als
maoglicher therapeutischer Angriffspunkt fur die Entwicklung neuer Immunsupressiva
gehandelt (Koo et al., 1997). Die Applikation des relativ selektiven Kv1.3-Blockers
Kaliotoxin fihrte in in vivo Experimenten bei der Maus zur Abschwachung der Symptome
einer  experimentellen  autoimmunen  Enzephalomyelitis (EAE = Gehirn-,
Rickenmarksentziindung), die als Mausmodell fur Multiple Sklerose (MS) verwendet wird
(Wickenden, 2002). Die unspezifischen Kaliumkanalblocker 4-Aminopyridin (4-AP) und 3,4-
Diaminopyridin (3,4-DAP) werden zur Linderung von Symptomen bei MS verwendet, sind
aber aufgrund von auftretenden Nebenwirkungen nur begrenzt einsetzbar (Judge und Bever,
2006). Selektive Kv1.3-Blocker stellen nicht nur bei der Behandlung von
Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose einen geeigneten Therapieansatz dar,
sondern moglicherweise auch bei Type I-Diabetes, Psoriasis und rheumatoider Arthritis
(Lewis und Garcia, 2003). Ein selektiver Kv1.3-Blocker mit therapeutischem Potential ist z.B.
das pflanzliche PAP-1, das den Kanal mit einem ECs, von 2 nM inhibiert und mit dem gute
Erfolge im Tierexperiment bei der Behandlung von Psoriasis erzielt wurden (Azam et al.,
2007).
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1.3 Struktur und Funktion von spannungsabhangigen Kaliumkanélen

Spannungsabhangige Kaliumkanédle (Kv) bestehen aus vier zumeist identischen
a-Untereinheiten  (Homotetramer)  (MacKinnon, 1991), die sich aus sechs
membrandurchspannenden o-helikalen Segmenten (S1-S6) zusammensetzen (Abb. 1.1 und
1.2). Die Segmente sind Gber intra- und extrazelluldre Schleifen miteinander verbunden. Das
Segment drei besteht aus zwei kleinen o-Helices (S3a und S3b). Das Segment vier besitzt
besonders viele positiv geladene Aminosduren (Arg, Lys). Der N-Terminus und der
C-Terminus befinden sich intrazellular. Viele Kaliumkanéle besitzen akzessorische
B-Untereinheiten, die die Funktion des Kanals modulieren kdnnen, indem sie auf dessen
Expression oder Steuerung Einfluss nehmen. Es handelt sich entweder um membranstandige

oder um zytosolische Proteine, die z. T. Bindungsstellen fur Kalziumionen besitzen.

Spannungssensor-
domane Porendomane

Extrazellular

Intrazellular

S4-S5-Linker K*

Abb. 1.1: Topologisches Modell und Aufbau von Kv-Kanélen.

a-Untereinheiten von spannungsabhangigen Kaliumkanalen bestehen aus sechs
Transmembransegmenten (S1-S6), die Uber intra- und extrazellulare Schleifen (S4-S5-Linker in
orange) miteinander verbunden sind. Sie bilden Tetramere, die sich funktionell in
Spannungssensordoméane (blau) und zentrale Porendoméane (grau) unterteilen lassen. Die
Pluszeichen symbolisieren die positiven Ladungen im Spannungssensor.

Funktionell lassen sich die a-Untereinheiten in zwei Doménen gliedern. Die Segmente S1-S4
bilden den Spannungssensor, der auf Anderungen der Spannung innerhalb des elektrischen
Feldes reagiert, wahrend die Segmente S5 (&4ullere Helix) und S6 (innere Helix) die zentrale
Pore mit der Porenhelix und dem Selektivitatsfilter bilden (Abb. 1.1 und 1.2 A). Der
Selektivitatsfilter (Abb. 1.2 B und C) weist eine fur alle Kaliumkandle charakteristische
Signatursequenz auf (Thr-X-Gly-Tyr/Phe-Gly; X steht fur eine beliebige Aminosaure), in der
die hohe Selektivitat fur Kaliumionen (selektive Permeabilitdt Pk./Pna+=10000) begriindet

liegt (Doyle et al., 1998).
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A Spannungssensor-
domane Porendoméane

S4-S5-Linker

Selektivitatsfilter/
Inaktivierungstor

Aktivierungstor

Abb. 1.2: Kristallstruktur-Modell vom Kv1.2-Kanal (Long et al., 2005).

A. Darstellung der a-helikalen Anteile und der Turret-Region von Kv1.2 in Seitenansicht. Die intra- und
extrazelluldren Verbindungsschleifen sind bis auf den S4-S5-Linker (orange) nicht abgebildet. Die
Porendomaéne (S5, S6) ist in grau und die Spannungssensordoméane (S1-S4) ist in blau dargestellt.

B. Gleiche Ansicht wie in A. Die vordere und die hintere a-Untereinheit sowie die Spannungssensor-
doménen der beiden Ubrigen a-Untereinheiten sind entfernt worden. Der Selektivitatsfilter ist in gelb
hervorgehoben und die K*-Bindungsstellen sind als griine Punkte dargestellt.

C. Detaillierte Ansicht des Selektivitatsfilters. Die K'-Bindungsstellen sind als griine Punkte, die
Kohlenstoffatome sind in gelb, Stickstoffatome in blau und Sauerstoffatome in rot dargestellt.

Die Porenregion ist (ber eine intrazelluldre Schleife (S4-S5-Linker) mit dem
Spannungssensor verbunden, so dass die aus der Anderung der Membranspannung
resultierende Bewegung innerhalb des Spannungssensors zu einem Offnen (Aktivierung)
bzw. SchlieRen (Deaktivierung) eines Tores fiinrt (Gate; alle Vorgéange, die das Offnen und
das SchlieBen der Tore umfassen, werden als ,Gating”“ bezeichnet), das sich in der
intrazellular gelegenen Hélfte des Kanals innerhalb des sechsten Segmentes befindet. Das Tor
entsteht durch Uberkreuzen der zytosolischen Enden der Transmembranhelices (helix bundle

crossing) und wird als Aktivierungstor bezeichnet. Gedffnet wird es Uber ein Scharnier
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(gating hinge), das durch das konservierte Sequenzmotiv Pro-X-Pro gebildet wird und
oberhalb des bundle crossings liegt. Ein zweites Tor, es wird als Inaktivierungstor bezeichnet,
befindet sich innerhalb des Selektivitatsfilters, der die schmalste Stelle innerhalb des
Kaliumkanals bildet. Hier befinden sich vier Kaliumbindungsstellen (S1-S4), die durch die
elektronegativen Karbonylsauerstoffatome der Peptidbindung gebildet werden. Die
Bindungsstellen werden préferentiell in den Positionen 1/3 und 2/4 besetzt, wobei
Wassermolekile die jeweils anderen Positionen ausfilllen (Morais-Cabral et al., 2001). Zwei
weitere Bindungsstellen fir K*-lonen befinden sich oberhalb des Selektivitatsfilters und eine
befindet sich in der Hohlung unterhalb des Selektivitatsfilters. Konformationsdnderungen
innerhalb des Selektivitétsfilters und extrazellularen Regionen (Turret) des Kanals flihren
nach Aktivierung des inneren Tores von einem leitenden Zustand zu einem nicht leitenden
Zustand. Dieser VVorgang, der oft mit einem Kollabieren der Pore gleichgesetzt wird, wird als
langsame Inaktivierung oder C-Typ-Inaktivierung (Hoshi et al., 1991) bezeichnet.
Charakteristisch fiir diesen Prozess ist, dass er durch hohe extrazellulare K*-Konzentration
(Pardo et al., 1992) und den Porenblocker Tetraethylammonium (TEA") inhibiert wird (Choi
et al.,, 1991; Loépez-Barneo et al.,, 1993) und durch permeierende lonen wie z. B.
Rubidiumionen (Rb*) moduliert werden kann. Die C-Typ-Inaktivierung lasst sich
mechanistisch von der schnelleren N-Typ-Inaktivierung unterscheiden, bei der eine
N-terminale Inaktivierungsdoméne (Ball and Chain-Modell) die Pore von der intrazelluléren
Seite aus blockiert. Das Aktivierungs- und Inaktivierungstor der Kv-Kanale und des
bakteriellen Kaliumkanals KcsA sind negativ miteinander gekoppelt. So fiihrt die Offnung
des Aktivierungstores zu einem SchlieBen des Inaktivierungstores (Baukrowitz und Yellen,
1995) und das Schliellen des Inaktivierungstores zu einer erhéhten Offenwahrscheinlichkeit
des Aktivierungstores (Panyi und Deutsch, 2006). Liganden, die die Pore von aufen
blockieren, kdnnen eine bestimmte Konformation des Inaktivierungstores induzieren bzw.
einen Zustand stabilisieren, an dem der Ligand praferentiell bindet. Die leitende
Konformation des Selektivitétsfilters in der KcsA-Kv1.3-Chimare wird durch das
Skorpiontoxin Kaliotoxin stabilisiert (Lange et al., 2006), wahrend der synthetische
Porenblocker Tetraphenylporphyrin #3 einen Zustand induziert bzw. stabilisiert, der dem des
inaktivierten Selektivitatsfilters gleicht (Ader et al., 2008; Zachariae et al., 2008).
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Durch die Existenz zweier Tore lassen sich mindestens vier verschiedene Grundzustédnde
annehmen, in denen sich der Kanal befinden kann (Abb. 1.3). Nur einer der vier Zusténde ist

leitend, wahrend die Ubrigen drei Zustande keinen lonenfluss zulassen.

PD SSD
Inaktivierungstor — i 1
° — ©
t
c o
Aktivierungstor
c )y \ ), C
T
c o)

Abb. 1.3: Modell zur Veranschaulichung der Offen- und Geschlossenzustande eines Kv-Kanals.
Der Kanal kann bei einem Aktivierungstor und einem Inaktivierungstor mindestens vier
unterschiedliche Grundzustédnde annehmen. Dadurch, dass beide Tore offen (O = open) und beide
Tore geschlossen (C = closed) sein kdnnen sowie jeweils eins offen und eins geschlossen, ergibt sich,
dass nur einer der vier angenommenen Zustande leitend fiir K'-lonen ist. (PD = Porendoméne, SSD =
Spannungssensordoméane). Die Pluszeichnen symbolisieren die positiven Ladungen innerhalb des
Spannungssensors. Kanaldarstellung entlehnt aus Judge und Bever (2006).

1.4 Die Funktionsweise des Spannungssensors

Die hydrophoben Anteile der Zellmembran wirken aufgrund ihrer isolierenden Eigenschaften
wie das Dielektrikum eines Kondensators, der elektrische Potentiale voneinander trennt und
eine Spannung aufrechterhalt. Zwischen Membraninnen- und Membranaufenseite entsteht ein
elektrisches Feld, das vom Spannungssensor registriert wird. Unterschiede im
Membranpotential fiihren zu Konformationsanderungen innerhalb des Sensors, die tber den
S4-S5-Linker an die Porenregion weitergegeben werden, so dass sich der Kanal 6ffnet bzw.
schlielit (Long et al., 2005a und 2005b; Ferrer et al., 2006). Bei einer Veranderung der
Membranspannung von negativeren zu positiveren Potentialen spricht man von
Depolarisation, bei einer Anderung von positiveren zu negativeren Potentialen von

Hyperpolarisation.
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Beim Spannungssensor handelt es sich um eine weitgehend unabh&ngige Domane, die aulRer
in lonenkanalen als Homolog in einer spannungsabhéngigen Phosphatase (Ci-VSP, Murata et
al., 2005) und in einem spannungsabhangigen Protonenkanal (Hv-Kanal, Sasaki et al., 2006;
Ramsey et al., 2006) vorkommt. Obgleich die Kristallstruktur von drei spannungsabhéngigen
Kaliumkandlen (KvAP aus Aeropyrum pernix, Archaea, Kv1.2 aus Rattus norvegicus,
Eucaryota und einer Chimére aus Kv1.2 und Kv2.1) gel6st wurde und computerbasierte
Modelle von Kv-Kanélen (Yarov-Yarovoy et al., 2006) existieren, wird die Funktionsweise

des Spannungssensors in der Literatur weiterhin kontrovers diskutiert (Abb. 1.4).
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Abb. 1.4: Modelle zur Funktionsweise des Spannungssensors (verandert nach Tombola, 2006).

A. Paddel-Modell: Die positiven Ladungen in S4 befinden sich in der Peripherie des Kanals und sind
den Lipiden der Membran exponiert. S4 macht zusammen mit Teilen von S3 bei Depolarisation bzw.
Hyperpolarisation eine grol3e Bewegung.

B. Helical Screw-Modell: Positive Ladungen in S4 werden nach Depolarisation (Depol) in
schraubenférmiger Bewegung nach auf3en transportiert. Nach Hyperpolarisation (Hyper) bewegt sich
S4 wieder in die Ausgangsposition zurtick.

C. Transporter-Modell: In der geschlossenen Position sind die positiven Ladungen in Wasser gefillten
Spalten mit dem Zytosol verbunden. In der offenen Position sind die positiven Ladungen durch
Konformationsénderungen Uber andere Spalten mit dem extrazellularen Medium verbunden. Es gibt
nur eine geringe Rotation und Positionsveranderung von S4.

Nach einem von Roderick MacKinnon (Jiang et al., 2003a; Jiang et al., 2003b; Long et al.,
2007; Tao und MacKinnon, 2008) vorgeschlagenen Modell, das vor allem aus den
Kristallstrukturen abgeleitet wurde, findet die Bewegung des Spannungssensors hauptséachlich
innerhalb der den Kanal umgebenen Phospholipide statt (Paddel-Modell). Dagegen spielen

sich die Sensorbewegungen in dem Helical Screw-Modell (Caterall et al., 1986; Durell und
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Guy, 1992; Durell et al., 2004, Broomand und Elinder, 2008) und in dem Transporter-Modell
(Bezanilla, 2002; Starace and Bezanilla, 2004; Chanda et al., 2005) in einer von
Membranlipiden getrennten Proteinumgebung ab (Ubersicht bei Tombola et al., 2006;
Bdrjesson und Elinder, 2008; Swartz, 2008). In allen Modellen ist das Transmembransegment
vier an den Konformationsanderungen des Spannungssensors wesentlich beteiligt. Im Paddel-
Modell ist zusétzlich ein Teil von Segment drei (S3b) an die Bewegungen von S4 gebunden.
Durch die Konformationsanderungen innerhalb des Sensors kommt es zur Verlagerung der
positiven Ladungen im elektrischen Feld, die als schwacher elektrischer Strom erkennbar
wird. Dieser transiente Strom wird als Gatingstrom bezeichnet und geht dem eigentlichen
lonenstrom voraus (On-Gating = Verlagerung der Ladungen nach auBen, Depolarisation)
bzw. folgt diesem (Off-Gating = Verlagerung der Ladungen nach innen, Hyperpolarisation).
Die Gatingstrome sind ein wichtiger Parameter bei der Analyse der Bewegungen des
Spannungssensors und haben eine Schlusselrolle bei der Entwicklung von Modellen zur
Aktivierungskinetik gespielt. So lassen Messungen des lonenstroms ausschliel3lich eine
Betrachtung des offenen Kanals zu, wahrend die Gatingstrome auch Einblicke in die
Ubergange zwischen verschiedenen Geschlossenzustanden erméglichen. Es gilt heute als
gesichert, dass die Aktivierung eine Vielzahl von Sensorbewegungen (drei Zustdnde fir jede
der vier Untereinheiten) beinhaltet. Bei den ersten, stark spannungsabhdngigen Bewegungen
agieren die Untereinheiten unabhéngig voneinander und tragen zu einer grof3en
Ladungsverschiebung bei. Die spateren Schritte sind durch kleine Ladungsverschiebungen,
eine geringere Spannungsabhédngigkeit und eine hohe Kooperativitdt zwischen den
Untereinheiten gekennzeichnet (Zagotta et al., 1994).

1.5 Aktivierungskinetik, Deaktivierungskinetik und Strom-Spannungs-

Beziehung von Kv-Kanalen

Beim Ruhemembranpotential (ca. -70 mV) befinden sich die meisten spannungsabhé&ngigen
Kaliumkanale in einem geschlossenen Zustand. Eine Verdnderung der Membranspannung zu
positiveren Potentialen fuhrt nach Erreichen einer Schwelle zur Aktivierung der Kanale, die
sich bei starkeren Spannungsspriingen beschleunigt. Die Aktivierungskinetik des lonenflusses
zeigt zu Beginn eine Kkleine Verzogerung, die sich in einem sigmoiden Kurvenverlauf
(Abb. 1.5 A, kleines Fenster) widerspiegelt. Die Verzdgerung wird auf das Durchlaufen von
mehreren geschlossenen Zustanden vor einem finalen Offnungsschritt erklart (Zagotta et al.,

1994). Bei den ersten, stark spannungsabhé&ngigen Konformationsanderungen bewegen sich
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die vier Untereinheiten unabhéngig voneinander bis sie einen Zustand erreichen, der als
geschlossen-aktiviert bezeichnet wird. Aus diesem geschlossen-aktivierten Zustand folgt ein
schwach spannungsabhangiger Offnungsschritt, der durch eine hohe Kooperativitat der

Untereinheiten gekennzeichnet ist (Schema 1.1; aus Yifrach und MacKinnon, 2002).

Ky(v) K,(v)
(C, «—> C, <«— C,
Kan(V) L
..... +«— C ..))e—> O Schema 1.1

Der spannungsabhangige Ubergang von C; nach Cunst  wird durch  die
Gleichgewichtskonstanten Ki(V) bis Kn(V) beschrieben und der konzertierte Offnungsschritt,
der mit den Bewegungen des Aktivierungstores in S6 verbunden ist, durch die
Gleichgewichtskonstante L.

Nach Rickkehr zum Ruhemembranpotential schlielen die Kanéle wieder. Unter geeigneten
Messbedingungen lasst sich die Deaktivierung als sogenannter Tailstrom (tail = Schweif)

messen, der einem einfach exponentiellen Kurvenverlauf folgt (Abb. 1.5 A).

A B
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Abb. 1.5: Exemplarische Stromspuren mit Aktivierungs- und Deaktivierungsphase und
Darstellung der spannungsabhangigen Leitfahigkeit in einer GV-Kurve.

A. Nach Depolarisation von einem Haltepotential von -80 mV 6ffnen (O = open) die Kanéle in
Abhéngigkeit der Depolarisationsstarke und schlieBen (C = closed) nach Riickkehr zu -80 mV wieder.
Der Schliel3vorgang kann als Deaktivierungstails mit einem einfach exponentiellen Kurvenverlauf
beschrieben werden. Die Aktivierungskinetik zeigt einen sigmoiden Kurvenverlauf, der erst bei
genauerer Betrachtung des Aktivierungsbeginns deutlich wird (kleines Fenster).

B. Darstellung der normalisierten Leitfahigkeit in einer GV-Kurve. Die Tailstromamplituden wurden als
Funktion des vorhergehenden Testpotentials aufgetragen und normalisiert. V% ist die Spannung der
halbmaximalen Aktivierung. Die durchgezogene Linie zeigt einen Fit mit der Boltzmann-Gleichung.
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Die Tailstrome repréasentieren die Anzahl der gedffneten Kanéle bei einer bestimmten
Depolarisationsstarke und kénnen fir die Erstellung einer Strom-Spannungskurve (IV-Kurve)
herangezogen werden. Durch Normalisierung der Stréme erhélt man den Anteil der offenen
Kanéle, der die spannungsabhédngige Leitfahigkeit widerspiegelt (GV, Abb. 1.5 B). Zwei
grundlegende Parameter konnen aus der spannungsabhéngigen Leitfahigkeit unter
Zuhilfenahme der Boltzmann-Gleichung (Gleichung 1.2) ermittelt werden: Die Spannung der
halbmaximalen Aktivierung (V%2) und die Steilheit der halbmaximalen Aktivierung (z-Wert),

die durch die Anzahl der im elektrischen Feld verschobenen Ladungen bestimmt wird.

@) 1
= PO =
Oo+C 1 + exp[-zF(V-VY,)/RT]

Gleichung 1.1

O/O+C ist der Anteil der offenen Kandle, Po ist die relative Offenwahrscheinlichkeit, z die
Anzahl der bewegten Ladungen in der spannungssensitiven Region, F die Faraday-Konstante,
V die Spannung, V¥ die Spannung bei der halbmaximalen Aktivierung, R die Gas-Konstante,
T die Temperatur in Kelvin. Die Boltzmann-Gleichung zeigt in einem linearen Plot der
relativen Offenwahrscheinlichkeit gegen die Spannung einen sigmoiden Kurvenverlauf,
wobei die Steilheit des Po/V-Verhiltnisses mit héheren z-Werten zunimmt (Ubersicht bei
Hille, 2001).

1.6 Bedeutung der Membranlipide fir die Kanalaktivitat

Bei der Betrachtung der Bedeutung von Membranlipiden fir die Aktivitadt von Kaliumkanalen
muss zwischen einer generellen und einer spezifischen Interaktion unterschieden werden
(Popot und Engelman, 2000). Bei der generellen Interaktion handelt es sich um eine
Wechselwirkung, die aus der membranés-wéssrigen Umgebung resultiert. Sie kommt dadurch
zustande, dass die amphiphilen Phospholipide eine Doppelmembran bilden, bei der die
hydrophilen Kopfgruppen nach auffen weisen und die hydrophoben Seitenketten einen
hydrophoben Kern bilden. Die Transmembranhelices der integralen Kanéle bestehen
dementsprechend hauptséchlich aus hydrophoben Aminosduren. Die generelle Interaktion ist
notwendig fur die Stabilitdt der meisten integralen Membranproteine und Gbernimmt eine
Gerustfunktion. Die spezifische Interaktion bezieht sich auf die enge Verbindung von
bestimmten Lipiden, die an das Membranprotein binden wie der Kofaktor an das Enzym. Das
wurde vor allem fir Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat gezeigt, das sich auf der inneren

Membranseite befindet und fur die Aktivitat vieler lonenkanéle eine wichtige Rolle spielt



Einleitung 12

(Ubersicht bei Suh und Hille, 2008). Der erste Kaliumkanal, fur den eine spezifische
Interaktion mit Lipiden in der Kristallstruktur gezeigt werden konnte, ist der einfach gebaute
Kaliumkanal KcsA, der keine Spannungssensordoméane aufweist (Valiyaveetil et al., 2002).
Long et al. (2007) prasentierten zum ersten Mal die Kristallstruktur eines
spannungsabhangigen  lonenkanals in  einer  Lipidzusammensetzung, die  der
Membranumgebung gleicht. Sie zeigten an welchen Stellen des Kanals Phospholipide binden
und wie diese zur Stabilitat des Proteins beitragen. Schmidt et al. (2006) zeigten, dass die
spannungsabhangige Aktivitdt von KvAP (Jiang et al., 2003a) abhéangig von der Ladung der
Kopfgruppe der umgebenen Phospholipide ist. Sie folgerten aus Aktivitdtsdnderungen des
Kanals nach Wechsel der Phospholipidzusammensetzung, dass die positiven Ladungen im
Spannungssensor (Paddel-Modell) eine Wechselwirkung mit den negativ geladenen
Kopfgruppen der Lipide eingehen, die die Sensorbewegungen begtinstigt. Die Bedeutung der
Kopfgruppen bestétigten elektrophysiologische Experimente von Ramu et al. (2006) und Xu
et al. (2008), die nach Applikation von Sphingomyelinase C bzw. D (SMase C, D) auf Kv2.1
die Aktivierung des Kanals (SMase D) bzw. Inhibition des Kanals (SMase C) beobachteten.
Die beiden Enzyme spalten Sphingomyelin auf die Weise, dass bei SMase D das negativ
geladene Ceramid-1-Phosphat in der Membran verbleibt, wéahrend das bei SMase C nicht der
Fall ist. Die Applikation von SMase C fiihrt neben der Inhibition des lonenstroms auch zu
einer Inhibition des Gatingstroms von Kv2.1. Xu und Kollegen (2008) schlossen daraus, dass
nach der Entfernung der negativen Ladungen die Interaktion mit den positiven Ladungen des
Spannungssensors unterbunden wird und der Sensor die zur Offnung des Kanals notwendigen

Konformationsédnderungen nicht mehr durchfihren kann.

1.7 Peptidtoxine als Porenblocker und Gating-Modifizierer

Neben zahlreichen synthetischen Verbindungen wie z. B. 4-Aminopyridin sind Peptidtoxine
aus Gifttieren, quaterndare Ammoniumionen (TEA*, TBA™) und bivalente lonen (z.B. Mg*",
Sr?*, zZn®") auf unterschiedlichste Art und Weise in der Lage, den Kaliumfluss durch
Kaliumkanale zu inhibieren. Von einer Vielzahl von Peptidtoxinen, die aus den Giften von
Schlangen und Wirbellosen wie Skorpionen, Spinnen, Kegelschnecken und Seeanemonen
isoliert wurden, ist bekannt, dass sie spannungsabhangige Kaliumkanéle mit einer sehr hohen
Affinitat blockieren kdnnen. Die Toxine bestehen aus 22-60 Aminoséuren, besitzen eine
kompakte, kugelige Gestalt und werden durch zwei bis finf Disulfidbriicken stabilisiert
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(Ubersicht bei Mouhat et al., 2004). Peptidtoxine, die lonenkanile inhibieren, konnen
aufgrund ihres Wirkmechanismus in zwei Gruppen eingeteilt werden.

Die Mitglieder der ersten Gruppe binden an externe Porenregionen, behindern direkt den
Durchfluss der lonen durch den Kanal und werden als Porenblocker bezeichnet. Sie inhibieren
den Kanal mit einer Stéchiometrie von 1:1. Gut untersuchte Beispiele flr die bimolekulare
Interaktion sind die Skorpiontoxine Agitoxin (ATX), Hongotoxin (HgTX) und Kaliotoxin
(KTX), die mit picomolarer Affinitat an ihren Rezeptor binden (Garcia et al., 1994; Grissmer
et al. 1994; Koschak et al., 1998). Die Bindung der genannten Toxine ist in der Regel
spannungsunabhangig und die Toxine zeigen zumeist keine Bindungspréferenz fir den
geOffneten oder geschlossenen Kanal (Lange et al.,, 2006). Dass aber fir bestimmte
Porenblocker die Spannung und/ oder die intrazellulare Konzentration an K*-lonen Einfluss
auf die Bindung nehmen kann, wurde fir einige Toxine gezeigt. Eine Spannungsabhangigkeit
zeigt sich besonders dann, wenn der Blocker in das elektrische Feld eindringt (Woodhull,
1973), oder wenn, wie im Fall von Charybdotoxin (CTX) K*-lonen die Bindung des Toxins
an die Pore destabilisieren (MacKinnon und Miller, 1988; Goldstein und Miller, 1993). Terlau
et al. (1999) konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass die Bindung des
Kegelschneckentoxins k-Conotoxin PVIIA (k-PVIIA) im groBen MalRe vom Zustand des
Kanals (leitend oder nicht leitend) abhéngt. Bis auf wenige Ausnahmen (Srinivasan et al.,
2002)  beeinflussen  Poren  blockierende  Toxine  die  Aktivierungs-  und
Deaktivierungseigenschaften nicht.

Bei der zweiten Gruppe der Kanal inhibierenden Peptidtoxine handelt es sich um die Gating-
Modifizierer. Sie blockieren nicht den Porenausgang, sondern inhibieren den Kanal, indem sie
an den Spannungssensor binden und Einfluss auf dessen Bewegungen beim Offnen und beim
Schliefen nehmen. Zu diesen Toxinen zéhlen vor allem die Vogelspinnentoxine Voltage
sensing toxin 1 (VsTX1) und Hanatoxin (HaTX). Fir Hanatoxin konnten Swartz und
MacKinnon (1997) Uber die Analyse der Deaktivierungskinetik zeigen, dass der inhibierte
Kanal trotz gebundenen Toxins offnen kann. Die erforderliche Energie, die zum Offnen
bendtigt wird, ist allerdings grofRer, so dass sich die Aktivierungsschwelle des Kanals in
Richtung positiverer Potentiale verschiebt. Hanatoxin stabilisiert durch Bindung an den Kanal
einen der Geschlossenzustande, was zu einer Beeinflussung der Aktivierungs- und
Deaktivierungskinetik fiinrt. Wahrend sich die Offnungskinetik nach Zugabe des Toxins
verlangsamt, zeigt der SchlieBvorgang des Kanals nach Toxinapplikation eine
Beschleunigung. Im Gegensatz zu den Poren bindenden Toxinen, binden Gating-Modifizierer

mit einer Stochiometrie von 4:1, ein Toxinmolekil an jeden Spannungssensor.
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1.8 Metallionen konnen sowohl als Porenblocker als auch als

Gating-Modifizierer wirken

\Von einer ganzen Reihe ein,- zwei- und dreiwertiger Metallionen (Cs*, Li*, Ba®*, Ca®*, Mg*",
Ni%*, Pb®, Sr**, zn*" sowie La®* und Gd*") ist bekannt, dass sie spannungsabhangige
lonenkanale inhibieren konnen (Ubersicht bei Elinder und Arhem, 2004). Zur Erkldrung des
Mechanismus sind mehrere Modelle entwickelt worden, die sowohl die Blockade der Pore als
auch die Inhibierung des Spannungssensors einbeziehen. Der Porenblock durch Metallionen
ist fur Ba®*, Ca®* und Mg -lonen beschrieben worden. Intrazellulares Mg** beispielsweise
inhibiert den ATP-abhangigen Kaliumkanal dadurch, dass es die Offenwahrscheinlichkeit
reduziert und den Kanal von der intrazelluldren Seite spannungsabhéngig inhibiert (Davies et
al., 1996). Neben dem Porenblock inhibieren Metallionen lonenkanéle, indem sie sich von
auflen an den Kanal anlagern, die Oberflachenladungen und das elektrische Feld verandern
(Surface Charge-Modell). Hierbei werden geladene Aminoséuren des Kanals oder die
Kopfgruppen der Membranlipide, die normalerweise an der Offnung des Kanals mit
Aminosauren des Spannungssensors beteiligt sind, durch die Metallionen abgeschirmt. Dieser
elektrostatische Effekt fiihrt zu einer Verschiebung der Aktivierungskurve in Richtung
positiverer Potentiale und die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals &ndert sich. Fir bestimmte
Metallionen (La*" und Gd**) wird ein Inhibitionsmechanismus postuliert, dhnlich dem, der fiir
die Vogelspinnentoxine beschrieben wurde: Die Metallionen binden an den Spannungssensor

und fuhren zu einer mechanischen Inhibierung dessen Bewegungen.

1.9 Der Porenblocker Porphyrin-Derivat #3

Porphyrine (nach griech. porphyra = purpur) sind organische Farbstoffe, die aus vier Pyrrol-
Ringen (Tetrapyrrol) bestehen und durch vier Methin-Gruppen zyklisch miteinander
verbunden sind. Der einfachste Vertreter ist Porphin. Durch das Anfiigen von unterschiedlich
langen und verschieden geladenen chemischen Gruppen lassen sich die Eigenschaften der
Porphyrine verdndern. Gradl et al. (2003) konnten in Bindungsstudien zeigen, dass das
Tetraphenylporphyrin-Derivat #3 (Porphyrin #3, Porphyrin) den spannungsabhéngigen
Kaliumkanal Kv1.3 inhibiert und mit dem Porenblocker Hongotoxin um die Bindung
kompetiert. Hinweise Uber die Funktionsweise der Inhibition durch Porphyrin #3 lieferten
Ader et al. (2008), die in Strukturuntersuchungen an Porphyrin #3 und der Kaliumkanal-
Chimére KcsA-Kv1.3 in Proteoliposomen mittels Festkorper-NMR zeigten, dass das vierfach-
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symmetrische Molekil mit einem der Seitenarme tief in den Selektivitétsfilter eindringt
(Abb. 1.6). Die strukturellen Verdanderungen, die nach Porphyrinbindung fir den
Selektivitatsfilter zu beobachten sind, gleichen den Veranderungen, wie sie auch nach

Ubergang in den inaktivierten Zustand zu beobachten sind.
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Abb. 1.6: NMR-Struktur-Modell der Interaktion von KcsA-Kv1.3 mit dem Tetraphenylporphyrin
Derivat #3 (Ader et al., 2008).

Bei der Bindung von Porphyrin #3 dringt einer der vier Seitenarme tief in den Selektivitatsfilter ein. Der
beobachtete Konformationszustand nach der Bindung dhnelt dem Zustand der Pore nach Ubergang in
den inaktivierten Zustand. Die vordere und hintere Untereinheit des Tetramers sind in der Darstellung
entfernt worden.

1.10 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion des synthetischen Kaliumkanalblockers
Tetraphenylporphyrin Derivat #3 (Gradl et al., 2003) mit dem spannungsabhéngigen
Kaliumkanal Kv1.3 (Kvl1-Familie) mit elektrophysiologischen Methoden zu untersuchen.
Unter Einbeziehung der NMR-Strukturdaten, die bei der Untersuchung der KcsA-Kv1.3-
Chimare gewonnen wurden und durch Vergleiche mit den Inhibitionseigenschaften anderer
Kaliumkanalblocker, sollte der Mechanismus aufgeklart werden, mit dem Porphyrin #3
spannungsabhangige Kaliumkanéle blockiert. Zudem sollten Porphyrin #3 und chemische
Abkdémmlinge des Porphyrins auf ihre Selektivitat untersucht werden. Die Ergebnisse sollten
zu einer Abschatzung fuhren, ob sich Porphyrin #3 oder seine chemischen Abkémmlinge fir

die Entwicklung von therapeutischen Wirkstoffen eignen.
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2 Material und Methoden

Alle in der Arbeit genannten Chemikalien, mit Ausnahme der verwendeten Kanalblocker
Kaliotoxin, Porphyrin #3, Antidot, EL1 und EL2, wurden bei der Firma Sigma-Aldrich (St.
Luis, USA) in der Qualitat pro analysi bezogen. Die verwendeten Restriktionsenyzme wurden
von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) geliefert. Die DNA-Oligonukleotide stammten
von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg). Das Skorpiontoxin Kaliotoxin wurde von
Karin Giller im Labor von Stefan Becker am Max-Planck-Institut fiir biophysikalische

Chemie der Universitat Gottingen synthetisiert.

2.1 Die Kaliumkanalblocker Porphyrin-Derivat #3, Antidot, EL1 und EL2

Das kationische Porphyrin-Derivat #3 (Abb. 2.1) wurde von Stefan Gradl an der Universitat
von Californien (Berkeley, USA) im Labor von Dirk Trauner synthetisiert. Als Basis fur die
Synthese diente ein Tetraphenylporphyrin-Geriist, an dessen vier Seitenarme je ein
Ethylendiamin (Ethan-1,2-diamin) angefligt wurde. Dadurch weist Porphyrin #3 partielle
positive Ladungen an den Seitenketten auf.

NH3
+

Abb. 2.1: Strukturformel des Porphyrin-Derivats #3.

Porphyrin #3 ist ein Mitglied innerhalb einer Gruppe von vielen weiteren synthetischen
Porphyrin-Derivaten, die sich aufgrund der Seitenketten unterscheiden lassen (Gradl et al.,

2003). Es handelt sich um starre aromatische Molekiile, die einen stark hydrophoben Kern
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aufweisen. Porphyrin #3 hat einen Gesamtdurchmesser von ca. 25 A, ein Molekulargewicht
von 1178 Da und ist schlecht wasserldslich. Die Stocklésungen (100 pL) von 1 mM wurden
in Dimethylsulfoxid (DMSQO) angesetzt und bei -80 °C gefroren. Das dunkelgrine Pulver
veranderte beim Losen die Farbe und erschien dann dunkelrot. Es zeichnet sich durch eine
starke Eigenfluoreszenz aus und ist lichtempfindlich. Fur die Experimente wurden
Konzentrationen zwischen 0,01 UM und 1 UM eingesetzt. In Kompetitionsexperimenten mit
dem radioaktiv markiertem Porenblocker Hongotoxin und in elektrophysiologischen
Experimenten mit Xenopus-Oozyten konnte gezeigt werden, dass Porphyrin #3 an den
spannungsabhangigen Kaliumkanal Kv1.3 bindet und diesen inhibiert (Gradl et al., 2003).
Ader et al. (2008) zeigten in der NMR-Strukturanalyse, dass Porphyrin #3 an der KcsA-
Kv1.3-Chimére bindet, indem es mit einem der Seitenarme tief in die Pore eindringt.

Ein weiteres Porphyrin-Derivat ist das anionische Antidot, bei dem eine Aminogruppe des
Ethylendiamin durch eine Karboxylgruppe ersetzt wurde. Dadurch weist es im Gegensatz zu
Porphyrin #3 keine positive Ladung an den Seitenketten auf, sondern ist partiell negativ

geladen.

Abb. 2.2: Strukturformel des Porphyrin-Derivats Antidot.

Das Antidot hat ein Molekulargewicht von 1060 Da und ist schlecht wasserloslich. Es wurden
Stocklosungen (100 pL) von 1 mM in DMSO angesetzt, die bei -80 °C eingefroren wurden.
Die Konzentrationen, die fur die Experimente eingesetzt wurden, lagen zwischen 0,01 puM
und 0,8 uM. Im Gegensatz zu Porphyrin #3 hat es keinen inhibitorischen Effekt auf Kv1.3
(Gradl et al., 2003).
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Abgeleitet von den Seitenketten des Porphyrins #3 wurden von Erica Lauterwasser (Berkeley,
USA) weitere Verbindungen synthetisiert (Abb. 2.3), die in Inhibitionsexperimenten
eingesetzt wurden. Sie wurden als EL1 und EL2 bezeichnet, weisen eine T-férmige Gestalt
auf und besitzen im Gegensatz zu Porphyrin #3 nur noch eine putative Bindungsstelle.

o) H o
Noo N,
0o

EL1

I=

EL 1 hat ein Molekulargewicht von 760 Da, ist schlecht wasserldslich und wurde in einer
Konzentration von 5 uM eingesetzt. Es wurden Stocklésungen (100 pL) von 1 mM in DMSO
angesetzt und bei -80 °C eingefroren. EL2 hat ein Molekulargewicht von 715 Da, ist gut
wasserldslich und wurde in einer Konzentration von 10 pM eingesetzt. ES wurden

Stocklésungen von 1 mM in H,O angesetzt und bei -80 °C eingefroren.

2.2 Verwendete Klone fr die Synthese von cRNA

Bei den verwendeten Klonen handelte es sich um Plasmid-cDNA, die in der institutsinternen
Klonsammlung in einer Konzentration von 1 pg/uL gelagert wurde. Die cRNA von hKv4.1
und hKv11.1 wurde von Kathrin Sauter (ZMNH), die cRNA von mKv7.1 von Martin Kruse
(ZMNH) zur Verfligung gestellt. Bei dem Transkriptionsvektor handelte es sich um pGem-He
Juel (Liman et al., 1992), der von Arnd Baumann (Forschungszentrum Julich) zur Verfligung
gestellt wurde. Dieser Vektor enthalt neben dem Polylinker (Multiple Cloning Site = MCS),
eine Bindungsstelle fir die T7-Polymerase, ein Resistenzgen fir Ampicillin, eine Poly-A-
Sequenz und eine 5’ und 3’-untranslatierte DNA des -Globin-Gens von Xenopus laevis. In
Tab. 2.1 sind die verwendeten Kanale mit der internen Klonsammlungsnummer, der Pubmed-

Kennnummer und der aktuellen Kanalnomenklatur fir das entsprechende Gen aufgelistet. Die
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Klonkarten (im Anhang) wurden mithilfe der Software VectorNTI (Invitrogen, Carlsbad,
USA) erstellt.

Tab. 2.1: Auflistung der in der Arbeit untersuchten Kanéle.

Neben den internen Klonsammlungsnummern, soweit vorhanden, sind auch die Pubmed
Kennnummern (Accession number) und die jeweilige Bezeichnung des Gens in der Kanalnomenklatur
angegeben. Es wurden Klone zur Synthese von cRNA verwendet, die aus Mensch (h), Ratte (r) bzw.
Maus (m) stammten. Bei rKv1l.4 wurde nicht der Wildtyp fur die Experimente verwendet, sondern
einen Deletionsmutante (A110), bei der der verlangerte N-Terminus zur N-Typ-Inaktivierung fehlt (IR =
inactivation removed).

Kanalname Interne Bezeichnung Pubmed Name des Gens
des Klons Kennnummer
rkvi.1 A1-03 NP 775118 rKCNA1
rkvl.2 A2-04 NP 037102 rKCNA2
rkvl.3 A3-03 NP 062143 rKCNA3
rkv1.3 G377F A3-16 - -
rkv1.3 V430W A3-15 - -
rkvl.4 (A110, IR) A4-15 Wt: NP 037103 WT: rKCNA4
hKv1.5 A5-06 NP 002225 hKCNA5
hKv1.5 (R487Y) A5-34
hKv1.6 A6-05 NP 002226 hKCNAG6
hKv2.1 B1-01 NP 004966 hKCNB1
hKv4.1 - NP 004970 hKCND1
mKv7.1 - P 97414 mKCNQ1
hKv11.1 H2-04 AA 283910 hKCNH2

2.3 Einfugen einer Punktmutation mit Overlap-PCR und Quick change-
PCR

Fur das gezielte Einfligen einer Punktmutation wurde entweder die Overlap-PCR (Higuchi
et al., 1988) oder die Quick change-PCR (Hemsley et al., 1989) verwendet. Beide Techniken
beruhen auf den Einsatz von Mutagenese-Oligonukleotiden, die im Vergleich zur Wildtyp-
DNA an der gewiinschten Position eine oder mehrere gezielte Basenaustausche aufweisen.

Durch die Verwendung von zwei Oligonukleotid-Paaren werden bei der Overlap-PCR zwei
Uberlappende PCR-Produkte in getrennten PCR-Reaktionen synthetisiert, die die
Punktmutation beinhalten. Sie weisen ansonsten eine mit dem Wildtyp (Wt) identische DNA-

Sequenz auf und werden in einer zweiten PCR-Reaktion zusammen als Vorlage fir ein
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weiteres PCR-Produkt eingesetzt. Dieses PCR-Produkt enthélt die Mutation und kann ebenso
wie die Wildtyp-DNA mithilfe geeigneter Restriktionsenzyme geschnitten werden und
anschlieBend in einer Ligationsreaktion mit dem Expressionsvektor zusammengefiigt werden.
Bei der Quick change-PCR (Stratagene, La Jolla, USA) werden zwei komplementére
Oligonukleotide verwendet, die beide die gewinschte Mutation aufweisen. Die
Oligonukleotide werden in einer PCR-Reaktion (ber die gesamte Lé&nge des
Expressionsvektors verlangert, so dass genickte, zirkulare DNA entsteht, die die Mutation
enthalt. Mithilfe des Restriktionsenzyms Dpnl, das ausschliellich die methylierten
Schnittstellen der Wildtyp-DNA erkennt, wird diese im Gegensatz zur unmethylierten in
vitro-DNA verdaut. Durch Transformation der genickten DNA in einen geeigneten
Bakterienstamm (hier: E. coli XL1-blue) mit anschlieBender Isolierung und Reinigung der
DNA erhalt man Plasmid-DNA, die die gewinschte Punktmutation enthalt.

Eine ausfuhrliche Beschreibung der Methoden findet sich in dem Handbuch ,,Molecular

Cloning — A Laboratory Manual“ von David W Russell und Joseph Sambrook.

2.4 Transformation von cDNA in Bakterien des Stammes E. coli XL1-blue

Eine ausfuhrliche Beschreibung der Transformation von DNA in Bakterien findet sich in dem
Handbuch ,,Molecular Cloning — A Laboratory Manual“ von David W Russell und Joseph

Sambrook.

2.5 Isolierung und Reinigung von cDNA aus E. coli-Kulturen

Die Isolierung und Reinigung der cDNA erfolgte entweder aus 2 mL-Kulturen (Mini-Prep.)
oder 50 mL-Kulturen (Midi-Prep.) mit den Aufreinigungskits Nucleospin Plasmid Quickpure
(Mini) bzw. Nucleobond PC 100 (Midi) der Firma Macherey-Nagel (Duren). Eine
ausfihrliche Beschreibung der Methode findet sich in den Handbuch des Kits.

2.6 Isolierung und Reinigung von cDNA aus Agarosegelen

Fur die Isolierung von DNA-Fragmenten z.B. aus PCR-Reaktionen und Restriktionsansatzen
wurde das Gfx PCR DNA and Gel Band Purification Kit der Firma GE Healthcare (Miinchen)
verwendet. Nach einer Gelelkrophorese in einem 1,5 %igen, Ethidiumbromid haltigen
(0,5 pg/mL) Agarosegel wurden die DNA-Banden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus
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dem Gel ausgeschnitten und mit dem genannten Kit aufgereinigt. Eine ausfuhrliche
Beschreibung der Methode findet sich in den Handbuch des Kits.

2.7 Sequenzierung der Klone

Die Uberpriifung der verwendeten Klone (Wt und Mutanten) wurde durch Sequenzierung im
ZMNH in der Service-Abteilung von Sabine Hoffmeister-Ullerich durchgefiihrt. Es wurde die
Kettenabbruch-Synthese nach Sanger et al. (1977) mit dem Big Dye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) in Verbindung mit dem ABI Prism
377 DNA Sequencer verwendet. Eine ausfuhrliche Beschreibung der Methoden findet sich in
dem Handbuch ,,Molecular Cloning — A Laboratory Manual* von David W Russell und
Joseph Sambrook. Die ermittelten Sequenzen wurden mithilfe der Software SegMan
(DNASTAR, Madison, USA) ausgewertet.

2.8 In vitro Transkription ftr die Synthese von cRNA

Fur die in vitro Synthese von cRNA (copy RNA) wurde das Kit mMessage mMachine der
Firma Ambion verwendet. Es ermdglicht eine hohe Ausbeute an cRNA mit Kappenstruktur
(Capping). Dies erhoht sowohl die Stabilitt der cRNA als auch die Translationseffizienz des
lonenkanals in der Oozyte.

Fur die Synthese wurde 1 pg linearisierte cDNA eingesetzt. Die Reaktion wurde nach Zugabe
von 2 uL Transkriptionspuffer, 2 uL T7-Polymerase-Enzyme-Mix und 10 puL dNTPs/Cap mit
Nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 20 pL eingestellt. Nach 2 h Inkubation bei
37 °C in einem Heizblock wurde nach Zugabe von DNase flr weitere 15 min bei 37 °C
inkubiert. Die Synthesereaktion wurde durch Zugabe von 30 pL Nuklease-freiem Wasser und
30 upL Lithiumchlorid gestoppt. Nach einer Inkubation von mindestens 30 min bei -20 °C
wurde die prazipitierte RNA zentrifugiert und das Pellet mit 1 mL 70 %igen Alkohol fir
1 min gewaschen. Nach Lufttrocknung des RNA-Pellets unter dem Abzug wurde die RNA in
Nuklease-freies Wasser aufgenommen. Die Uberprifung der Qualitit und die
Konzentrationsbestimmung der cRNA erfolgte mit dem ,,RNA 6000 Nano Assay* der Firma
Agilent Technologies (Santa Clara, USA), das in Verbindung mit dem Agilent Bioanalyzer
benutzt wurde und auf eine elektrophoretische GroRentrennung von RNA-Fragmenten in
einem mit Mikrokapillaren versehenen Chip basiert. Die cRNA wurde auf eine Konzentration

von 1 pg/uL eingestellt und als 3 pL Aliquots bei -80 °C eingefroren.
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2.9 Gewinnung von Xenopus-Oozyten und cRNA-Injektion

Als heterologes Expressionssytem fur die untersuchten Kaliumkandle wurden die Eizellen
(Oozyten) des sudafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis verwendet. Die Frosche
stammten von der Firma NASCO (Fort Atkinson, Wiskonsin, USA;
www.enasco.com/xenopus/) und  wurden in der zentralen Tierhaltung des
Universitatsklinikums Eppendorf gehdltert. Vor Entnahme der Oozyten wurden die Frosche
fir die spatere Identifizierung, die durch die individuelle Pigmentierung des Riickens
ermoglicht wurde, fotografiert. Jedem Frosch konnten in einem Abstand von ca. jeweils drei
Monaten bis zu finf Mal Oozyten entnommen werden.

Die Frosche wurden durch ein 15- bis 20-mindtiges Tricain-Bad vor Entnahme der Oozyten
narkotisiert (Tricain = 3-Aminobenzoesaure-Ethylester-Methansulfonat). Nach Offnen der
Bauchhaut wurden Teile des Ovars mit einer Schere abgeschnitten und mehrfach in Oozyten-
Ringerlosung (OR2) gespiilt. Die Operationswunde des Frosches wurde mit chirurgischem,
resorbierbarem Nahtmaterial (Ethicon, Norderstedt) versorgt, die Oozyten nach einer
mechanischen Vorauftrennung des Ovars mit feinen Pinzetten 2-3 h in Kollagenaseldsung
(2-3 mg/mL) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Oozyten mehrfach mit OR2-Lésung
gespult und eine Selektion nach Qualitdt und Reifezustand vorgenommen. Fir die
Experimente wurden Oozyten des Reifestadiums V und VI verwendet, die bis zur Injektion in
Gentamycinldosung gelagert wurden. In Tab. 2.2 sind die verwendeten Lésungen flr die

Oozytenpraparation gelistet.

Tab. 2.2: Losungen fir die Oozytenpreparation.

OR2-Lésung 82,5 mM NaCl

2 mM KCI

1 mM MgCl,

5 mM HEPES, pH 7,5

Tricain-Losung 2-3 mg/mL Tricain (Sigma)

Kollagenase-L6sung 2-3 mg/mL Kollagenase (Roche)

Gentamycin-L6sung 75 mM NacCl Gentamycin (Sigma)
mM KCI

mM CacCl,

mM MgCl,

mM Na-Pyruvat
mM HEPES, pH 7,5
50 pg/mL Gentamycin

ga oL, NN
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Die Injektion der cRNA erfolgte am Tag der Oozytenentnahme bzw. an den darauffolgenden
Tagen in OR2-Losung. Die Oozyten wurden flr die Injektion in eine spezielle Kammer
uberfuhrt, die die Aufreihung der Eizellen in mehreren Rillen ermdglichte. Die cRNA-
Stocklosung (1 pg/mL) wurde zunéchst verdinnt (1:100 oder 1:200) und mithilfe eines
Mikroinjektor Nanoliter 2000 (WPI, Sarasota, USA) in einem Volumen von 25 bis 50 nL
(0,1-0,5 ng/Oozyte) injiziert, so dass an den Messtagen eine Stromamplitude von 5 bis 15 pA
erreicht wurde. Fir die Injektion wurden Glaskapillaren (#4879, WPI) verwendet, die mit
einem PB-7 Puller (Narishige, East Meadow, USA) gezogen wurden. Die diinn ausgezogenen
Spitzen wurden mithilfe einer Mikroforge (Narishige) auf einen Durchmesser von ca. 10 pM
gebrochen und die Kapillaren anschlieBend zur Sterilisation fir mind. 2 h bei 180 °C
ausgebacken. Nach der Injektion der cRNA wurden die Oozyten in einem Inkubator bei 18 °C

in Gentamycin-L0dsung gelagert.

2.10 Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme zum  Messen von

lonenstrémen in Xenopus-Oozyten

Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme ist eine Technik, die es ermdglicht, lonenstrome, die
durch integrale Membranproteine (z.B. lonenkandle) vermittelt werden, bei einer definierten
Spannung zu messen und zu analysieren (Miledi et al., 1982). Als Expressionssystem fir die
Membranproteine dienen haufig Xenopus-Oozyten, die aufgrund der GroRe (& ~ 1,2 mm) und
guten Zuganglichkeit weite Verbreitung bei der Untersuchung von lonenkanélen gefunden
haben. Die Oozyten besitzen eine diinne hyaline Hdlle, die als Vitellinmembran bezeichnet
wird und der Stabilitat der Eizelle dient. Diese wurde vor den Experimenten mit feinen
Pinzetten entfernt, um eine mogliche Beeinflussung der Ligandenbindung an den Kanal zu
vermeiden.

In der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (Abb. 2.4) wird eine intrazellulare Elektrode
(Spannungselektrode, V) und ein Vorverstarker (Vers. 1) mit einem hochohmigen
Eingangswiderstand verwendet, um das aktuelle intrazelluldre Potential (Vy) zu messen und
eine zweite intrazelluldre Elektrode (Stromelektrode, I) und ein Klemmverstarker (Vers. 2),
um durch Strominjektion das gewinschte Potential (Kommandopotential, V¢) aufrecht zu

erhalten.
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Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Hauptkomponenten einer Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme (veré&ndert nach Stihmer, 1992).

Die Oozyte befand sich in einer Kammer, die tber eine Einstrom- und eine Ausstroméffnung verfugte.
Uber einen Dreiwegehahn konnte zwischen Kontrollldsung und Lésung mit Antagonist gewechselt
werden.

Zur Aufrechterhaltung des Kommandopotentials wird das gemessene Membranpotential mit
dem Sollpotential verglichen und die Differenz beider Potentiale durch Strominjektion Gber
die Stromelektrode ausgeglichen (Vo): Verursacht das Kommandopotential ein Offnen von
spannungsabhangigen lonenkanélen, &ndert sich der Membranwiderstand und damit auch das
Membranpotential. Die Strommenge |y, die zur Wiederherstellung des Kommandopotentials
benotigt wird, ist die eigentliche Messgrofie und wird von der Badelektrode, die an einen
operativen Verstarker (OP-Vers.) angeschlossen ist, registriert. Bei der zweiten Badelektrode
handelt es sich um eine Referenzelektrode fur die intrazelluldre Spannungselektrode (virtuelle
Erde). Es handelt sich bei der Strommenge nicht ausschlieBlich um den lonenstrom (1)),
sondern auch um Kapazitatsstrome, die beim Umladen der Oozytenmembran entstehen, und
um unspezifische Leckstrome (I.), die dann verstarkt auftreten, wenn die Membran

geschadigt wird und der Membranwiderstand abnimmt (Gleichung 2.1).

dv
dt

Iyv=1+C +, Gleichung 2.1

Die Kapazitatsstrome treten als transiente Stréme zu Beginn und am Ende -einer
Depolarisation auf bis zu dem Zeitpunkt, zu dem das gewiinschte Potential eingestellt ist
(dVv/dt = 0). Die Leckstrome kénnen mit der computergesteuerten Leckstromkompensation

P/4 herausgerechnet werden. Weiterfiihrende Literatur findet sich u. a. bei Stihmer (1992).
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Bei dem Verstérker, der fir die Oozyten-Experimente verwendet wurde, handelte es sich um
den OC-725C (Warner Instruments, Hamden, USA). Weiterer Bestandteil des Messstandes
war ein erschitterungsgedampfter Tisch mit aufliegender Stahlplatte, die zur Fixierung und
zur Erdung der aufstehenden Teile diente. Dazu gehorten ein Binokular (Wild M3C,
Herbrugg, Schweiz), zwei Mikromanipulatoren (MM33, Marzhduser, Wetzlar) zur
Befestigung der Strom- und Spannungselektrode und eine Messkammer, in die die Oozyten
flr die Experimente gelegt wurden und die eine Uber Schwerkraft getriebene Perfusion von
mehreren Flissigkeiten ermdglichte. Fur die Experimente, die nicht bei RT sondern bei 16 °C
durchgefihrt wurden, wurde ein Kuhlsystem (Colora WK14, Lérrach) verwendet. Die zur
Perfusionskammer fiihrenden Schlduche wurden zur Isolation und zur Abdunklung des
lichtempfindlichen Porphyrins mit Aluminiumfolie umwickelt und die Temperatur
regelmaRig mit einem Drahtthermometer (GTH 1170, Greisinger Electronic, Regenstauf)
tiberpriift. Uber ein Oszilloskop (Tektronix TDS 210, Koln) konnten der Spannungsverlauf
und der Stromverlauf verfolgt werden. Als Elektroden wurden Silberdréhte verwendet, die
entweder mit Klorix-Reiniger oder tiber einen Elektrolyseautomat (ACL-01, NPI Electronics,
Tamm) chloriert wurden. Die eigentliche elektrische Verbindung wurde tber Mikroelektroden
aus Borsilikatglas (TW150F-4, WPI) hergestellt, die mit 3 M KCI gefullt wurden.
Badelektrode und Referenzelektrode befanden sich in Extrabehéltnissen, gefillt mit 3 M KCI
und wurden Uber Agarbriicken mit der Messkammer verbunden. Die Messdaten wurden vom
Verstarker Uber einen AD/DA-Wandler (ITC-16, Instrutech Corporation, Great Neck, USA)
auf einen Computer (Dell, Optiplex GX620) Ubertragen und gespeichert. Der analoge
Datenstrom wurde bei einer Auflésung von 16 bit mit Abtastfrequenzen (Sampling rate)
zwischen 1 und 10 kHz (Sample-Intervalle zwischen 10 ps und 1 ms) digitalisiert. Die
Stromspuren wurden mit 200 Hz gefiltert. Als Software fur die Programmierung der
Pulsprotokolle, die Steuerung des Verstarkers und die Aufnahme der Daten diente das
Programm PULSEV8.79 der Firma HEKA (Lambrecht). Die Daten wurden anschlie3end auf
einen anderen Computer (Dell, Optiplex GX620) bertragen, an dem die Auswertung der
Experimente und die Erstellung der Graphen mit den Programmen PULSEFIT (HEKA),
KALEIDAGRAPH 4.0 (Synergy Software, Reading, USA) und MATHCAD 13.0 (PTC,
Neeham, USA) erfolgte. Alle Abbildungen wurden in POWERPOINT (Microsoft, Redmont,
USA) bearbeitet und als EMF-Grafiken gespeichert.

Die Messprotokolle fir die einzelnen Experimente sowie verwendete mathematischen
Funktionen und Gleichungen werden in der Einleitung bzw. im Ergebnisteil beschrieben. Die
Signifikanzanalyse wurde in KALEIDAGRAPH mit der Grundstatistik Student’s t-test
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durchgefiihrt. Bei diesen Analysen legt ein Grenzniveau, das auch als P-Wert (Probability)
bezeichnet wird, die kritische Wahrscheinlichkeit fest, ob ein eingetretenes Ereignis zufallig
ist oder nicht, und dient als MaR der Aussagekraft von Daten. Diese Kkritische
Wahrscheinlichkeit wird in den meisten naturwissenschaftlichen Gebieten durch Konvention
auf 5 % festgelegt (Stahel, 2000). Von signifikant spricht man in dem Fall, wenn die
Irrtumswahrscheinlichkeit unterhalb dieser 5 % bzw. einem P-Wert von 0,05 liegt. In den
Abbildungen in der vorliegenden Arbeit wurden signifikante Aussagen mit einem Stern (*)
versehen und der entsprechende P-Wert angegeben. Alle Mittelwerte wurden mit dem
Standardfehler angegeben.

Die Losungen die in Experimenten verwendet wurden, setzten sich wie in Tabelle 2.3 gezeigt

zusammen. Sie basieren auf der Standardlésung ND96 (Goldin und Sumikawa, 1992).

Tab. 2.3: Losungen, die in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme verwendet wurden.

20 mM KClI 20 mM KClI Verwendung bei RT
78 mM NacCl

1 mM MgCl,

1 mM CaCl,

5 mM HEPES (pH 7,4)

2 mM KCI (ND96) 2 mM KCI Verwendung bei RT
96 mM NacCl

1 mM MgCl,

1 mM CaCl,

5 mM HEPES (pH 7,4)

100 mM KClI 100 mM KClI Verwendung bei RT
0 mM NaCl

mM MgCl,

mM CacCl,

5 mM HEPES (pH 7,4)

=

20 mM RbCI 20 mM KCI Verwendung bei 16 °C
78 mM NacCl
1 mM MgCl,
mM CacCl,
5 mM HEPES (pH 7,4)

(IR
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2.11 Verwendung der Patch-Clamp-Technik fir die Applikation von der

Membraninnen- (Inside-out) und MembranaufRenseite (Outside-out)

Die Inside-out- und Outside-out-Messungen wurden mit der standardisierten Patch-Clamp-
Technik nach Hamill et al. (1981) durchgefiihrt. Sie baut auf die Technik der
Spannungsklemme auf und besteht aus einer Elektrode, die zugleich zur Vorgabe von
Kommandospannungen und zur Messung von lonenstromen dient. Ahnlich wie bei der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme wird der tber die Membran flieRende Strom (ly) Uber einen
Ruickkopplungsmechanismus bestimmt. Der Spannungsabfall der Kommandospannung an der
Membran (Vy), der durch Offnung der Kanéale verursacht wird, wird am Differenzverstarker
registriert und durch Strominjektion auf den Sollwert (V¢) gebracht. Die Strommenge, die zur
Aufrechterhaltung des Kommandopotentials benétigt wird (Vym = V¢), ist identisch mit der

uber die Membran flieRenden Strommenge (Abb. 2.5).

EPC9-Verstarker

X,

M *1 Strom-
— * —
Patchpipette A / > messung
b

i Kommando-
spannung

IM
L_ *1: Operationsverstarker

A 1 . )
= *2: Differenzverstarker
Erde

m
=
Q.
(¢°]

Petrischale Bad-El.

Abb.2.5: Vereinfachtes Schema eines Patch-Clamp-Schaltkreises.

Nach Entfernung der Vitellinmembran wurde die Oozyte in eine Petrischale mit extrazellularer Lésung
Uberfuhrt. Die Antagonisten wurden Uber ein Perfusionssystem, dass die lokale Applikationen Uber
dem Patch ermoglichte, herangefiihrt.

An den relativ groBen Oozyten lassen sich mit der Patch-Clamp-Technik keine
Ganzzellableitungen, aber  Anwendungen die nur einen Kleinen, separierten
Membranabschnitt betreffen, durchfiinren (Abb. 2.6). Uber diese Membranabschnitte, die eine
gewisse Zahl an Kandlen beinhalten, kénnen mithilfe einer lokalen Perfusion Antagonisten
appliziert werden. Durch die verwendete Methode kann entweder die Membraninnenseite

(Inside-out) oder die MembranauRenseite (Outside-out) perfundiert werden.
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Abb.2.6: Patch Clamp-Konfigurationen.

Um Inside-out-Messungen durchfiihren zu kénnen, muss zunachst ein Gigaseal in der On cell- oder
Cell attached-Konfiguration erreicht werden. Durch ruckartiges Zuruckziehen der Pipette wird ein
Stuck der Membran herausgerissen, so dass die Membraninnenseite nach Aul3en exponiert wird. Bei
der Outside-out-Konfiguration wird nach der Cell attached-Konfiguration zunachst die Whole cell-
Konfiguration hergestellt. Das geschieht durch Erzeugen eines Unterdrucks. Durch langsames
Zurickziehen der Pipette gelangt man dann in die Outside-out-Konfiguration, so dass die
Membranauf3enseite nach AuRen exponiert wird. Modifiziert nach Hille (2001).

Im Gegensatz zu der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme, bei der Strdme im
Mikroamperebereich gemessen werden, werden bei der Patch-Clamp-Technik Stréme im
Nano- bis Picoamperebereich gemessen, was eine zusétzliche Abschirmung des Messstandes
notwendig macht. Die elektrische Abschirmung wurde durch einen Faradaykafig, der den
Messstand umgab, gewahrleistet. Ein schwingungsgedampfter Tisch mit Druckluftfederung
(TMC, Peabody, USA) diente dem erschitterungsfreien Arbeiten. Auf dem Tisch befand sich
ein inverses Mikroskop (Axiovert 35, Zeiss), mit dem man von unten durch den Boden der
Petrischale, in dem sich de Oozyte befand, blickte. Der Vorverstarker mit der chlorierten
Silberdrahtelektrode war an einem hydraulisch betriebenen Mikromanipulator der Firma
Narishige (MHW3) befestigt. Der Pipettenhalter besal} einen Anschluss zur Erzeugung eines
Unterdrucks, der fir die Ausbildung des Dichtungswiderstandes im Gigaohmbereich
(Gigaseal) zwischen Pipettenspitze und Oozytenmembran genutzt wurde. Der Schlauch, der
an diesen Anschluss angebracht wurde, endete an einem Dreiwegehahn, an dem sich ein
Mundstiick zum Saugen anschlieRen lie. Als Verstarker diente ein EPC9 (HEKA). Fir die
Protokollprogrammierung, Datenspeicherung, Auswertung und Analyse wurde die gleiche
Software wie bei der Spannungsklemme beschrieben, verwendet. Ein Oszilloskop der Firma
HAMEG (HM407-2, Mainhausen) wurden der analoge Spannungs- und Stromverlauf

beobachtet. Fir die gezielte lokale Superfusion der exponierten Membranstiicke in den



Material und Methoden 29

entsprechenden Konfigurationen mit Kontroll- bzw. Porphyrinlésung diente das
Applikationssystem Valvebank (Automate Scientific, Berkeley, USA). Eine an das
Perfusionssytem angeschlossene Pumpe (BVP, Ismatec, Wertheim-Mondfeld) gewahrleistete
eine kontinuierliche Flussigkeitszufuhr. In Tab. 2.4 sind die verwendeten Losungen fiir die

Inside-out- und Outside-out-Messungen aufgelistet.

Tab. 2.4: Losungen, die fur die Inside-out- und Outside-out-Messungen verwendet wurden.

Outside out Patch

100 mM KCI 100 mM KCI Pipettenlésung,
1 mM MqgCl, interne Lésung
1 mM CaCl,
5 mM HEPES (pH 7,4)
2 mM KCI 2mM KCI Perfusionslésung,
96 mM NacCl externe Lésung
1 mM MgCl,
1 mM CaCl,

5 mM HEPES (pH 7,4)

Inside out Patch

2 mM KCI 2 mM KCI Pipettenlésung,
172 mM NacCl externe Lésung

1 mM MqgCl,

1 mM CaCl,

5 mM HEPES (pH 7,4)

100 mM KCI 100 mM KCl Perfusionslésung,
70 mM NacCl interne Lésung
1 mM MgCl, Kontrolle
10 mM HEPES (pH 7,4)
100 mM KCI, 70 mM 100 mM KCI Perfusionslésung,
TEA* 70 mM TEACI interne Losung
1 mM MgCl,

10 mM HEPES (pH 7,4)
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung des Kaliumkanalinhibitors
Tetraphenylporphyrin-Derivat #3 (Porphyrin #3, Porphyrin) auf den spannungsabhéngigen
Kaliumkanal Kv1.3, der zu der Kvl-Familic (Shaker-verwandte Kanile) gehort, mit
elektrophysiologischen Methoden untersucht. Als heterologes Expressionssystem dienten
Xenopus laevis-Oozyten, die vor Durchfithrung der Experimente von ihrer Vitellinmembran,
einer diinnen durchsichtigen Hiille, befreit wurden. Zur Analyse dienten vor allem die
Anderungen von Aktivierungs-, Deaktivierungs- und Inaktivierungsverhalten des Kanals nach
Applikation von Porphyrin #3 sowie Assoziations- und Dissoziationskinetik fiir die
Inhibierung des Kanals durch Porphyrin #3. Die Experimente wurden in verschiedenen
extrazelluliren Kaliumkonzentrationen [K'], sowie Rubidiumchlorid [Rb'], bei
Raumtemperatur (RT) oder 16 °C durchgefiihrt. Einige Versuchprotokolle, die bei den
Experimenten verwendet wurden, entstammen aus Verdffentlichungen, in denen die
Funktionsweisen anderer Kanalblocker (Porenblocker: KTX und Conotoxin, Gating-
Modifizierer: Hanatoxin) untersucht wurden. An gegebener Stelle wird auf die Unterschiede

oder Gemeinsamkeiten im Vergleich mit Porphyrin #3 hingewiesen.

3.1 Kv1.3-Strome in Xenopus-Oozyten

Ratten-Kv1.3-Kanile wurden in Xenopus-Oozyten nach Injektion von Kv1.3 cRNA wie zuvor
beschrieben (Stithmer et al., 1989) exprimiert. Die Messungen wurden ab dem ersten Tag
nach der Injektion durchgefiihrt. Die Experimente wurden mit Oozyten durchgefiihrt, die bei
einer Depolarisation auf +60 mV eine Amplitude des Auswirtsstroms zwischen 5 und 15 pA
zeigten.  Mithilfe einer  Strom-Spannungskurve (Abb. 3.1) lieBen sich die
elektrophysiologischen FEigenschaften des Kanals darstellen. Ausgehend von einem
Haltepotential von -80 mV, bei dem die Kanile geschlossen sind, wurde stufenweise
beginnend bei -60 mV in 10 mV-Schritten bis +100 mV depolarisiert. Zwischen den
einzelnen Depolarisationen lag ein Interpulsintervall von 10 s. Der Schwellenwert der
Aktivierung der Kv1.3-Kanile lag in Ubereinstimmung mit der Literatur bei ca. -30 mV. Die
grofite Offenwahrscheinlichkeit bzw. maximale Leitfahigkeit (Gyax) wurde bei ca. +50 mV
erreicht. Durch die Verwendung von 20 mM Kaliumchlorid (KCl) bzw. Rubidiumchlorid
(RbCl) in der extrazelluliren Losung folgte auf den K'-Auswirtsstrom nach Repolarisation

auf -80 mV ein K'- bzw. Rb'-Einwirtsstrom (Abb. 3.1 A).
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Abb. 3.1: Spannungsabhiangige Aktivierung und Deaktivierung von Kv1.3 in Xenopus-Oozyten,
[K']a = 20 mM, RT.

A. Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch unterschiedlich starke
Depolarisationsschritte fir 50 ms geo6ffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder
geschlossen. Durch Verwendung von 20 mM KCI in der externen Lésung erhielt man einen
K*-Einstrom (= Tailstrom). Dargestellt sind die Stromspuren von -60 mV bis +100 mV.

B. Normierte Tailstromamplituden bei -80 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden

Testpotentials. Bei der durchgezogenen Linie handelt es sich um einen Fit mit der Boltzmann-
Funktion. (V,,=-12 mV; n = 5). Dargestellt sind die Leitfahigkeiten von -60 mV bis +60 mV.

Dieser als Tailstrom bezeichnete Einwértsstrom beschreibt die Deaktivierung der Kanile und
zeigte nach Erreichen einer Peakamplitude einen exponentiellen Abfall. Durch Auftragen der
Tailstromamplitude gegen die Spannung der vorangegangenen Depolarisation erhielt man die
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung, die sich in einer Strom-Spannungskurve darstellen
lieB. In Abb. 3.1 B ist die normierte Strom-Spannungskurve fiir drei durchgefiihrte
Experimente dargestellt. Die halbmaximale Aktivierung (Vy,), die mithilfe der Boltzmann-

Funktion ermittelt wurde, lag bei -12 mV und der z-Wert bei 2,6.
3.2 Applikation von Porphyrin #3 auf Kv1.3-Kaliumkanale

Die Experimente mit Porphyrin #3 wurden zunidchst bei einer Spannung von +60 mV
durchgefiihrt. Hierzu wurden kurze Depolarisationsschritte (100 ms), ausgehend von einem
Haltepotential von -80 mV in einem Abstand von 10 s durchgefiihrt. Nach Erreichen einer
gleichbleibenden  Stromamplitude bzw. Tailstromamplitude (Steady state) wurde
Porphyrin #3 in einer Konzentration von 0,5 uM eingewaschen. Als Folge der Zugabe kam es

zu einer kontinuierlichen Abnahme der Stromamplitude (Abb. 3.2).



Ergebnisse 32

A B 0,5 uM Porphyrin #3
]
3 3 ©0000,,
@]
<27 o
= o
B ¢}
_F Og
1 000000
2 pA
50 ms 0

0 50 100 150 200 250

Zeit (s)
Abb. 3.2: Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf Kv1.3: Einwasch, [K'], = 20 mM, RT.
Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf +60 mV fir 100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s gedéffnet und durch Repolarisation auf das

Haltepotential wieder geschlossen. Nach Erreichen eines Steady states wurden 0,5 uM Porphyrin #3
eingewaschen.

A. Reprasentative Stromspuren, die die Abnahme der Amplitude nach Porphyrinapplikation
verdeutlichen.

B. Darstellung der Tailstromamplitude nach Applikation von 0,5 UM Porphyrin aufgetragen gegen die
Zeit.

Nach Reduktion des Stroms um ca. 60-70 % wurde ein Gleichgewichtszustand erreicht und es
wurde mit dem Auswaschen des Porphyrins begonnen. Es zeigte sich, dass im Gegensatz zum
Einwaschen der Auswaschvorgang stark von der Vorbehandlung der Oozyten abhing: Bei
Nicht-Entfernen der Vitellinmembran liel sich der durch Porphyrin #3 erzielte Effekt nicht
auswaschen. Bei den Oozyten, bei denen die Membran entfernt wurde, kam es nach dem
Wechsel von Porphyrin #3 auf die Kontrolllosung zu einer Zunahme der Amplitude, die

zwischen 80-90 % der Ausgangsamplitude erreichte (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf Kv1.3: Auswasch, [K']. = 20 mM, RT.
Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf +60 mV fir 100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s gedéffnet und durch Repolarisation auf das
Haltepotential wieder geschlossen. Nach Erreichen eines Steady states wurde Porphyrin #3 wieder
ausgewaschen.

A. Reprasentative Stromspuren, die die Zunahme der Amplitude nach Porphyrinapplikation
verdeutlichen.

B. Darstellung der Tailstromamplitude nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 aufgetragen gegen
die Zeit. Die Ausgangsamplitude ist als gestrichelte Linie angedeutet.

3.3 Spannungsabhangigkeit der Kv1.3-Inhibition

Vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 wurden Strom-Spannungs-Protokolle
ausgefiihrt, die zeigen sollten, ob der Kv1.3-Strom bei allen Spannungen gleich stark inhibiert
wurde. Die normierten Strom-Spannungskurven der Kontrolle und nach Applikation von
0,5 uM Porphyrin #3 sind in Abb. 3.4 A dargestellt. Die Fits der Kontrollwerte und der Werte
nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 zeigten, dass es zu einer Verschiebung der
Spannungsabhéngigkeit kam. Wiahrend die Spannung der halbmaximalen Aktivierung in der
Kontrolle bei -12 mV lag, verschob sich dieser Wert nach Applikation von Porphyrin #3 zu
positiven Potentialen und lag bei +12 mV. Aus Abb. 3.4 B wird ersichtlich, dass die
Inhibierung des Kv1.3-Stroms mit zunehmender Depolarisation abnahm. Nach einem nahezu

vollstdndigen Block bei -20 mV wurde der Kanal bei +80 mV nur noch zu 75 % inhibiert.
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Abb. 3.4: Spannungsabhingigkeit der Kv1.3-Inhibition durch Porphyrin #3, [K'], = 20 mM, RT.
A. Normierte Tailstromamplituden bei -80 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden
Testpotentials vor (schwarze Kreise) und nach Applikation (rote Punkte) von 0,5 uM Porphyrin #3. Bei
den durchgezogenen Linien handelt es sich um Fits mit der Boltzmann-Funktion (Kontrolle: V,, = -16
mV; n = 5; Porphyrin #3: V,,=+12 mV, n = 5).

B. Inhibition des Strom in Prozent in Abhangigkeit des Membranpotentials.

Die Spannungsabhingigkeit des Blocks zeigte sich besonders bei der Durchfiihrung eines
Doppelpulsprotokolls, in dem zwei Pulse unterschiedlich starker Depolarisation kurz

aufeinander folgten (500 ms). In Abb. 3.5 ist das Doppelpulsprotokoll mit den dazugehdrigen

Stromspuren dargestellt.

+60 mV
20 mv
somv—d L—nu L 80mVv

— Kontrolle
| 2 pA

100 ms

=

Abb. 3.5: Durchfiihrung eines Doppelpulsprotokolls vor und nach Applikation von 0,5 uM
Porphyrin #3 auf Kv1.3, [K'], = 20 mM, RT.

Gezeigt sind reprasentative Stromspuren vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 mit dem
dazugehodrenden Pulsprotokoll. Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle
durch unterschiedlich starke Depolarisation (-20 mV und +60 mV, Interpulsintervall = 500 ms) fur
100 ms gedffnet und durch Repolarisation auf -80 mV wieder geschlossen.

—— 0,5 puM Porphyrin #3

Die Doppelpulse wurden in einem Interpulsintervall von 10 s durchgefiihrt. Nach Erreichen
eines Steady states wurden 0,5 uM Porphyrin #3 appliziert. Die Ausgangsamplituden der

Strome vor Applikation von Porphyrin #3 unterschieden sich erwartungsgemall in
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Abhingigkeit der Depolarisationsstiarke. Die Spannungsabhingigkeit des Blocks zeigte sich
sowohl in dem unterschiedlichen Ausmal} der Inhibition als auch in einer unterschiedlichen
Einwaschkinetik. Wahrend der Tailstrom bei +60 mV zu ca. 70 % inhibiert wurde, kam es bei
-20 mV zu einer vollstdndigen Inhibition (Abb. 3.6 A). In Abb. 3.6 B ist die Kinetik des
Einwaschens, die sich mit einer einfach exponentiellen Funktion (Gleichung 3.1) beschreiben
lasst, anhand der normalisierten Tailstromamplituden beider Depolarisationsstarken

dargestellt.

max

= ALTI+A, Gleichung 3.1

I ist die maximale Stromamplitude in Anwesenheit des Liganden, I,.x die maximale
Stromamplitude der Kontrolle, A, die relative Amplitude vor Applikation des Liganden, t die

Zeit, t die Zeitkonstante und A; die Amplitude nach Erreichen des Gleichgewichtzustandes.

A B
0,5 UM Porphyrin#3
6 - - 1,0 7
5 4 0000, ®+60 mV
° 0.8 ] 0 -20mV
<4 ° ®+60 mV € 06
° 0-20 mV g YUb ]
23 ., m 2 1=279s
< ° 50,4 1
2 $00004 Ll TYY £
o) |
14 o 0,2
0 , ©000000 0.0 , , :
0 50 100 150 0 50 100 150
Zeit (S) Zeit (s)

Abb. 3.6: Einwaschkinetik von 0,5 uM Porphyrin #3 bei unterschiedlich starker Depolarisation,
[K']. = 20 mM, RT.

A. Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch unterschiedlich starke
Depolarisationsschritte fir 100 ms getffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder
geschlossen. Der zweite Puls des Doppelpulses erfolgte nach einem 500 ms-Interpulsintervall.
Gezeigt sind die Tailstromamplituden bei -80 mV nach Depolarisationen auf -20 mV und +60 mV.

B. Normierte Tailstromamplituden bei -80 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden
Testpotentials. Bei den durchgezogenen Linien handelt es sich um Fits mit einer einfach exponentielle
Funktion.

Die ermittelten t-Werte waren t = 19,4+ 2 s (n=7) bei -20 mV und t =27,9+2 s (n=7) bei
+60 mV. Es zeigte sich, dass die Geschwindigkeit, mit der Porphyrin #3 den Kv1.3-Strom
inhibierte, stark von der Stirke der Depolarisation abhing: Je stirker die Depolarisation, desto
langsamer war die Zeitkonstante fiir die Einwaschkinetik. Im Gegensatz zur Einwaschkinetik
zeigte die Auswaschkinetik keine Spannungsabhingigkeit (Abb. 3.7 A und B). Die ermittelten
t-Werte waren 1 =48,2 £2 s (n=7) bei -20 mV und 1 = 48,3 £2 s (n=7) bei +60 mV. Die
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Auswaschkinetiken lieBen sich ebenfalls mit einer einfach exponentiellen Funktion

(Gleichung 3.2) beschreiben:

= 1-A et Gleichung 3.2
Imax
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Abb. 3.7: Auswaschkinetik von 0,5 uM Porphyrin #3 bei unterschiedlich starker Depolarisation,
[K']. = 20 mM, RT.

A. Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch unterschiedlich starke
Depolarisationsschritte fir 100 ms getffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder
geschlossen. Die einzelnen Pulse des Doppelpulses erfolgten nach einem 500 ms-Interpulsintervall.
Gezeigt sind die Tailstromamplituden bei -80 mV nach Depolarisationen auf -20 mV und +60 mV.

B. Normierte Tailstromamplituden bei -80 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden
Testpotentials. Bei den durchgezogenen Linien handelt es sich um Fits mit einer einfach exponentielle
Funktion.

3.4 Konzentrationsabhangigkeit der Kv1.3-Inhibition

Bei der Durchfiihrung der Experimente zeigte sich, dass die Applikation von Porphyrin #3
konzentrations- und zeitabhingig zu einem erhohten Leckstrom fiihrte. Leckstrome sind
unspezifische Strome, die dann verstdrkt auftreten, wenn der elektrische Widerstand der
Zellmembran abnimmt. Der basale Leckstrom betrdgt in Oozyten bei der Haltespannung von
-80 mV ca. 0,1 — 0,2 pA und #ndert sich, dem Ohmschen Gesetz folgend, mit Anderung des
Membranpotentials. Wihrend sich mit Porphyrinkonzentrationen < 0,5 uM die Experimente
ohne wesentliche Zunahme des Leckstroms durchfilhren lielen, waren hohere
Konzentrationen in der Regel mit einer deutlichen Zunahme des Leckstroms verbunden. Bei
der Benutzung von Oozyten, die eine iliberdurchschnittliche Qualitdt aufwiesen, konnten
vereinzelt auch Experimente mit 1 pM Porphyrin #3 durchgefiihrt werden. Es zeigte sich
jedoch, dass die hoheren Konzentrationen zu keiner wesentlichen Zunahme der Inhibition bei

positiven Potentialen fiihrten. Um die Gleichgewichtskonstante von Porphyrin #3 bestimmen
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zu konnen, wurde eine Konzentrationsreihe bei einer Spannung von -20 mV durchgefiihrt. In
den vorausgehenden Experimenten (Abb. 3.6 und 3.7) konnte gezeigt werden, dass bei dieser
Spannung im Gegensatz zu stirkeren Depolarisationen eine vollstindige Inhibition mdglich
war.

Im Folgenden soll in vereinfachter Weise (vergleiche Bisswanger, 2000) die Berechnung der
Bindungskonstanten dargestellt werden, die ein MaB fiir die Bindungsstirke zwischen einem
Liganden (L) und einem Rezeptor (R) sind. Um die Stirke der Bindung zu messen, wird die
Konzentrationsdnderung des Komplexes RL beobachtet, wihrend die Konzentrationen von L
oder R variiert werden. Im vorliegenden Fall wurde die Porphyrinkonzentration variiert,
wobei das AusmaBl der Bindung an dem Kanal iiber die Inhibition des Ionenstromes
beobachtet wurde. In einem allgemeinen Bindungsgleichgewicht (Gleichung 3.3) wird die

Hinreaktion als Assoziation und die Riickreaktion als Dissoziation bezeichnet:

I(+1
[R]+ [ = [RL] Gleichung 3.3

1
ki1 und k; beschreiben die Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion bzw. der
Riickreaktion, [R] und [L] die Konzentrationen von Rezeptor und Ligand und [R:L] den
Komplex aus Rezeptor und Ligand der sich nach Applikation von Porphyrin #3 bildet. Die
Bindung von Porphyrin #3 an den Kaliumkanal ldsst sich nach dem Massenwirkungsgesetz
durch die Assoziationskonstante (K,) oder deren Kehrwert die Dissoziationskonstante (Kp)

beschreiben (Gleichung 3.4):

k R] - [L
Ky= —— = (R]-[L] Gleichung 3.4
K, [R:L]

Aus dem Massenwirkungsgesetz ldsst sich durch mathematische Umformungen die
Langmuir-Gleichung (Langmuir, 1916; Gleichung 3.5) herleiten, die die Bindung des
Liganden an einen Rezeptor mit nur einer Bindungsstelle annimmt.
RIU IR

Ko + [L] Ko

1+

[L]

Es ist nicht notwendig, die Konzentration des Rezeptors zu kennen, solange man ein

[RL] = Gleichung 3.5

messbares Signal hat, das auf den Rezeptor-Liganden-Komplex beschréinkt ist. Dieses Signal

(Y) erhilt man durch Messen von [RL]. So ergibt sich Gleichung 3.6:
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Y 1

max

Y = =Bz ———m
KD KD
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Gleichung 3.6

Das Symbol B (engl. bound receptor) wird auch als fraktionelle Rezeptorbesetzung
bezeichnet und beschreibt das Verhéltnis von Rezeptor:Liganden-Komplex [R:L] und
Rezeptorkonzentration [R]. Ymax beschreibt den maximalen Effekt, der durch Bindung des
Liganden erzielt werden kann. Bei der Langmuir-Gleichung handelt es sich um eine Funktion,
mit der sich nach Auftragen der Konzentrationsabhingigkeit der Inhibition gegen die
Porphyrinkonzentration ein Fit der Messdaten zur Bestimmung der halbmaximalen effektiven
Konzentration (ECsy = Kp) durchfiihren ldsst. Dabei wird angenommen, dass der ECso-Wert
identisch mit der Konzentration an Porphyrin #3 ist, die 50 % der Kanéle inhibiert. Bei der
graphischen Darstellung der Datenpunkte in einem halblogarithmischen Plot erhélt man einen
S-formigen Kurvenverlauf. Charakteristisch fiir einen bimolekularen Rezeptor-Liganden-
Komplex ohne kooperative Bindung (z.B. Kv1.3 und KTX, Lange et al., 2006) ist, dass mit
einer Ligandenkonzentration, die eine dezimale GroBenordnung unterhalb des Kp-Wertes
liegt, ca. 10 % des Effektes und mit einer Ligandenkonzentration, die eine dezimale
GroBenordnung oberhalb des Kp-Wertes liegt, ca. 90 % des Effektes erzielt werden.

Bei Makromolekiilen mit mehreren, sich beeinflussenden Bindungsstellen spricht man von
positiver Kooperativitit, wenn die Bindung eines Liganden die erleichterte Bindung weiterer
Liganden nach sich zieht. Archibald Hill formulierte in der nach ihm benannten Hill-

Gleichung (Hill, 1910):

k+1
R+nL= RL, Gleichung 3.7
k-1

Das Massenwirkungsgesetz fiir diese Reaktionsgleichung (Gleichung 3.8) lautet:
Ky [R] - [L]"

Ko = = Gleichung 3.8
K., [RiL,]

Eine Bindungsgleichung kann in analoger Weise, wie fiir Gleichung 3.6 gezeigt, hergeleitet

werden:

Gleichung 3. 9
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Die Konzentrationsabhidngigkeit der Inhibition der Kv1.3-Strome durch Porphyrin #3 liel3
sich mit der Langmuir-Gleichung (gestrichelte Linie, Abb. 3.8) nicht stimmig fitten. Die
Bindungskurve zeigte bei der halblogarithmischen Darstellung mit einem Fit nach der Hill-

Gleichung einen unerwartet steilen Kurvenverlauf.
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Abb. 3.8: Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition von Kv1.3-Stromen durch Porphyrin #3,
[K']l. = 20 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf -20 mV fir 100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s gedffnet und durch Repolarisation auf das
Haltepotential wieder geschlossen. Aufgetragen ist die Porphyrinkonzentration gegen die Inhibition
des Kv1.3-Tailstroms (n = 4). Die durchgezogene Linie zeigt einen Fit mit der Hill-Gleichung. Diese

erbrachte einen Hill-Koeffizienten von 5,3. Die gestrichelte Linie zeigt einen Fit mit der Hill-Gleichung
mit einem Exponenten von 4 und die gepunktete Linie zeigt einen Fit mit der Langmuir-Gleichung.

Innerhalb eines kleinen Konzentrationsbereichs (0,1-0,5 uM) war der maximale Effekt der
Inhibierung zu beobachten. Bei einer Konzentration von 0,2 uM wurde der Strom nur zu etwa
20 % inhibiert und zwischen 0,3 und 0,5 uM zu nahezu 100 %. Der freilaufende Fit mit der
Hill-Gleichung ergab einen Hill-Koeffizienten von 5,3 (durchgezogene Linie) und einen
ermittelten ECsop-Wert von 0,25 puM. Die gestrichelte Linie zeigt einen Fit mit der Hill-
Gleichung und einem eingesetzten Exponenten von 4. Aus der Beschreibung der
Konzentrations-Wirkungskurve folgte, dass sich das Bindungsgleichgewicht zwischen
Porphyrin #3 und dem Kvl.3-Kanal nicht mit einer einfachen Stochiometrie von 1:1
beschreiben lieB. Der ermittelte Hill-Koeffizient von 5,3 bedeutet, dass die Bindung von
Porphyrin #3 an den Kanal mit hoher Kooperativitit erfolgte. Er gibt moglicherweise schon
einen Hinweis auf die Anzahl der Bindungsstellen, denn eine Inhibition des Kanals, alleine
durch Blockierung der Pore, ist aufgrund der steilen Bindungskurve von Porphyrin #3
auszuschlieBen. Neben der Pore kdnnten weitere Bindungsstellen am Spannungssensor liegen,
dessen Beeinflussung durch Porphyrin #3 in den folgenden Experimenten eingehend

untersucht wurde. Neben den Gatingstromen sind es vor allem Anderungen in der
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Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik, die Aufschluss auf eine Inhibition des

Spannungssensors geben.

3.5 Untersuchung der Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik von Kv1.3

vor und nach Applikation von Porphyrin #3

Neben Gating-Modifizierern wie z.B. Hanatoxin, die nicht den Porenausgang des K'-Kanals
blockieren, sondern an den Spannungssensor binden und die Aktivierungsschwelle des Kanals
zu positiveren Potentialen verschieben, ist auch von einigen Porenblockern (z. B.
k-Hefutoxin 1) bekannt, dass sie das Gating beeinflussen konnen (Srinivasan et al., 2002).
Um die mogliche Wirkung von Porphyrin #3 auf das Gating von Kv1.3 zu untersuchen,
wurden zundchst die Aktivierungs- und die Deaktivierungskinetik des Kanals untersucht.
Durch die sehr schnelle Deaktivierungskinetik (5,3 £ 0,1 ms (n = 5)) der Kv1.3-Kanile bei
Raumtemperatur wurde die Analyse der Tailstrome sehr erschwert. Die Verwendung von
RbCI anstelle von KCl in der extrazelluldren Losung sowie die Herabsetzung der Temperatur
auf 15 °C bis 17 °C in der Messapparatur, fiihrten zu einer Verlangsamung der
Deaktivierungskinetik (58,6 + 1,9 ms (n = 5)) (Abb. 3.9). Dies ermdglichte einen qualitativen

Vergleich der Deaktivierungskinetik vor und nach Applikation von Porphyrin #3.

—20 mM K*, RT
— 20 mM Rb*, 16°C

50 ms skaliert

Abb. 3.9: Vergleich der Deaktivierungskinetik von Kv1.3 in 20 mM K*, RT und 20 mM Rb*, 16 °C.
Die Verwendung von RbCI anstelle von KCI in der extrazellularen Losung sowie die Herabsetzung der
Temperatur in der Messapparatur fiihrten zu einer Verlangsamung der Deaktivierungskinetik.

Um sicherzustellen, dass die verdnderten Messbedingungen keinen Effekt auf die Bindung
von Porphyrin #3 an die Kvl.3-Kanéle hatten, wurde die Konzentrationsabhéngigkeit der
Inhibition mit dem gleichen Messprotokoll bestimmt, wie zuvor mit 20 mM KCI unter
Raumtemperatur (Abb. 3.10 A und B). Als Folge der Temperaturabsenkung kam es zu einer

leichten Verschiebung der GV-Kurve (V) zu positiveren Potentialen und die Steilheit der
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Kurve (z) nahm etwas ab. Der z-Wert wurde durch die Applikation von Porphyrin #3 nicht

verandert.
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Abb. 3.10: Konzentrationsabhingigkeit der Inhibition von Kv1.3-Tailstromen durch
Porphyrin #3, [Rb*], = 20 mM, 16 °C.

A. Normierte Tailstromamplituden bei -80 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden
Testpotentials vor und nach Applikation von verschiedenen Porphyrinkonzentrationen. Bei den
durchgezogenen Linien handelt es sich um Fits mit der Boltzmann-Funktion (n = 4).

B. Konzentrations-Wirkungskurve. Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die
Kanéle durch wiederholte Depolarisation auf -20 mV bzw. +80 mV fur 100 ms bei einem
Interpulsintervall von 10 s geo6ffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder
geschlossen. Aufgetragen ist die Porphyrinkonzentration gegen die Inhibition des Kv1.3-Tailstroms
(n = 4). Bei den durchgezogenen Linien handelt es sich um Fits mit der Hill-Gleichung. Der Hill-

Koeffizient betrug 4,7.

In Tab. 3.1 sind die mit der Boltzmann-Funktion ermittelten Parameter fiir die Kontrolle und

die applizierten Porphyrinkonzentrationen zusammengefasst.

Tab. 3.1: Mit der Boltzmann-Funktion ermittelte Werte fiir V4, und z der Kontrolle und
verschiedenen Porphyrinkonzentrationen. *1: Porphyrinkonzentration, *2: Gemessene Parameter

*q
” Kontrolle | 0,1 uM 0,2 uM 0,5 uM 1,0 uM
Vi, -7 mVv -7 mVv +5 mV +10mV | +10mV
z 2,1 2,1 2,1 2,1 2,1

Der mit der Hill-Gleichung ermittelte Kp-Wert bei -20 mV lag bei 0,12 uM und somit etwas
niedriger als zuvor fiir 20 mM KCI bei RT ermittelt wurde. Wihrend mit extrazellulirem K"

bei RT 0,2 pM mit ca. 20 % einen relativ geringen inhibitorischen Effekt hatte, wurde mit
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extrazellulirem Rb" bei 16 °C ein relativ starker Block erzielt. Der Fit mit der Hill-Gleichung
erbrachte einen Hill-Koeffizienten von 4,7. Neben der Konzentrations-Wirkungskurve bei
-20mV ist eine weitere bei +80 mV dargestellt, die noch einmal verdeutlicht, dass bei
positiven  Potentialen  keine  vollstindige = Inhibition = mdglich  war.  Die
Konzentrationsabhingigkeit der Inhibition war aber nahezu ebenso steil wie bei -20 mV.

Die Analyse der Aktivierungskinetik (Abb. 3.11) =zeigte, dass sich die
Offnungsgeschwindigkeit nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 deutlich verlangsamte
(Abb. 3.11 A). Die Deaktivierungskinetik war nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3
stark beschleunigt (Abb. 3.11 B).

A B
+60 mV +60 mV

skaliert skaliert

— Kontrolle

100
— 0,5 uM Porphyrin #3 ms

Abb. 3.11: Porphyrin #3 verlangsamt die Aktivierungskinetik und beschleunigt die
Deaktivierungskinetik von Kv1.3, [Rb*], = 20 mM, 16 °C.

A. Skalierte Stromspuren bei einer Depolarisation auf +60 mV vor und nach Zugabe von 0,5 uM
Porphyrin #3 ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV.

B. Skalierte Stromspuren bei -80 mV nach einem vorhergehenden Testpuls von +60 mV vor und nach
Zugabe von 0,5 uM Porphyrin #3.

Fiir die Analyse der Aktivierungskinetik wurde die Dauer fiir die halbmaximale Offnung der
Kandle von 0 mV bis 100 mV vor und nach Applikation von vier verschiedenen
Konzentrationen Porphyrin #3 gemessen. In Abb. 3.12 A sind exemplarische Stromspuren der
Kontrolle vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 bei einem Membranpotential
von +60 mV dargestellt. Die maximale Stromamplitude betrug bei dem gezeigten Beispiel in
der Kontrolle 6,8 pA und nach Applikation des Porphyrins 3,5 pA. Die halbmaximale
Aktivierung war in der Kontrolle nach 14,1 = 2 ms (n = 4) (schwarze, gestrichelte Linie)
erreicht, wihrend die halbmaximale Aktivierung nach Porphyrinapplikation nach 44,3 + 6 ms

(rote, gestrichelte Linie) erreicht wurde.
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Abb. 3.12: Verlangsamung der Aktivierungskinetik von Kv1.3 durch 0,5 pM Porphyrin #3,
[Rb*], =20 mM, 16 °C.

A. Exemplarische Stromspuren vor und nach Applikation von 0,5 uM bei +60 mV. Die gestrichelten
Linien markieren die Werte fur die halomaximale Offnung der Kanéle.

B. Dauer der halbmaximalen Aktivierung der Kandle der Kontrollmessungen (n = 4) und der
Messungen nach Zugabe von 0,1 pM, 0,2 uM, 0,5 puM und 1,0 uM Porphyrin #3 (n = 4) aufgetragen
gegen das Membranpotential.

In der Abbildung 3.12 B ist die Dauer der halbmaximalen Aktivierung der Kontrolle und bei
vier verschiedenen Porphyrinkonzentrationen (0,1 uM, 0,2 uM, 0,5 uM und 1,0 uM) gegen
das angelegte Membranpotential aufgetragen. Aus der Abbildung wird deutlich, dass sich die
Aktivierung mit zunehmender Porphyrinkonzentration immer weiter verlangsamte. Aufgrund
des zunehmenden Leckstroms bei hoheren Porphyrinkonzentrationen als 1 pM, konnte nicht
geklart werden, ob mit 1 pM schon ein maximaler Effekt erzielt wurde, oder hohere
Konzentrationen zu einer weiteren Verlangsamung der Aktivierung fithren wiirden.

Die Tailstrome, die das Schlieen der Kanidle widerspiegeln, wurden fiir die Analyse der
Deaktivierungskinetik herangezogen. Bei der Entschliisselung der Wirkweise von Hanatoxin
konnten Swartz und MacKinnon (1997) mithilfe der Tailstromanalyse zeigen, dass es sich
nicht, wie zunichst vermutet, um einen Porenblocker handelt (Swartz und MacKinnon, 1995),
sondern um einen Gating-Modifizierer, der mit einer Stochiometrie von 4:1 an den Kanal
bindet (Swartz und MacKinnon, 1997). Abb. 3.13 A zeigt exemplarische Stromspuren von
Tailstromen, die bei unterschiedlich starken Depolarisationen gemessen wurden, vor und nach
Applikation von 0,2 uM bzw. 1,0 uM Porphyrin #3. Die Tailstrome lieBen sich gut mit einer
einfach exponentiellen Funktion fitten (58,6 £ 1,9 ms) und waren in der Kontrolle bei allen
Depolarisationsschritten gleich. Durch Zugabe von Porphyrin #3 wurde die Deaktivierung
konzentrationsabhéngig beschleunigt, wie die Skalierung in Abb. 3.13 A verdeutlicht. Aus
Abb. 3.13 B und C wird deutlich, dass sich die Beschleunigung der Tailstrome sowohl bei der
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eingesetzten Konzentration von Porphyrin #3 als auch bei zunehmender Depolarisationsstéirke

einem asymptotischen Wert annéhert.
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Abb. 3.13: Tailstrome von Kv1.3 nach unterschiedlich starker Depolarisation vor und nach
Zugabe unterschiedlicher Porphyrinkonzentrationen, [Rb*]. = 20 mM, 16 °C.

A. Tailstréme bei -80 mV nach vorhergehende Depolarisationen auf verschiedene Testpulse vor und
nach Zugabe von 0,2 bzw. 1 pM Porphyrin #3. Die untere Reihe zeigt die skalierten Tailstrome fir
beide Porphyrinkonzentrationen nach Depolarisation auf 0 mV, +30 mV, +60 mV und +90 mV. Fir O
mV ist nur 0,2 uM Porphyrin #3 gezeigt, weil 1 uM zu einem vollstandigen Block fuhrte.

B. Plot des reziproken t-Wertes (1/r in s') gegen die Konzentration von Porphyrin #3 bei
unterschiedlichen Spannungen.

C. Plot des reziproken t-Wertes (1/t in s) gegen die Konzentration von Porphyrin #3 bei
unterschiedlichen Testpotentialen.

In Abb. 3.13 B ist die eingesetzte Porphyrinkonzentration gegen den reziproken Wert der
Deaktivierungszeitkonstante bei verschiedenen Spannungen aufgetragen. Ab einer Spannung
von ca. +50 mV des vorhergehenden Pulses war die Zeitkonstante aller Konzentrationen

konstant. In Abb. 3.13 C ist das Membranpotential der vorhergehenden Depolarisation gegen
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den reziproken Wert der Deaktivierungszeitkonstante von Kontrollmessungen und Messungen
nach Porphyrinapplikation aufgetragen. Wihrend die Zeitkonstanten in der Kontrolle bei
verschiedenen Potentialen immer gleich waren, nahm die Deaktivierungsgeschwindigkeit
nach Zugabe von Porphyrin #3 mit starkerer Depolarisation und hoherer Konzentration zu. Es
stellte sich bei den vier applizierten Konzentrationen ab einer Spannung von ca. +50 mV ein
Gleichgewicht ein. Wihrend sich die Kinetik der konzentrations- und spannungsabhéngigen
Beschleunigung zwischen Hanatoxin (Swartz und MacKinnon, 1997) und Porphyrin #3 glich,
war das Ausmal} der Beschleunigung unterschiedlich. Im Fall von Hanatoxin beschleunigten
sich die Tailstrome um einen Faktor von 5-6 und im Fall von Porphyrin #3 um einen Faktor

von 2-3.
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Abb. 3.14: Konzentrationsabhangigkeit der fraktionellen Inhibition des Kv1.3-Tailstroms bei
unterschiedlichen Depolarisationsstirken, [Rb*], = 20 mM, 16 °C.

Bei | handelt es sich um die Tailstromamplitude in Anwesenheit von Porphyrin #3. I, ist die
Tailstromamplitude in Abwesenheit von Porphyrin #3. Die griinen Punkte zeigen die fraktionelle
Inhibition von Kv2.1 durch 100 nM Hanatoxin (ergdnzt nach Swartz und MacKinnon, 1997). In den
Spannungsbereich von -30 bis 15 mV zeigen die nicht inhibierten Tailstréme ein Plateau.

In Abb. 3.14 ist die Konzentrationsabhingigkeit der fraktionellen Inhibition des Kv1.3-
Tailstroms in Abhéngigkeit der Depolarisationsstiarke dargestellt. Bei einer Konzentration von
0,05 uM Porphyrin #3 wurden die Tailstrome bei -20 mV nur zu einem sehr geringen Teil
inhibiert und erreichten bereits bei 0 mV die Amplitude des Kontrollstroms. Die Applikation
von 0,5 und 1 uM fiihrte bei -20 mV zu einer 100 %igen Inhibition, die ebenso wie bei der
Inhibition von 0,1 und 0,2 pM mit starkerer Depolarisation bis +20 mV abnahm und dann
einen konstanten Wert ereichte. Eine davon abweichende Beobachtung machten Swartz und
MacKinnon (1997) mit Hanatoxin und Kv2.1. Dort erreichte die Fraktion aus nicht inhibierten
Tailstromen bei negativen Spannungen bei allen untersuchten Konzentrationen -eine
Plateauphase, die die Verschiebung der spannungsabhingigen Aktivierung widerspiegelte. In

Abb. 3.14 ist dies aus Swartz und MacKinnon (1997) fiir 100 nM Hanatoxin beispielhaft
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erginzt (griine Punkte). Sie schlossen aus ihren Beobachtungen, dass die Bindung eines
einzelnen Hanatoxinmolekiils ausreicht, um die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals
signifikant zu positiven Potentialen zu verschieben. Bei Porphyrin #3 ist dies nicht der Fall.

Eine Beeinflussung der Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik weist darauf hin, dass die
elektromechanische Kopplung zwischen Spannungssensor und Aktivierungstor beim
Offnungs- und SchlieBvorgang durch Porphyrin #3 beeintrichtigt wird. Sind die
Gatingstrome inhibiert, wie beispielsweise bei Hanatoxin (Lee et al., 2003) gezeigt, deutet
das auf eine eingeschrinkte Bewegung des Spannungssensors hin. Das lésst sich iiber die

direkte Messung der Gatingstrome feststellen.

3.6 Inhibition des Gatingstroms von Kv1.3

Die gezielte Mutation einer einzelnen Aminosdure im Bereich unterhalb des konservierten
PVP-Motifs (Position 430), das vermutlich die Funktion eines Scharniers beim Offnen des
Aktivierungstores austibt, flihrte zu einem Kanal, der nicht mehr in der Lage ist, K" -Ionen zu
leiten. Es ist nicht bekannt, auf welche Art und Weise der Aminosdureaustausch, der von
Valin (Val) nach Tryptophan (Trp) erfolgt, die , Fehlfunktion® des Kanals bewirkt. Durch
starke Uberexpression der Mutante in Oozyten konnte der ansonsten sehr kleine Gatingstrom,
der die Bewegung der positiven Ladungen innerhalb des Spannungssensors veranschaulicht
und normalerweise dem Ionenstrom vorausgeht, gut gemessen werden. Wie bei der Analyse
der Ionenstrome, bei der der SchlieBvorgang im Vordergrund stand, wurde auch bei der
Analyse der Gatingstrome der Schwerpunkt auf die Riickkehr des Spannungssensors in den
Ruhezustand (Off-Gating: Qo) gesetzt. Abb. 3.15 A und B zeigt ein Kontrollexperiment ohne
Applikation von Porphyrin #3.
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Abb. 3.15: Reprisentative Gatingstréme der Kv1.3-Mutante Val430Trp, [K']. = 20 mM, RT.
A. Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurde die Membran durch unterschiedlich starke
Spannungsschritte fiir 100 ms depolarisiert und anschlieRend wieder repolarisiert. Dargestellt sind die
Gatingstrome von -60 mV bis +20 mV.
B. Normierte Ladungs-Spannungs-Beziehung (QV), die durch Integration der Off-Gating-Komponente

gewonnen wurde. Bei der durchgezogenen Linie handelt es sich um einen Fit mit der Boltzmann-
Funktion. (V,,=-14 mV; n = 4). Dargestellt sind die Leitfahigkeiten von -60 mV bis +20 mV.

Der Gatingstrom bestand aus zwei Komponenten. Zuerst wurde der On-Gatingstrom sichtbar,
der nach Depolarisation auftrat und die spannungsabhingige Verlagerung der positiven
Ladungen des S4-Segmentes nach aullen darstellte (aktivierter Zustand). Er zeigte einen
transienten Kurvenverlauf. Durch Repolarisation auf das Haltepotential bewegten sich die
positiven Ladungen wieder in den Ruhezustand zuriick und verursachten den Off-
Gatingstrom. Der ebenfalls transiente Kurvenverlauf hatte eine geringere Amplitude, besal}
aber eine breitere Basis, so dass die Gesamtladung von On-Gating und Off-Gating identisch
war. Bei der Analyse von Gatingstromen wird nicht die Stromamplitude gemessen, sondern
die Fldche wunterhalb der Kurven, so dass man die Ladung Q erhilt. Die
Spannungsabhéngigkeit der Ladungsverschiebung wurde in einer QV-Kurve mittels
Boltzmann-Funktion analysiert (Abb. 3.15 B). Die Applikation von Porphyrin #3 fiihrte zu
Reduktion des On-Gating- und Off-Gatingstroms (Abb. 3.16 A). In Abb. 3.16 B ist die
Abnahme des Off-Gatingstroms nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 bei -20 mV
dargestellt.
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Abb. 3.16: Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf die Kv1.3-Mutante Val430Trp, [K']. = 20 mM,
RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurde die Membran durch einen Spannungsschritt
auf -20 mV fur 100 ms depolarisiert und anschlie3end wieder repolarisiert. Nach Erreichen eines
Steady states wurden 0,5 pM Porphyrin #3 eingewaschen.

A. Reprasentative Stromspuren, die die Abnahme des Gatingstroms nach Porphyrinapplikation
verdeutlichen.

B. Darstellung der Ladung der Off-Gatingstrome vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3
aufgetragen gegen die Zeit.

Die Applikation fiihrte zu einer deutlichen Reduktion des Gatingstroms. Das Erstellen von
QV-Kurven vor und nach Applikation von verschiedenen Konzentrationen Porphyrin #3 (0,1
uM, 0,2 pM und 0,5 puM) zeigte, dass die Inhibition des Off-Gatingstroms sowohl
konzentrationsabhingig als auch spannungsabhingig war (Abb. 3.17 A und B).
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Abb. 3.17: Spannungsabhingige Inhibition der Kv1.3-Mutante Val430Trp, [K']. = 20 mM, RT.

A. Normierte Ladung-Spannung-Beziehung (QV), die durch Integration der Off-Gating Komponente
gewonnen wurde. Bei den durchgezogenen Linien handelt es sich um Fits mit der Boltzmann-
Funktion. (Kontrolle: V,,=-12 mV, n=4; 0,1 uM: V,,=-13 mV, n =4 0,2 uM: V,,=-12 mV, n = 4;
0,5 UM: Vi, = -4 mV, n = 4). Dargestellt sind die Leitfahigkeiten von -60 mV bis +20 mV.

B. Darstellung der Ladung der Off-Gatingstrome vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3
aufgetragen gegen die Zeit (Farben wie in A).
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Bei einer Konzentration von 0,1 uM war ein deutlicher inhibitorischer Effekt nur bei -30 mV
sichtbar. Bei positiveren Spannungen wurde mit dieser Konzentration kein Effekt beobachtet.
0,2 uM Porphyrin #3 blockierte den Off-Gatingstrom bei -30 mV fast zu 50 %, bei -20 mV zu
etwa 25 % und pendelte sich zwischen 0 mV und +20 mV bei einer Inhibition von etwa 10 %
ein. Auch bei 0,5 uM Porphyrin #3 wurde der grof3te Effekt bei negativen Spannungen erzielt.
Aus den Ergebnissen ldsst sich ablesen, dass Porphyrin #3 besonders bei negativen
Potentialen einen groBen Effekt auf den Gatingstrom hatte. Bei positiven Potentialen nahm
die Wirkung des Porphyrins stark ab. Die Ergebnisse zeigen, dass die Bewegungen des
Spannungssensors durch Porphyrin #3 eingeschrinkt wurden. Die Konzentrations-
Wirkungskurve (Abb. 3.18) fiir die Inhibition der Gatingstrome bei einem Potential von
-20 mV verlief dhnlich steil wie die Konzentrations-Wirkungskurve fiir den Block des
Ionenstroms. Das deutet darauf hin, dass bereits der Block des Spannungssensors mit hoher
Kooperativitit erfolgte. Die besten Fits wurden mit einem Exponenten zwischen 3 und 4

erzielt.
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Abb. 3.18: Konzentrationsabhingigkeit der Inhibition von Kv1.3-Gatingstromen durch
Porphyrin #3, [K']. = 20 mM, RT.
Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurde die Membran durch einen Spannungsschritt
auf -20 mV far 100 ms depolarisiert und anschlieBend wieder repolarisiert. Aufgetragen ist die
Porphyrinkonzentration gegen die Inhibition des Kv1.3-Gatingstroms (n = 3). Die durchgezogene Linie

zeigt einen Fit mit der Hill-Gleichung. Diese erbrachte einen Hill-Koeffizienten von 3,1. Die gestrichelte
Linie zeigt einen Fit mit der Hill-Gleichung mit einem Exponenten von 4 und die gepunktete Linie mit 5.

Da die Inhibition des Gatingstroms einen direkten Einfluss auf die Offnung des Kanals hat,
lasst sich aus den Ergebnissen schlussfolgern, dass dies einen gewissen Anteil am
Gesamtblock des lonenstroms ausmacht. Dieser scheint jedoch besonders bei positiven
Spannungen recht gering zu sein. Um abzuschitzen, wie gro8 der Anteil des
Gatingstromblocks bei der Konzentration von 0,5 uM an der Gesamtinhibition des
Ionenstroms war, wurde dieser fiir alle Spannungen wie folgt abgeleitet (Abb. 3.19 A und B):

Inhibitionienenstrom (%0) — Inhibitiongatingstrom (%0).
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Abb. 3.19: Anteil des Gatingstromblocks am Gesamtblock des lonenstroms bei 0,5 uM
Porphyrin #3, [K'], = 20 mM, RT.

Die prozentuale Inhibition des Gatingstroms wurde von der Inhibition des lonenstroms bei den
gemessenen Potentialen abgezogen.

A. Inhibition des lonenstroms bzw. Gatingstroms bei unterschiedlichen Spannungen nach Applikation
von 0,5 UM Porphyrin #3..

B. Auftragung der Differenz aus lonenstromblock und Gatingstromblock nach Applikation von 0,5 pM
Porphyrin #3. Bei der durchgezogenen Linie handelt es sich um einen Fit mit der Boltzmann-Funktion.
Der halbmaximale Effekt lag bei einer Spannung von -8 mV.

Es zeigte sich, dass die Abnahme des Gatingstromblocks iiber die untersuchte Spannung
starker war als der oben beschriebene spannungsabhingige Block des Ionenstroms (Abb.3.4
A und B). Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass ein wesentlicher Teil der Inhibition nicht auf

den Block des Gatingstroms zuriickzufiihren ist, sondern auf dem Block der Pore beruht.
3.7 Bindung an den geschlossenen und den gedffneten Kv1.3-Kanal

Terlau et al. (1999) zeigten mit dem Shaker-Kanal aus Drosophila melanogaster, dass der
Porenblocker k-Conotoxin PVIIA wihrend der Depolarisation zu einer starken Inhibition der
ersten Phase der Aktivierung und zu einer geringeren Inhibition am Ende des Pulses fiihrt. Sie
fiihrten dies auf eine veriinderte Affinitit des Toxins nach Offnen des Kanals zuriick: Im
Geschlossenzustand bindet Conotoxin in einem Gleichgewicht mit einer hohen Affinitdt und
erreicht nach dem Offnen ein neues Gleichgewicht mit einer niedrigeren Affinitit. Als
zugrunde liegender Mechanismus wird die Interaktion des Conotoxins mit permeierenden
K'-Tonen angenommen, #hnlich wie es bereits fiir Charybdotoxin beschrieben wurde
(MacKinnon und Miller, 1988). Der Ubergang von einem Gleichgewichtszustand in einen
anderen Gleichgewichtszustand wird als Relaxation bezeichnet und die Dauer, die dieser

Vorgang in Anspruch nimmt, als Relaxationszeit. Ein dhnlicher Effekt war auch nach
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Applikation von Porphyrin #3 zu beobachten. Wie bereits in Abb. 3.12 gezeigt wurde,
verlangsamte Porphyrin #3 die Aktivierungskinetik von Kv1.3. In Abb. 3.20 A und B sind
reprasentative Stromspuren vor und nach Applikation von 0,2 uM Porphyrin #3 gezeigt. Der
Blocker bewirkte eine stirkere Reduktion des frithen Stroms und hatte einen geringeren

Effekt auf die Amplitude am Ende des Pulses.

A B
Kontrolle 0,2 M Porphyrin #3

80 mVv

60 mVv
40 mv 80 mv
comy
Y 20 mv
o0mv

2 uA
50 ms

Abb. 3.20: Verlangsamung der Aktivierungskinetik des Kv1.3-Tailstroms bei unterschiedlichen
Depolarisationsstirken, [Rb*], = 20 mM, 16 °C.

A. Reprasentative Stromspuren in Kontrolllosung, die auf unterschiedliche starke Depolarisation
folgten.

B. Reprasentative Stromspuren nach Applikation von 0,2 pM Porphyrin #3, die auf unterschiedliche
starke Depolarisation folgten.

Der Zeitverlauf der abnehmenden Inhibition liber die Dauer der Depolarisation wurde
ermittelt, indem die Stromspuren nach Porphyrinapplikation durch die Stromspuren, die in
Kontrolllosung aufgezeichnet wurden, dividiert wurden (Abb. 3.21 A). Das Ergebnis waren
Kurven, die Auskunft dariiber geben, zu welchen Anteilen die Kanéle zu Beginn und am Ende
der Depolarisation geblockt wurden bzw. sie geben die Wahrscheinlichkeit an, dass diese
nicht geblockt wurden. Es wurde deutlich, dass das Verhéltnis U (Wahrscheinlichkeit fiir
nicht geblockte Kanidle = unblocked channels) von durch Porphyrin #3 beeinflusste
Stromantworten und Kontrollantworten wéihrend der Depolarisation zunahm und sich am
Ende des Pulses asymptotischen Werten nédherte. So lag bei allen untersuchten Spannungen
die Wahrscheinlichkeit, dass die Kanéle zu Beginn der Depolarisation nicht geblockt wurden
bei 0,06 (= U'“, fiir nicht geblockte, geschlossene Kanile = closed channels). Am Ende der
Depolarisation lag die Wahrscheinlichkeit (= U(O), fiir ungeblockte, offene Kanile, open
channels) in Abhéngigkeit der Spannung bei 0,4 (0 mV) bis 0,6 (80 mV). Im Gegensatz zu

den Conotoxin-Messungen von Terlau et al. (1999) konnten die Kurven nicht mit einer
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einfach exponentiellen Funktion gefittet werden, sondern mit einer Funktion, die zwei

Zeitkonstanten beinhaltete (Gleichung 3.10).

max

= 1-A etV™D-A elt2) Gleichung 3.10

Die Fits sind als blaue Punkte in Abb. 3.21 A erkennbar. Die Zeitkonstanten, die mit
zunehmender Spannung kleiner wurden, wurden als Relaxationszeitkonstanten bezeichnet

und sind in Tab.3.2 aufgelistet.
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Abb. 3.21: Konzentrationsabhingigkeit der fraktionellen Inhibition des Kv1.3-Tailstroms bei
unterschiedlichen Depolarisationsstirken, [Rb*], = 20 mM, 16 °C.

A. Die Stromspuren in Anwesenheit von 0,2 uM Porphyrin #3 (Abb. 3.20 A) wurden durch die
Stromspuren der Kontrolle (Abb. 3.20 B) dividiert. Die blauen Punkte reprasentieren Fits mit einer
zweifach exponentiellen Funktion. Die gestrichelte Linie deutet den Punkt an, an dem die Fits
zusammenlaufen.

B. Spannungsabhéngigkeit der Relaxationszeitkonstante, abgeleitet aus A.

C. Wahrscheinlichkeit U, dass die Kanéle im geschlossenen und getffneten Zustand nicht geblockt
sind, gegen die Porphyrinkonzentration aufgetragen, abgeleitet aus A.

D. Spannungsabhangigkeit der Dissoziationskonstante fur den offenen Kanal, abgeleitet aus A.
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Eine kleinere Zeitkonstante (1) beschreibt den ersten Teil der Kurve, wéhrend eine groBere

Zeitkonstante (t2) den zweiten Teil beschreibt.

Tab. 3.2: Relaxationszeitkonstanten 1, und t, fiir unterschiedliche Spannungen aus Abb. 3.21
A. *1: Spannung, *2: Zeitkonstante.

*
. I omv | 20mv | 40mv | 6omv | somv
t(ms) | 40+5 | 22+1 | 17%2 | 13x2 | 10#1
T,(ms) | 293+31 | 165+15 | 123+15 | 103 +12 72+8

Aus der Beobachtung heraus, dass die Inhibition des Kanals besonders bei positiven
Potentialen vor allem aus einem Porenblock resultiert (siche Abb. 3.19), ldsst sich mit den
Relaxationszeitkonstanten unter Zuhilfenahme der Woodhull-Gleichung (Woodhull, 1973;
Gleichung 3.11) beschreiben, wie tief Porphyrin #3 in das elektrische Feld eindringt. Das
elektrische Feld wird durch die Membranspannung erzeugt und iibt auf alle darin befindlichen
Ladungen eine anziehende oder abstoBende Kraft aus.

Kp(V) = K (0)e@FvRT) Gleichung 3.11

wobei Kp die Gleichgewichtskonstante ist, V das Membranpotential, Kp(0) die
Gleichgewichtskonstante bei einer Spannung von 0 mV, z die Valenz des Porenblockers und 6
der Teil des elektrischen Feldes, der von dem Blocker durchquert werden muss, um die
Bindungsstelle im Kanal von der extrazelluliren Membranseite zu erreichen. F, R und T sind
die Faradaykonstante, die Gaskonstante und die absolute Temperatur. Das Woodhull-Modell
(1973) findet sehr hdufig bei der Analyse und die Interpretation von Inhibitionsmechanismen
unterschiedlichster Kanaltypen und Blockern Anwendung (Tikhonov und Magazanik, 1997)
und wurde urspriinglich fiir die Beschreibung von Porenblockern, die den offenen Kanal
inhibieren, benutzt. In Abb. 3.21 B ist die Spannungsabhéngigkeit der ersten, kleineren
Relaxationszeitkonstante (1) gegen die Membranspannung in einem halblogarithmischen Plot
aufgetragen. Die durchgezogene Linie durch die Messpunkte wurde mit der Woodhull-
Gleichung berechnet und beschreibt die Distanz (5), die Porphyrin #3 innerhalb des
elektrischen Feldes bis zur Bindungsstelle zurlicklegen muss. Der Wert lag bei & = 0,47. Das
bedeutet, dass Porphyrin #3, unter der Annahme, dass die Spannungsabhingigkeit der
Inhibition sich weitestgehend aus einem Porenblock ableiten ldsst, etwa 50 % in das
elektrische Feld eindringt, um die Bindungsstelle zu erreichen. Bei Verwendung der zweiten,

grofleren Relaxationszeitkonstante (12) wurde ein geringerer Wert ermittelt (6 = 0,37).
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In Abb. 3.21 C ist die Wahrscheinlichkeit U, dass die Kanéle nicht geblockt sind gegen vier
verschiedene Porphyrinkonzentrationen und die Kontrolle aufgetragen. Es wird deutlich, dass
sich das Verhiltnis nicht wie beispielsweise fiir Conotoxin (Terlau et al., 1999) mit einer
einfachen Hill-Gleichung beschreiben lie. Ebenso wie bereits fiir die Konzentrations-
Wirkungskurve (siche Abb. 3.10 B) liegt die Ursache in der steilen
Konzentrationsabhéngigkeit der Inhibition. Aus der Wahrscheinlichkeit fiir ungeblockte
Kanile zu Beginn der Depolarisation U'® und am Ende des Pulses U lieB sich iiber die
Gleichung 3.12 die apparenten Gleichgewichtskonstanten fiir den geschlossenen und fiir den
offenen Kanal bei verschiedenen Spannungen abschétzen. Sie geben einen Anhaltspunkt fiir
die unterschiedlich starke Affinitét fiir geschlossenen und offenen Kanal. Fiir den offenen

Kanal galt:

[Porph]-U®©)
Kpapp©® = ——— Gleichung 3.12
1-U©

Fiir den geschlossenen Kanal gab es keine Spannungsabhingigkeit. Bei allen untersuchten
Spannungen betrug die Wahrscheinlichkeit fiir ungeblockte Kanéle bei einer eingesetzten
Konzentration von 0,2 uM 0,06. Mit Gleichung 3.12 ergab sich KDapp(C) = 13 nM und ist
damit vergleichbar mit der Dissoziationskonstanten, die in Kompetitionsexperimenten von
Gradl et al. (2003) gewonnen wurde (20 nM). Fiir die offenen Kanile wurde in Abhéngigkeit
der Spannung ein unterschiedlicher Kp ermittelt, der bei einer Spannung von ca. +50 mV
nicht weiter zunahm (Abb. 3.21 D). In Tab. 3.3 sind die Kps flir die unterschiedlichen
Spannungen zusammengestellt.

Tab. 3.3: Apparente Kp-Werte fiir den offenen Kanal bei unterschiedlichen Spannungen aus
Abb. 3.21 D.

Spannung (mV) | Kpapp© (nM)
0 122+7
10 185+ 22
20 210+ 16
30 233+19
40 254 +18
50 270+ 16
60 281 +17
70 284 + 19
80 287 £18
90 291 +19
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Bei den analogen Conotoxin-Auswertungen von Terlau et al. (1999) zeigte sich, dass sich der
apparente Kp fiir den offenen Kanal nicht bei einer Spannung stabilisierte, sondern in dem
untersuchten Bereich (-30 mV bis +80 mV) stetig anstieg. Das war bei den Experimenten mit
Porphyrin #3 nicht der Fall. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass der fiir das Conotoxin
postulierte Mechanismus, nimlich die Kompetition von Conotoxin mit permeierenden K'-
Ionen um dieselbe Bindungsstelle, in der die Ursache fiir die Destabilisierung der Bindung
beim Offnen des Shaker-Kanals gesehen wird, fiir Porphyrin #3 nicht angenommen werden

kann.

3.8 Applikation von Porphyrin #3 von der intrazellularen und
extrazellularen Membranseite von Kv1.3 in Inside-out- und Outside-out-

Patch-Clamp-Experimenten

Von einigen Porenblockern ist bekannt, dass sie Bindungsstellen auf der extrazelluldren und
auf der intrazelluldren Kanalseite besetzen und den Stromfluss durch die Pore inhibieren
konnen (z. B. TEA"). Die Applikation des Kaliumkanalblockers 4-Aminopyridin (4-AP) fiihrt
sowohl von der Membraninnen- als auch von der Membranauflenseite zur Inhibition des
Ionenflusses, obwohl die Bindungsstelle auf der Membraninnenseite liegt. Von auBlen
appliziertes 4-AP erreicht die Bindungsstelle, indem es die Membran durchquert. In der
NMR-Strukturanalyse von Ader et al. (2008) konnte gezeigt werden, dass Porphyrin #3 den
Kanal von der extrazelluldren Seite blockiert. Mithilfe von Inside-out- und Outside-out-
Patch-Clamp-Messungen sollte iiberpriift werden, ob die Applikation von der Innenseite
ebenfalls zu einer Inhibition des Ionenflusses fiihrt. In Abb. 3.22 A und B sind reprisentative

Experimente der Inside-out- und der Outside-out-Messungen von Xenopus-Oozyten gezeigt.
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Abb. 3.22: Applikation von 0,5 yM Porphyrin auf die Kanalinnen- bzw. KanalauBenseite von
Kv1.3 in Patch-Clamp-Messungen, [K'], =2 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf -20 mV fur 100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s gedffnet und durch Repolarisation auf das
Haltepotential wieder geschlossen. Dargestellt sind die Stromamplituden bei -20 mV.

A. Applikation von 0,5 uM Porphyrin auf die Membraninnenseite (Inside-out). 70 mM TEA" wurde als
Positivkontrolle verwendet.

B. Applikation von 0,5 uM Porphyrin auf die Membranauf3enseite (Outside-out).

Bei der Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf die Membraninnenseite kam es zu keiner
Reduktion der Stromamplitude (Abb. 3.22 A). 70 mM TEA" dienten als Positivkontrolle und
inhibierten den Strom reversibel. Bei der Applikation von 0,5 pM Porphyrin #3 auf die
Membranauflenseite (Abb. 3.22 B) kam es zu einer nahezu vollstdndigen Inhibition der
Stromamplitude. Die Resultate der Patch-Clamp-Experimente zeigten, dass Kvl.3

ausschliefBlich von der Kanalauf3enseite blockiert wird und nicht von der Kanalinnenseite.
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3.9 Beeinflusst die extrazellulaire K*-Konzentration die Inhibition des
Kv1.3-Stroms?

Von einigen Peptidtoxinen wie z. B. CTX (Anderson et al., 1988), ATX2 (Ranganathan
etal., 1996) und KTX (Legros et al., 2000), die den Kanal {iber einen Porenblock inhibieren,
ist bekannt, dass erhohte extrazellulire K'-Konzentrationen die Affinitit zum Rezeptor stark
herabsetzen. Dies ist damit zu erkldren, dass die Toxine iiber die positiv geladene Aminosdure
Lysin (Lys27 bei KTX) dieselbe Bindungsstelle an der Pore besetzen wie die K -Ionen. In
Kompetitionsexperimenten mit radioaktiv markiertem KTX ("**I-KTX) und der Kaliumkanal-
Chimédre KcsA-Kvl1.3 konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Porphyrin #3 hingegen
unabhingig von der externen K -Konzentration war. Die Messungen wurden von Olaf Pongs
und Marie-France Martin-Eauclaire am Institut Jean Roche der Universitit Marseille
durchgefiihrt. Abb. 3.23 stellt die Kp-Werte von '*I-KTX und Porphyrin #3 zu KcsA-Kv1.3

in Abhiingigkeit der externen K'-Konzentration dar.
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Abb. 3.23: Beeinflussung der Affinitit von 25l.KTX und Porphyrin #3 durch externe K'-
Konzentrationen in Kompetitions-Experimenten.

Wahrend die Porphyrinbindung (rote Punkte) unabhangig von der Kaliumkonzentration war, nahm der
Kp von *I-KTX (blaue Quadrate) mit zunehmender Kaliumkonzentration ab.

Die Abbildung wurde freundlicherweise von Olaf Pongs zur Verfligung gestellt.

In elektrophysiologischen Messungen sollte untersucht werden, ob die Bindung von
Porphyrin #3 zu Kvl.3 ebenfalls von der externen K'-Konzentration abhdngig war. Es
wurden Experimente mit unterschiedlichen K'-Konzentrationen (2 mM und 100 mM K")
zusdtzlich zu der bereits bekannten Konzentration von 20 mM durchgefiihrt. In Abbildung
3.24 A und B ist die Einwasch- und Auswaschkinetik von 0,5 uM Porphyrin bei einer

extrazelluliren K'-Konzentration von 2 mM dargestellt.
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Abb. 3.24: Einwasch- und Auswaschkinetik von 0,5 uM Porphyrin #3 bei +60 mV, [K'], = 2 mM,
RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf +60 mV fir 100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s getffnet und durch Repolarisation auf das
Haltepotential wieder geschlossen. Die Auswartstails wurden bei -40 mV aufgezeichnet.

A. Einwaschkinetik: Normierte Tailstromamplituden bei -40 mV aufgetragen als Funktion der Zeit. Bei
der durchgezogenen Linie handelt es sich um einen einfach exponentiellen Fit (n = 5).

B. Auswaschkinetik: Normierte Tailstromamplituden bei -40 mV aufgetragen als Funktion der Zeit. Bei
der durchgezogenen Linie handelt es sich um einen einfach exponentiellen Fit (n = 5).

Die ermittelten Werte fiir die Einwasch- (t = 25,3 £ 1,3 s (n = 5)) und die Auswaschkinetik
(t=44,7+2,55s(n=15)) sowie das AusmaB der Inhibition (60 %) bei 2 mM K" unterschieden
sich nicht wesentlich von den Werten, die zuvor bei einer externen K'-Konzentration von
20mM gemessen wurden. In Abbildung 3.25 A und B ist die Einwasch- und

Auswaschkinetik von 0,5 uM Porphyrin #3 bei einer extrazelluliren K -Konzentration von

100 mM dargestellt.
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Abb. 3.25: Einwasch- und Auswaschkinetik von 0,5 pM Porphyrin #3 bei +60 mV,
[K']. = 100 mM, RT.
Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf +60 mV fir 100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s getffnet und durch Repolarisation auf das
Haltepotential wieder geschlossen. Die Einwartstails wurden bei -80 mV aufgezeichnet.
A. Einwaschkinetik: Normierte Tailstromamplituden bei -40 mV aufgetragen als Funktion der Zeit. Bei
der durchgezogenen Linie handelt es sich um einen einfach exponentiellen Fit (n = 5).

B. Auswaschkinetik: Normierte Tailstromamplituden bei -40 mV aufgetragen als Funktion der Zeit. Bei
der durchgezogenen Linie handelt es sich um einen einfach exponentiellen Fit (n = 5).
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Die ermittelten Werte fiir die Einwasch- (t = 25,8 £ 0,8 s (n = 5)) und die Auswaschkinetik
(1= 54,5 £+ 1,5 s (n = 5)) sowie die erreichte Inhibition bei 100 mM K" (ca. 70 %)
unterschieden sich nicht wesentlich von den Werten, die zuvor bei einer externen K'-
Konzentration von 20 mM gemessen wurden. Die Experimente mit 2 mM und 100 mM
extrazelluldren K zeigten, dass die K'-Konzentration, wie bereits fiir die Bindung an KcsA-

Kv1.3 beschrieben, keinen Einfluss auf die Bindung von Porphyrin #3 hatte.

3.10 Beeinflusst der Austausch einer einzelnen Aminsaure in der Turret-
Region die Inhibition des Kv1.3-Stroms?

In Bindungsstudien mit radioaktiv markiertem KTX konnte gezeigt werden, dass bestimmte
Aminosduren in den dulleren Porenregionen (Turret) von KcsA-Kv1.3 die Bindung des
Blockers beeinflussen konnen (Lange et al., 2006). Durch gezielten Austausch der sterisch
kleinen Aminosdure Glyzin (Gly) an Position 58 gegen die relativ grole Aminosdure
Phenylalanin (Phe), nahm die Affinitdt von KTX stark ab. Der Aminosiureaustausch hatte
hingegen auf die Bindung von Porphyrin #3 keinen Einfluss (Ader et al., 2008).

In elektrophysiologischen Experimenten wurde die analoge Punktmutante in Kvl.3
(Gly377Phe) ebenfalls mit Porphyrin #3 und Kaliotoxin verwendet, um zu iiberpriifen, ob es
hier ebenfalls zu unterschiedlichen Effekten kommt, wie sie bei der Chimire beobachtet
wurden. In Abb. 3.26 A ist ein reprisentatives Experiment mit der Mutante Gly377Phe vor
und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 dargestellt. Es zeigte sich, dass der
Aminosdureaustausch von Glyzin nach Phenylalanin innerhalb der Turret-Region keinen
Einfluss auf die Affinitdt von Porphyrin #3 hatte. Sowohl Einwasch- (t = 22,5+ 0,7 s (n = 3))
und Auswaschkinetiken (t = 51,4 £ 2,2 s (n = 3)) als auch der erzielte Block waren dhnlich zu
den Werten, die beim Wt erzielt wurden. In Abb. 3.25 B sind reprédsentative Experimente mit
dem Kvl.3-Kanal und der Punktmutante Gly377Phe und verschiedene Konzentrationen
Kaliotoxin dargestellt. Bei dem Wt-Kanal waren 1 nM KTX ausreichend, um eine
vollstédndige Inhibition zu erreichen, wiahrend bei der Punktmutante eine Konzentration von

100 nM lediglich zu einer Inhibition von ca. 20 % fiihrte.
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Abb. 3.26: Applikation von Porphyrin #3 bzw. Kaliotoxin auf die Kv1.3 Punktmutante Gly377Phe
und den Wt-Kanal.

A. Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf die Kv1.3 Turretmutante (Gly377Phe). Ausgehend von
einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéale durch wiederholte Depolarisation auf +60 mV fir
100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s gedéffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential
wieder geschlossen. Dargestellt sind die Tailstromamplituden bei -80 mV, [K']. = 20 mM, RT.

B. Applikation von 100 nM Kaliotoxin auf die Kv1.3 Turretmutante bzw. 1 nM Kaliotoxin auf den Kv1.3
Wit-Kanal. Das Auswaschen beim Wt-Kanal ist nicht bis zum Ende dargestellt. Ausgehend von einem
Haltepotential von -80 mV wurden die Kanale durch wiederholte Depolarisation auf +60 mV fur 100 ms
bei einem Interpulsintervall von 20 s gedffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder
geschlossen. Dargestellt sind die normierten Stromamplituden bei +60 mV, [K']. = 2 mM, RT.

3.11 Wirkung von Porphyrin #3 auf weitere Vertreter der Shaker-

Kaliumkanalfamilie

Von allen bisher bekannten Kaliumkanalblockern ist gezeigt worden, dass sie eine
unterschiedliche Affinitdt fiir die Mitglieder innerhalb derselben oder einer verwandten
Kaliumkanalfamilie aufweisen. Die Ursache hierfiir ist darin zu schen, dass die
Aminosduresequenz der an der Bindung beteiligten Strukturen zwar &dhnlich, aber nicht
identisch ist. Oftmals reicht eine einzelne Aminosdure an einer exponierten Stelle der
Porenregion oder des Spannungssensors aus, um die Affinitit eines Inhibitors entweder
herabzusetzen oder zu erhéhen. Die Shaker-Kaliumkanalfamilie (Kv1) hat sieben Mitglieder
(Coetzee et al.,, 1999), die eine hohe Sequenzhomologie besonders im Bereich der
Porendomine aufweisen. Durch Applikation von 0,5 pM Porphyrin #3 sollte iiber das
Ausmal der Inhibition die Affinitdt fiir sechs der Mitglieder (Kv1.1-Kv1.6) ermittelt werden.
In der Abb. 3.27 A-F sind die normierten Strom-Spannungskurven von Kvl1.1, Kv1.2, Kvl1.3,
Kv1.4, Kv1.5 und Kv1.6 vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 dargestellt. Die
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Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf die Mitglieder der Kv1-Kaliumkanalfamilie hatte
unterschiedlich starke Inhibitionseffekte zur Folge. Wiahrend 0,5 uM den Strom von Kv1.2
bei +60 mV &hnlich wie bei Kv1.3 zu etwa 70 % inhibierte, wurde der Strom von Kv1.4 (IR)

zu etwa 50 % inhibiert.
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Abb. 3.27: Normierte Strom-Spannungskurven vor (schwarze Kreise) und nach Applikation von
0,5 M Porphyrin #3 (rote Punkte) auf Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4 (IR), Kv1.5 und Kv1.6,
[K']a = 20 mM, RT.

Normierte Tailstromamplituden bei -80 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden
Testpotentials vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin. Bei den durchgezogenen Linien
handelt es sich um Fits mit der Boltzmann-Funktion.
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Der Reststrom von Kv1.5 betrug nach der Applikation noch etwa 90 %, wihrend der Strom
von Kv1.1 und Kv1.6 bei +60 mV nahezu vollstindig inhibiert wurde. In Abb. 3.28 ist die
Konzentrationsabhéngigkeit der Inhibition fiir Kvl.1 dargestellt. Es zeigte sich, dass der
Kurvenverlauf dhnlich steil verlief, wie bereits fiir Kv1.3 (Abb. 3.8 und 3.10) gezeigt. Der aus
dem Fit mit der Hill-Gleichung ermittelte ECso-Wert lag bei 0,15. Der Hill-Koeffizient betrug
4,9.

1,0 T ®
0,8 1
0,6 1

04 -

Inhibition

0,2 -

0,0 T r '
0,01 0,1 1 10

Porphyrin #3 (uUM)
Abb. 3.28: Konzentrationsabhédngigkeit der Inhibition von Kv1.1-Stromen durch Porphyrin,
[K']. = 20 mM, RT.
Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf -20 mV fur 100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s ged6ffnet und durch Repolarisation auf das

Haltepotential wieder geschlossen. Aufgetragen ist die Porphyrinkonzentration gegen die Inhibition
des Kv1.3-Stroms (n = 4).

Die unterschiedliche Affinitit der Kvl-Kandle zu Porphyrin #3 &hnelte im relativen
Verhiltnis den Affinititsunterschieden zu TEA™. Dieser Porenblocker, der neben den
Kv1-Kanilen auch alle weiteren Kanile inhibiert, bindet im millimolaren Bereich. Kv1.1 und
Kv1.6 sind relativ sensitiv gegeniiber TEA" und haben einen Kp < 1 mM. Kv1.5 ist relativ
insensitiv gegeniiber TEA" und hat einen Kp von 330 mM (MacKinnon und Yellen, 1990;
Grissmer et al., 1994). In Abb. 3.29 ist ein Sequenzvergleich zwischen den Vertretern der
Kvl1-Familie, dem Shaker-Kanal, der KcsA-Kv1.3-Chimére und KcsA Wt fiir den Bereich der
Porendomine (innere und duBere Helix, Turret (T), Porenhelix (PH) und Selektivitatsfilter
(SF) dargestellt. Von besonderer Bedeutung fiir die Bindung von TEA" ist eine einzelne
Aminoséure, die am Porenausgang unweit des Selektivititsfilters liegt und sich innerhalb der
Kvl1-Familie teilweise unterscheidet. Sie ist mit einem roten Rechteck markiert. Es handelt
sich um die Aminosdure Tyrosin (Y) die man z.B. bei Kvl.1, Kv1.6 und KcsA (Wt und
Chimaire) findet bzw. Valin (V, bei Kv1.2), Histidin (H, bei Kv1.3), Lysin (K, bei Kv1.4),
Arginin (R, bei Kv1.5) und Threonin (T, bei Shaker).
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S5 (Aufere Helix) | 7| PH |
rkvi.1 TLKASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEAEEAESHFSSIPDAF
rkvl.2 TLKASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADERDSQFPSIPDAF
rkv1l.3 TLKASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADDPSSGFNSIPDAF
rkvil.4 TLRASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADEPTTHFQSIPDAF
hKv1.5 TLQASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADNQGTHFSSIPDAF
hKv1.6 TLQASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADDDDSLFPSIPDAF

Shaker TLKASMRELGLLIFFLFIGVVLFSSAVYFAEAGSENSFFKSIPDAF
KcsA-Kv1l.3 GSALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAEADDPTSGFSSIPDAF
KcsA Wt GSALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITYPRAL

PH | SF | T | S6 (Innere Helix)
rKkvi.1 WWAVVSMTTVGYGDMYPVT IGGKIVGSLCAITAGVLTIALPVPVIVS
rkv1l.2 WWAVVSMTTVGYGDMVPTT IGGKIVGSLCATAGVLTIALPVPVIVS
rkv1l.3 WWAVVTMTTVGYGDMHPVT IGGKIVGSLCATAGVLTIALPVPVIVS
rkvl.4 WWAVVTMTTVGYGDMKP I TVGGKIVGSLCATAGVLTIALPVPVIVS
hKv1l.5 WWAVVTMTTVGYGDMRP I TVGGKIVGSLCATAGVLTIALPVPVIVS
hKv1l.6 WWAVVTMTTVGYGDMYPMTVGGKIVGSLCATAGVLTIALPVPVIVS
Shaker WWAVVTMTTVGYGDMTPVGVWGKIVGSLCATAGVLTIALPVPVIVS

KcsA-Kv1l.3 WWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALAT
KcsA Wt WWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGITSFGLVTAALAT

Abb. 3.29: Sequenzvergleich der Porendomine von Mitgliedern der Kv1-Familie, von Shaker,
der KcsA-Kv1.3-Chimare und von KcsA Wt.

Aufgrund der analogen Affinititsunterschiede zwischen Porphyrin #3 und TEA® zu den
untersuchten Kv-Kanélen, wurde vermutet, dass die Aminosdure Tyrosin, die sich am
Porenausgang befindet, auch fiir die Affinitit von Porphyrin #3 eine wichtige Rolle spielt. Die
NMR-Strukturanalyse von Ader et al. (2008) lieferte aufgrund fehlender Signale fiir diese
Aminosdure keine Hinweise auf eine Interaktion mit Porphyrin #3 und der Chimére
KcsA-Kv1.3. Um die Bedeutung des Tyrosins fiir die Bindung von Porphyrin #3 zu
untersuchen, wurde die Aminosdure Arginin in Kv1.5 (geringe Affinitit des Porphyrins) an
Position 487 gegen Tyrosin, wie es in Kvl.1 und Kv1.6 (hohe Affinitdt des Porphyrins)
vorkommt, ausgetauscht. In der Abbildung 3.30 A und B sind die normierten
Strom-Spannungskurven von Kv1.5 Wt und Kv1.5 Argd487Tyr vor und nach Applikation von
0,5 uM Porphyrin #3 dargestellt.
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Abb. 3.30: Vergleich der Inhibition von Kv1.5 Wt und Kv1.5 Arg487Tyr durch Porphyrin,
[K']. = 20 mM, RT.

Normierte Tailstromamplituden bei -80 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden
Testpotentials vor und nach Applikation von 0,5 pM Porphyrin

A. Normierte Strom-Spannungskurven vor (schwarze Kreise) und nach (rote Punkte) Applikation von
0,5 uM Porphyrin #3 auf Kv1.5 Wt (n = 3). Bei den durchgezogenen Linien handelt es sich um Fits mit
der Boltzmann-Funktion.

B. Normierte Strom-Spannungskurven vor (schwarze Kreise) und nach (rote Punkte) Applikation von

0,5 puM Porphyrin #3 auf Kv1.5 Arg487Tyr (n = 4). Bei den durchgezogenen Linien handelt es sich um
Fits mit der Boltzmann-Funktion.

C. Vergleich der Inhibition von Kv1.5 Wt und Kv1.5 Arg487Tyr durch 0,5 uM Porphyrin #3 bei
unterschiedlichen Spannungen.

Nach Austausch von Arginin an Position 487 gegen Tyrosin war die Affinitit gegeniiber
Porphyrin #3 signifikant erhoht (Abb. 3.30 C). Die p-Werte lagen zwischen 0,006 und 0,03.
Die Inhibition zeichnete sich durch eine nur geringe Spannungsabhdngigkeit aus. Die
Ergebnisse machen deutlich, dass der Porenblock bei der Inhibition des Stroms durch

Porphyrin #3 eine gro3e Rolle spielt.



Ergebnisse 65

3.12 Wirkung von Porphyrin #3 auf Mitglieder anderer

Kaliumkanalfamilien

Nachdem innerhalb der Kvl-Familie eine unterschiedliche Spezifitit flir Porphyrin #3
festgestellt werden konnte, stellt sich die Frage, wie sensitiv die spannungsabhingigen
Mitglieder anderer Kaliumkanalfamilien fiir Porphyrin #3 sein wiirden. Es wurde jeweils ein
Mitglied der Kv2-Familie (Shab), der Kv7-Familie (KvLQT), der Kv4-Familie (Shal) und der
Kvll-Famlie (ether-a-gogo-verwandte Kanile) untersucht. Es wurden, wie in den

Experimenten mit den Kv1-Kanilen, 0,5 uM Porphyrin #3 appliziert.
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Abb. 3.31: Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf Kv2.1, [K'], = 2 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf +60 mV fur 200 ms bei einem Interpulsintervall von 15 s ge6ffnet und durch Repolarisation auf das
Haltepotential wieder geschlossen.

A. Applikation von 0,5 uM Porphyrin. Dargestellt sind die Amplituden des Auswaértsstroms bei +60 mV
eines reprasentativen Experiments.

B. Normierte Auswartsstromamplituden des Einwaschens und des Auswaschens aus A; normierte
Auswartsstromamplituden (n = 4).

Die Applikation von 0,5 puM Porphyrin #3 hatte auf Kv2.1 nur einen sehr geringen
inhibitorischen Effekt (Abb. 3.31 A und B).
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Abb. 3.32: Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf Kv4.1, [K'], = 2 mM, RT.
Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch wiederholte Depolarisation
auf +60 mV fir 100 ms bei einem Interpulsintervall von 10 s getffnet und durch Repolarisation auf das
Haltepotential wieder geschlossen (n = 4).
A. Applikation von 0,5 uM Porphyrin. Dargestellt sind die normierten Stromamplituden bei +60 mV

aufgetragen gegen die Zeit.
B. Exemplarische Stromkurven vor und nach Applikation von 0,5 pM Porphyrin.

Die Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 hatte auf Kv4.1 keinen inhibitorischen Effekt
(Abb. 3.32).
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Abb. 3.33: Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf Kv7.1, [K'], = 2 mM, RT.
Ausgehend von einem Haltepotential von -100 mV wurden die Kanéle durch wiederholte
Depolarisation auf +60 mV fur 3 s bei einem Interpulsintervall von 20 s geéffnet und durch
Repolarisation auf -120 mV wieder geschlossen, (n = 3).
A. Einwaschen von 0,5 pM Porphyrin. Dargestellt sind die normierten Stromamplituden bei +60 mV
aufgetragen gegen die Zeit.
B. Exemplarische Stromkurven vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin.
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Die Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 hatte auf Kv7.1 keinen inhibitorischen Effekt
(Abb. 3.33).
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Abb. 3.34: Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 auf Kv11.1, [K'], = 2 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -100 mV wurden die Kanale durch unterschiedlich starke
Depolarisationsschritte (AV) fur 1 s gedffnet. Die Auswartstailstrome wurden bei -40 mV fiur 2 s
aufgezeichnet. AnschlieBend wurden die Kandle durch Repolarisation auf -100 mV wieder
geschlossen. Das Interpulsintervall betrug 20 s.

A. Exemplarisches Stromkurven von -60 mV bis +60 mV in 10 mV-Schritten vor und nach Applikation
von 0,5 puM Porphyrin.

B. Normierte Peakstromamplituden bei -40 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden
Testpotentials vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 (n = 3).
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Die Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 hatte auf Kv11.1 einen geringen inhibitorischen
Effekt (Abb. 3.34).

Bei Kv4.1 und Kv7.1 zeigten 0,5 uM Porphyrin #3 keinen Effekt (Abb. 3.32 bzw. Abb. 3.33).
Kv2.1 (Abb. 3.31) wurde ebenso wie Kv11.1 (Abb. 3.34) geringfiigig inhibiert. Bei Kv11.1
wurden die Strome, die auf schwacher Depolarisation (z.B. 20 mV) folgten, stirker geblockt,
als Strome starker Depolarisation. In Abb. 3.34 B sind die normierten Strom-
Spannungskurven der Kontrolle und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 dargestellt.
Die Applikation von Porphyrin #3 auf Vertreter weiterer Kv-Kanalfamilien neben denen der
Shaker-Familie zeigte, dass die Affinitdt zu Porphyrin #3 sehr gering war. Die Effekte, die
sich mit der Konzentration von 0,5 uM Porphyrin #3 erzielen liefen, lagen weit unter den
Effekten, die beispielsweise mit Kv1.3 zu beobachten waren. Beim Vergleich der
Aminosduresequenz (Abb. 3.35) der Porenregion von Kv2.1, Kv4.1, Kv7.1 und Kv11.1 mit
der Sequenz von der KecsA-Kv1.3-Chimire und rKv1.3 fallen einige Unterschiede auf. Diese
befinden sich in dem Bereich, der in den NMR-Untersuchungen fiir die Bindung von

Porphyrin #3 an die KcsA-Kv1.3-Chimére verantwortlich gemacht wurde (Ader et al., 2008).
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S5 (Aufere Helix) | 7| PH |
KcsA-Kv1l.3 GSALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAEADDPTSGFSSIPDAF
rkv1l.3 TLKASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADDPSSGFNSIPDAF
hKv2.1 TLRRSYNELGLLILFLAMGIMIFSSLVFFAEKDEDDTKFKSIPASF
hKv4.1 TLKSCASELGFLLFSLTMAT I IFATVMFYAEKGTNKTNFTSIPAAF
mKv7.1 HRQELITTLYIGFLGLIFSSYFVYLAEKDAVNESGRIEFGSYADAL

hKv11l.1 A1GNMEQPHMDSR IGWLHNLGDQ I GKPYNSSGLGGPS I KDKYVTAL

| pPH | sF| T | S6 (Innere Helix)
KcsA-Kv1l.3 WWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALAT
rkvl.3 WWAVVTMTTVGYGDMHPVT IGGKIVGSLCATAGVLTIALPVPVIVS
hKv2.1 WWATITMTTVGYGDIYPKTLLGKIVGGLCCIAGVLVIALPIPIIVN
hKv4 .1 WYTIVTMTTLGYGDMVPSTIAGKIFGSICSLSGVLVIALPVPVIVS
mKv7.1 WWGVVTVTT IGYGDKVPQTWVGKT IASCFSVFAISFFALPAGILGS

hKv11.1 YFTFSSLTSVGFGNVSPNTNSEKIFSICVMLIGSLMYASIFGNVSA

Abb. 3.35: Sequenzvergleich der Porendoméane von der KcsA-Kv1.3-Chimare, rKv1.3, hKv2.1,
hKv4.1, mKv7.1, und hKv11.1.

Die Aminosauren, die im NMR nach Porphyrin #3-Zugabe in der Porenregion eine signifikante
chemische Verschiebung zeigten, sind griin hervorgehoben. Die Aminosaureposition, die bei hKv1.5
eine Zunahme der Affinitat zeigte, ist rot hervorgehoben. T = Turretregion, PH = Porenhelix, SF =
Selektivitatsfilter.

3.13 Beeinflussung der C-Typ-Inaktivierung von Kv1.3 durch Porphyrin #3

Ader et al, (2008) konnten in NMR-Strukturanalysen zeigen, dass die strukturellen
Verdnderungen im Bereich des Selektivitétsfilters der Kaliumkanal-Chimdre KcsA-Kvl1.3
nach Applikation von Porphyrin #3 den Strukturen gleichen, die auch zu beobachten sind,
wenn der Kanal in den inaktivierten Zustand iibergeht. Kv1.3 zeigte innerhalb der Shaker-
Kaliumkanalfamilie die am stirksten ausgeprigte C-Typ-Inaktivierung. Bei anhaltender
Depolarisation nahm die Stromamplitude in einem exponentiellen Kurvenverlauf ab und
erreichte nach einigen Sekunden mit 25-30 % der Ausgangsamplitude einen
Gleichgewichtszustand. Um aus dem inaktivierten Zustand wieder die Ausgangsamplitude zu
erreichen, war eine Dauer von 40-50 s notwenig. Dieser Vorgang wird als ,,Erholung aus der
Inaktivierung® bezeichnet. Abb. 3.36 A zeigt ein repriasentatives Kontrollexperiment fiir die
Erholung aus der Inaktivierung. Innerhalb der 10 s-Depolarisation ging ein GroBteil der
Kv1.3-Kanile in den inaktivierten Zustand iiber, aus dem sie eine gewisse Zeit bendtigten, um
wieder aktivierbar zu sein. Es folgten in Abstinden kurze Depolarisationen mit einer Dauer

von 50 ms, um den Grad der Erholung aus der Inaktivierung zu dokumentieren.
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Abb. 3.36: Beeinflussung der C-Typ-lnaktivierung von Kv1.3 durch Porphyrin #3 (l),
[K']. =2 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kandale durch Depolarisation auf +60 mV
fur 10 s gedffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder geschlossen. Darauf folgten
in sukzessiver Verlangerung (At) des Interpulsintervalls 50 ms-Pulse, bis die Ausgangsstromamplitude
des 10 s-Pulses wieder erreicht war.

A. Pulsprotokoll und reprasentative Stromantwort fiir eine Kontrollmessung der Erholung aus der
Inaktivierung. Der linke Teil der Abbildung zeigt die inaktivierende Stromantwort, der rechte Teil die
Erholung aus der Inaktivierung. Beide Teile haben die gleiche Skalierung fur die Stromamplitude, aber
eine unterschiedliche Zeitskala.

B. Erholung aus der Inaktivierung unter Kontrollbedingungen und nach Applikation von 0,5 uM
Porphyrin. Dargestellt sind normierte Stromamplituden fir Kontrollexperimente und Experimente nach
Applikation von 0,5 pM Porphyrin.

C. Skalierte Stromkurven vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 nach Depolarisation auf
+60 mV.

Das Interpulsintervall wurde von Puls zu Puls verdoppelt, bis sich alle Kanéle wieder aus der
Inaktivierung erholt hatten und die Stromamplitude des Ausgangspulses erreicht wurde.
Abb. 3.36 B zeigt die normierten Stromamplituden vor und nach Applikation von 0,5 uM
Porphyrin #3 aufgetragen gegen die Zeit. Es wird deutlich, dass die Erholung aus der

Inaktivierung fiir die mit Porphyrin #3 besetzten Kanile unvollstindig blieb. Obwohl sich ein

Gleichgewichtszustand, reprisentiert durch gleich bleibende Amplituden, einstellte, wurde in
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den kurzen Depolarisationen die Amplitude des Ausgangspulses nicht erreicht. Die Kinetik
der Erholung aus der Inaktivierung lieB sich mit einer einfach exponentiellen Funktion
beschreiben. Die Zeitkonstante betrug bei den Kontrollmessungen 5,6 + 0,5 s (n = 7) und 6,9
+ 0,8 s (n = 7) bei den Messungen nach Applikation von Porphyrin, die damit signifikant
langsamer war (p = 0,01). In Abb. 3.36 C sind skalierte Stromspuren einer Depolarisation von
10 s Dauer vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 gezeigt. Es zeigte sich, dass
sich die Inaktivierung nach Applikation von Porphyrin #3 beschleunigt hatte und die

Inaktivierung vollstdndiger war.
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Abb. 3.37 Beeinflussung der C-Typ-Inaktivierung von Kv1.3 durch Porphyrin #3 (ll).
Auswertung der Daten aus 3.36 C.

A. Vergleich des Ausmaldes der Inaktivierung vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3.
B. Vergleich der Inaktivierungszeitkonstante vor und nach Applikation von 0,5 pM Porphyrin.

In Abb. 3.37 A und B ist das Ausmal} der Inaktivierung und die Inaktivierungszeitkonstante
der Stromspuren aus Abb. 3.36 C vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3
dargstellt. Die Inaktivierung verstirkte sich von 73 +4 % (n=7) auf 84 + 3 % (n = 7) und
war damit signifikant unterschiedlich (p < 0,001). Die Inaktivierung beschleunigte sich von
1,35+ 0,14 s (n = 7) auf 0,94 £ 0,11 s (n = 7) und war damit signifikant unterschiedlich
(p <0,001). Aus den Ergebnissen geht hervor, dass die Applikation von Porphyrin #3, dhnlich
wie in den Strukturanalysen mit KcsA-Kv1.3 gezeigt, Einfluss auf die C-Typ-Inaktivierung
von Kv1.3 nahm.

Neben Kv1.3 wiesen auch die iibrigen Mitglieder der Kv1-Familie eine C-Typ-Inaktivierung
auf, die allerdings weniger stark ausgeprdgt war. Analog zu den Versuchen mit Kv1.3 wurden
weitere Kv1-Kanile durch lange Depolarisation in die Inaktivierung getrieben. Abb. 3.38 A
und B zeigen exemplarische Stromspuren von Kv1.1 und Abb. 3.38 C und D exemplarische

Stromspuren von Kv1.2 vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3.
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Abb. 3.38: Beeinflussung der C-Typ-Inaktivierung von Kv1.1 und Kv1.2 durch Porphyrin,
[K']. =2 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanale durch Depolarisation auf +60 mV
fur 10 s gedffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder geschlossen.

A. Exemplarische Stromkurven von Kv1.1 vor und nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 nach
Depolarisation auf +60 mV.

B. Darstellung des Differenzstroms von Kontrollstromspur und der Stromspur nach
Porphyrinapplikation.

C. Exemplarische Stromkurven von Kv1.2 vor und nach Applikation von 0,5 pM Porphyrin #3 nach
Depolarisation auf +60 mV.

D. Darstellung des Differenzstroms von Kontrollstromspur und der Stromspur nach
Porphyrinapplikation.

Aus den Abbildungen geht hervor, dass sich das Ausmal} an Inaktivierung von Kvl.1 und
Kv1.2 in den Kontrollexperimenten deutlich von der Inaktivierung von Kv1.3 unterschied.
Nach der 10-sekiindigen Depolarisation auf +60 mV gingen etwa 32 % der Kv1.1-Kanile in
die C-Typ-Inaktivierung. Nach Applikation von Porphyrin #3 reduzierte sich der Anteil der
inaktivierten Kanidle auf ca. 11 %. Die Inaktivierung von Kvl.l wurde durch
Porphyrineinwirkung abgeschwicht. In Abbildung 3.38 C und D sind exemplarische
Stromspuren eines analogen Experiments mit Kv1.2 dargestellt. Auch hier wurde ein Teil der
Kanile durch anhaltende Depolarisation in die C-Typ-Inaktivierung iiberfiihrt (ca. 38 %). Es
zeigte sich, dass dieser Teil nach Applikation von 0,5 pM Porphyrin #3 nahezu vollstindig
inhibiert war (ca. 8 %). Wéhrend die Porphyrinapplikation zu Beginn der Depolarisation

einen groBeren inhibitorischen Effekt bei beiden Kandlen hatte, nahm dieser iiber die Zeit
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immer mehr ab. Am Ende der Stromspuren entsprach der Anteil der Kv1.2-Kanile in der
Kontrolle, die noch nicht in die Inaktivierung gegangen waren (schwarze Stromspur), nahezu
dem Strom, der durch Porphyrin #3 nicht inhibiert wurde (rote Stromspur). Verdeutlicht wird
diese Beobachtung, fiir Kv1.1 weniger stark, in den Abbildungen 3.38 B und D, in denen
jeweils der Differenzstrom aus der Kontrollstromspur und der Stromspur nach Applikation
von 0,5 uM Porphyrin #3 dargestellt sind. Er beschreibt den Anteil des Gesamtstroms, der
durch Porphyrin #3 inhibiert wurde. Bei Kv1.2 wurden nur die Kanéle, die in den
inaktivierten Zustand iiberfiihrt wurden, inhibiert. Im Gegensatz zu Kv1.3, bei dem die
C-Typ-Inaktivierung durch Porphyrin #3 verstirkt wurde, wurde bei zwei weiteren Vertretern
der Kvl-Familie eine verstirkte Inhibition der Kanile beobachtet, die sich in der

C-Typ-Inaktivierung befanden.

Kvl.5 —Kontrolle
— 0,5 pM Porphyrin #3
+60 mV
2 pA -80 mV -80 mV
2s

Abb. 3.39: Beeinflussung der C-Typ Inaktivierung von Kv1.5 durch Porphyrin, [K'], = 2 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kandale durch Depolarisation auf +60 mV
fur 10 s gedffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder geschlossen.

Exemplarische Stromkurven von Kv1.5 vor und nach Applikation von 0,5 pM Porphyrin #3 nach
Depolarisation auf +60 mV.

Bei Kv1.5 (Abb. 3.39) waren in der Kontrolle etwa 41 % der Kanéle am Ende des 10 s-Pulses
in die C-Typ-Inaktivierung gegangen. Die Zugabe von Porphyrin #3 fiihrte hier ebenfalls zu
einer Abnahme der Inaktivierung: 0,5 uM Porphyrin #3 reduzierten den Anteil der

inaktivierten Kanile auf 35 %.

3.14 Beeinflussung der Auswaschgeschwindigkeit von Porphyrin #3 durch

Zugabe des Porphyrin-Derivats Antidot

Die Synthese von Kaliumkanalblockern auf Basis des Porphyringeriistes bietet eine Vielzahl

von Variationsmoglichkeiten, was das Anfligen oder Entfernen einzelner chemischer Gruppen
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angeht. Besonders an den sternférmig abstehenden Seitenarmen lassen sich chemische
Verianderungen vornehmen. Bei dem bisher verwendeten kationischen Porphyrin-Derivat #3
befinden sich positiv geladene Aminogruppen am Ende der Seitenarme. Bei einem anderen,
anionischen Porphyrin-Derivats (Antidot), das keine oder nur eine geringe inhibitorische
Wirkung auf Kv1.3 aufweist (Gradl et al., 2003), wurden diese durch negativ geladene
Karboxylgruppen ersetzt. Es wurde untersucht, ob die Zugabe des Antidots wihrend des
Auswaschens Einfluss auf die Auswaschgeschwindigkeit von Porphyrin #3 nahm.
+Antidot
Kv1.3 + Porphrin ——= Kanal:Porphyrin —— Kv1.3 + Porphyrin:Antidot

-Antidot
Schema 3.1

Bei der Bildung von Komplexen aus Porphyrin #3 und Antidot (Schema 3.1) wiirde das
Antidot mit der Bindungsstelle am Kanal um das Porphyrin #3 kompetieren und somit
weniger Porphyrin #3 filir die Inhibition des Kanals zur Verfiigung stehen. In Abbildung

3.40 A ist ein exemplarisches Experiment mit Pulsprotokoll dargestellt.

[ |
5 -
[433T21)) T +60 mV
O
4 1 © ~ -80 mV | -80 mV
O ———
Q o
<3 <
= %@ 0,4 UM Porphyrin #3
2 1 C—10,4 M Antidot
1 .
0

0 100 200 300 400
Zeit (s)

Abb. 3.40: Effekt eines anionischen Porphyrin-Derivats Antidot auf die Auswaschkinetik von
Porphyrin #3 auf Kv1.3 (1), [K']. = 2 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle durch Depolarisation auf +60 mV
fur 100 ms geodffnet und durch Repolarisation auf das Haltepotential wieder geschlossen. Nach
Porphyrinapplikation (0,4 pM) wurde beim Auswaschen das Antidot in unterschiedlichen
Konzentrationen der Kontrolllosung beigefigt. Die Abbildung =zeigt die Einwasch- und die
Auswaschkinetik von 0,4 pM Porphyrin #3. Zum Auswaschvorgang sind 0,4 pM Antidot zur
Kontrollldsung hinzugegeben. Dargestellt sind die normierten Stromamplituden bei +60 mV.

Es zeigte sich, dass die Zugabe von 0,4 uM Antidot zu der Kontrolllosung die Zeitkonstante
der Auswaschkinetik der mit 0,4 uM Porphyrin #3 inhibierten Kanile mehr als halbieren
konnte (Abb. 3.41 A und B).
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Abb. 3.41: Effekt eines anionischen Porphyrin-Derivats Antidot auf die Auswaschkinetik von
Porphyrin #3 auf Kv1.3 (ll), [K'], = 2 mM, RT.

A. Dargestellt ist die normierte Auswaschkinetik von Kontrollexperimenten ohne Zugabe des Antidots
(ausgefillite Kreise, n = 5) und Experimenten in denen 0,4 pM (offene Kreise, n = 5) zugefligt wurde.
Die durchgezogenen Linien zeigen einen Fit mit einer einfach-exponentiellen Funktion.

B. Auswertung der Messungen aus Abb. 3.41 A (n =5).

C. Konzentrationsabhangigkeit der Auswaschkinetik durch Zugabe von Antidot bei einer
Porphyrinkonzentration von 0,4 pM. Die durchgezogene Linie zeigt einen Fit mit der Hill-Gleichung mit
einem Exponenten von 2. Die gestrichelte Linie zeigt einen Fit mit der Hill-Gleichung mit einem
Exponenten von 1.

Die 1-Werte der Kontrollmessungen betrugen 44,2 + 4 s (n = 5), wéihrend die t-Werte der
Messungen bei 0,4 pM Antidot 21,2 + 3 s (n = 5) lagen. Sie waren damit signifikant
unterschiedlich (p < 0.0001). Eine weitere Erhéhung der Antidotkonzentration hatte einen nur
geringen zusdtzlichen Effekt. Keinen Effekt auf die Auswaschkinetik zeigte eine
Konzentration von 0,01 pM Antidot. Die mit der Hill-Gleichung errechnete
Konzentrationsabhéngigkeit (Abb. 3.41 C, durchgezogene Linie bzw. gestrichelte Linie),
zeigte, dass die Kurve niher an den ermittelten Datenpunkte lag, wenn man im Nenner einen

Exponenten von 2 annahm.
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3.15 Inhibition von Kv1.1 bzw. Kv1.3 durch EL1 bzw. EL2

Das inhibitorisch wirkende Porphyrin-Derivat #3 besitzt aufgrund der vier identischen
Seitenketten vier potentielle Bindungsstellen. Durch Ubertragung einer Seitenkette auf zwei
verschiedene Kohlenstoffketten, die einer Flanke des Porpyhrinringes &hneln, entstehen
Substanzen mit T-formiger Gestalt (EL1 und EL2). Es wurde vermutet, dass diese
Substanzen, die nur noch eine einzelne vermeintliche Bindungsstelle aufweisen, ebenso wie
Porphyrin #3 in der Lage sind, Kv-Kanile zu blockieren.

Die Applikation von EL1 und EL2 zeigte, dass diese Kvl.1 und Kv1.3 mit geringerer
Affinitdt als Porphyrin #3 inhibierten. Dadurch aber, dass EL1 und EL2 im Gegensatz zu
Porphyrin #3 keinen Einfluss auf die Integritit der Oozytenmembran hatten und die
Applikation nicht zu einer Erhohung der Leckstrome fiihrte, konnten hohere Konzentrationen
eingesetzt werden. Wéhrend EL1 eine geringe Affinitdt vor allem fiir Kvl.1 zeigte und
nahezu keinen Effekt auf Kvl1.3-Kanile hatte, verhielt es sich mit EL2 umgekehrt: Kv1.3
wurde inhibiert, Kv1.1 jedoch nicht (Abb. 3.42 A-D). Die Applikation von 5 uM EL1 fiihrte
zu einem spannungsabhingigen Block von Kv1.1-Strémen (Abb. 3.42 A). Die Zeitkonstante
der Einwaschkinetik von EL1 (Abb. 3.42 C) betrug bei +60 mV t = 14,2 + 3 s und bei -20
mV t = 74 £ 2 s (n = 4). Die Auswaschkinetik war weniger spannungsabhingig
(Abb. 3.42 D). Bei +60mV betrug t = 6,7 = 1 s und bei -20 mV t = 7,5+ 1 s. Kv1.3 wurde
von einer Konzentration von 10 uM EL1 bei +60 mV nicht bzw. bei -20 mV zu einem

geringen Teil inhibiert (Abb. 3.42 B).
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Abb. 3.42: Applikation von EL1 auf Kv1.1 und Kv1.3, [K'], = 20 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kandle in einem Doppelpulsprotokoll
durch unterschiedlich starke Depolarisation (-20 mV und +60 mV, Interpulsintervall = 500 ms) fir
100 ms gedffnet und durch Repolarisation auf -80 mV wieder geschlossen.

A. Einwaschen und Auswaschen in einem reprasentativen Experiment von 5 pM EL1 auf Kv1.1.
Dargestellt sind die normierten Tailstromamplituden, die auf Depolarisationen von -20 mV und +60 mV
folgten, aufgetragen als Funktion der Zeit.

B. Einwaschen und Auswaschen von 10 pM EL1 auf Kv1.3. Dargestellt sind die normierten
Tailstromamplituden, die auf Depolarisationen von -20 mV und +60 mV folgten, aufgetragen als
Funktion der Zeit (n = 3).

C. Einwaschkinetik von EL1 auf Kv1.1 bei -20 mV und +60 mV (n = 4).

D. Auswaschkinetik von EL1 auf Kv1.1 bei -20 mV und +60 mV (n =4).

Die Wirkung von 10 uM EL2 wurde in einem Doppelpulsprotokoll untersucht (Abb. 3.43 A).
Wihrend die Tailstrome von Kv1.3 bei -20 mV zu ca. 60 % inhibiert wurden, war der
inhibitorische Effekt bei einer Depolarisationsstirke von +60 mV nahezu aufgehoben. Bei
genauerer Betrachtung der Aktivierungskinetik bei +60 mV, verdeutlicht durch den Pfeil in
Abb. 3.43, zeigte sich, dass sich diese nach Applikation von EL2 im Vergleich zur Kontrolle

verlangsamte.
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Abb. 3.43: Applikation von EL2 auf Kv1.3, [K'], = 20 mM, RT.

Ausgehend von einem Haltepotential von -80 mV wurden die Kanéle in einem Doppelpulsprotokoll
durch unterschiedlich starke Depolarisation (-20 mV und +60 mV, Interpulsintervall = 500 ms) flr
100 ms gedffnet und durch Repolarisation auf -80 mV wieder geschlossen.

Reprasentative Stromspuren vor und nach Applikation von 10 uM EL2 bei unterschiedlicher
Depolarisationsstarke. Die Stromspuren haben die gleiche Zeitskala und unterschiedliche Skalen fir
die Stromstarke.

Abb. 3.44 A und B zeigen die spannungsabhingige Einwasch- und Auswaschkinetik nach
schwacher (-20 mV) und starker Depolarisation (+60 mV). Die Applikation von 10 uM EL2
fiihrte zu einer Verschiebung der Aktivierungskurve (Abb. 3.44 C) zu positiveren Potentialen.
Die halbmaximale Aktivierung lag in Kontrolle bei -13 mV und in den Experimenten mit EL2
bei -8 mV. In Abb. 3.43 D ist die prozentuale Inhibition der Kvl.3-Tailstrome in
Abhiingigkeit der Spannung dargestellt. Uber einen einfach exponentiellen Fit (griine Linie)
durch die gemittelten Messpunkte von -30 mV bis +60 mV ist ein zusitzlicher Wert bei
-40 mV errechnet worden, bei dem die Kanéle noch im geschlossenen Zustand vorliegen.

Hier betrug die Inhibition rechnerisch 100 %.
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Abb. 3.44: Applikation von EL2 auf Kv1.3, [K'], = 20 mM, RT.

A. und B. Einwaschen und Auswaschen von 10 uM EL1 auf Kv1.3. Dargestellt sind die normierten
Tailstromamplituden, die auf Depolarisationen von -20 mV und +60 mV folgten, aufgetragen als
Funktion der Zeit (n = 4).

C. Normierte Tailstromamplituden bei -80 mV aufgetragen als Funktion des vorhergehenden
Testpotentials vor und nach Applikation von 10 pM EL2. Bei den durchgezogenen Linien handelt es
sich um Fits mit der Boltzmann-Funktion (Kontrolle: V,,=-13 mV, n=4; EL2: V,,=-8 mV, n = 4).

D. Abhéangigkeit der Inhibition in Prozent von der Depolarisationsstarke. Die schwarzen Balken
reprasentieren Messwerte. Der weil3e Balken bei -40 mV zeigt einen hypothetischen Wert fur den
geschlossenen Kanal, ermittelt durch einen einfach exponentiellen Fit (grine Linie) durch die
Messpunkte.

3.16 Doppelblockexperimente mit Porphyrin #3 und den Porenblockern
TEA" und KTX

TEA" und KTX sind Porenblocker, die Kv1.3 im millimolaren bzw. picomolaren Bereich
inhibieren. Abb. 3.45 A und B zeigen die Ko-Applikation von Porphyrin #3 und TEA" in

unterschiedlicher Reihenfolge.
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Abb.3.45: Ko-Applikation von Porphyrin #3 und dem Porenblocker TEA" bzw. KTX.

A-C zeigen représentative Experimente.

A. Plot der Tailstromamplituden gemessen bei -80 mV nach vorhergehender Depolarisation von
+60 mV gegen die Zeit. Nach Zugabe von 0,5 pM Porphyrin #3 und Erreichen eines
Gleichgewichtszustandes wurde zusatzlich 70 mM TEA" appliziert, [K']. = 20 mM, RT.

B. Plot der Tailstromamplituden gemessen bei -80 mV nach vorhergehender Depolarisation von
+60 mV gegen die Zeit. Nach Zugabe von 70 mM TEA" und Erreichen eines Gleichgewichtszustandes
wurde zusatzlich 0,5 uM Porphyrin #3 appliziert, [K'], = 20 mM, RT.

C. Plot der Stromamplituden gemessen bei +60 mV gegen die Zeit. Nach Zugabe von 0,5 pM
Porphyrin #3 und Erreichen eines Gleichgewichtszustandes wurde zusatzlich 10 nM KTX appliziert,
[K']la =2 mM, RT.
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Die Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 fiihrte bei einer Spannung von +60 mV der
vorhergehenden Depolarisation zu einer ca. 80 %igen Inhibition der Tailstromamplitude. Die
zusiitzliche Applikation von 70 mM TEA" fiihrte zu einer vollstindigen Inhibition des
verbliebenen Stroms. Zunichst wurde TEA" und anschlieBend Porphyrin ausgewaschen. Bei
Applikation der beiden Substanzen in umgekehrter Reihenfolge kam es zu vergleichbarer
prozentualer Inhibition der Tailstromamplituden. Die Kanile erholten sich jedoch nach
Beginn des Auswaschens von Porphyrin #3 nur langsam aus der Inhibition. Es kam zu einem
nur geringen Anstieg der Amplitude. Mit dem zusitzlichen Auswaschen von TEA" kam es zu
einem plotzlichen Anstieg in der Stromamplitude, jedoch wurden nur etwa 30 % der
Ausgangsamplitude erreichte. In Abb. 3.45 C ist ein Doppelblockexperiment mit
Porphyrin #3 und KTX dargestellt. Die Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3 fiihrte zu einer
ca. 70 %igen Inhibition der Stromamplitude. Die zusétzliche Applikation von 10 nM KTX
inhibierte den Strom um weitere 15 %. Es blieb ein Reststrom von 15 % iibrig. In
Kontrollexperimenten ohne Porphyrin #3 (nicht gezeigt) wurde nach Applikation von 10 nM
KTX stets 100 % der Amplitude inhibiert (n = 4). Die Zeitkonstanten der Einwaschkinetik
von KTX verlangsamten sich in Anwesenheit von Porphyrin #3 im Vergleich zu den
Kontrollexperimenten von t = 6,4 £ 1,2 s (n =4) auf 1 = 26,4 £ 4,4 s (n =3). Die Ergebnisse
zeigen, dass die Applikation von unterschiedlichen Porenblockern zusammen mit
Porphyrin #3 zu einer verdnderten Affinitdt bzw. Kinetik fiihrte. Die Reihenfolge der
Applikation in den Experimenten mit TEA" und Porphyrin #3 spielte dabei eine Rolle.

3.17 Interaktion von Porphyrin #3 mit Membranlipiden:

Strukturuntersuchungen

Die Applikation einer Porphyrinkonzentration >1 pM hatte eine deutliche Beeinflussung der
Oozytenmembran zur Folge, die sich in einer Zunahme des Leckstroms &ufBlerte. Diese
Beobachtung fiihrte zu der Vermutung, dass das Porphyrin #3 nicht ausschlielich mit den
exprimierten Kandlen interagierte, wie aus den Experimenten mit Kv1.3 (Gradl et al., 2003)
und der KcsA-Kv1.3-Chimére (Ader et al., 2008) zu vermuten war, sondern auch mit den
umgebenen Phospholipiden und dadurch eine mechanische oder elektrostatische Stérung der
Membranintegritit bewirkte. Mithilfe eines optischen Bilayer-Systems, zu dem ein
konfokales Lasermikroskop gehort und das die Anregung eines horizontalen Bilayers mit
Licht unterschiedlicher Wellenldnge ermdglichte, konnte gezeigt werden, dass sich

Porphyrin #3 in hoher Konzentration in der Membran anreicherte (Abb. 3.46).
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A Ohne Porphyrin #3

B 100 nM Porphyrin #3 2000 kHz
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Abb. 3.46: Fluoreszenz von Porphyrin #3 im horizontalen Bilayer.

Fir die Erzeugung der Bilayer-Membran wurde Asolektin, eine Mischung unterschiedlicher Lipide,
verwendet. Der Bilayer wurde in einer ringférmigen Fassung erzeugt. Dadurch, dass der Betrachter
von der Seite auf die Membran blickt, erscheint diese als flache Scheibe. Das Experiment wurde von
Alf Honigmann am Institut fir Biophysik der Universitat Osnabriick (AG Richard Wagner) durchgefiihrt
und hat die Abbildung freundlicherweise fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

A. Kontroll-Messung ohne Porphyrin.

B. Messung nach Applikation von 0,1 uM Porphyrin.

Wiéhrend die Membran ohne Porphyrin #3 bei einer Anregungswellenldnge von 633 nM keine
oder nur eine sehr geringe Fluoreszenz aufwies und nur die dreieckigen Verdickungen am
Rand des Bilayers (= Annulus, nach lat. Ring) bldulich schimmerten, erschien die Membran
nach Porphyrinapplikation deutlich sichtbar und wurde in verschiedenen Farben abgebildet.
Die Farben zeigten die unterschiedliche Fluoreszenzintensitdt des Porphyrins an und somit die
unterschiedlichen Konzentrationen innerhalb des Bilayers. Ohne genaue Aussagen iiber
mogliche funktionelle Auswirkungen iiber die Anreicherung des Porphyrins in der Membran
machen zu kénnen, wurde dennoch deutlich, dass Porphyrin #3 anders als andere bekannte
Porenblocker in die Membran eindringen konnte und sich anreicherte.

Zusétzliche Informationen iiber die Interaktion von Porphyrin #3 und den Membranlipiden
wurde mithilfe der NOESY NMR-Strukturanalyse gewonnen. Im Labor von Marc Baldus am
Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie fiihrte Christian Ader Experimente durch,
die die Wechselwirkung von Porphyrin #3 vor allem mit den Kopfgruppen des verwendeten
Lipids (DMPC = 1,2-Dimyristoyl-glycero-3-phosphatidylcholin) aufzeigte. Abb. 3.47 A bis C
zeigen den Bereich der Lipide, fiir den eine Interaktion mit Porphyrin #3 nachgewiesen

werden konnte.
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Abb. 3.47: NOESY-NMR-Spektroskopie von DMPC.

Die Abbildungen A-C wurden freundlicherweise von Christian Ader fur diese Arbeit zur Verfligung
gestellt.

A. Strukturformel von Phophatidylcholin. Die Kopfgruppe ist blau unterlegt.

B. NOESY-Spektrum vor (schwarze Linien) und nach Zugabe von Porphyrin #3 (rote Linien). Die
chemische Verschiebung (3) ist angegeben in ppm.

C. Plot der Anderung der chemischen Verschiebung (A8/ppm) nach Zugabe von Porphyrin #3.

Nach Zugabe von Porphyrin #3 wurde eine Anderung der chemischen Verschiebung
(Ad/ppm) vor allem im Bereich des Glyzerols (1, 2, 3) und innerhalb der Fettsdureschwinze
im Bereich der ersten beiden Kohlenstoffe (I, II), die der Karbonylgruppe (CO) folgen,
sichtbar (Abb. 3.43 B). Der Cholinanteil (o, B, y) zeigte nach Porphyrinapplikation eine
geringe Anderung der chemischen Verschiebung. Der hydrophobe Teil des Lipids blieb
nahezu ohne Anderung der chemischen Verschiebung. Die Anderungen der chemischen
Verschiebungen im Bereich der Lipidkopfgruppe zeigten, dass Porphyrin #3 iiber die dulleren
Bereiche mit den Lipiden interagiert und nicht tief in die Membran eindringt (Abb. 3.47 C).
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Eine genauere Untersuchung der Porphyrin-Lipid-Interaktion sollte Aufschluss dariiber
geben, ob Porphyrin #3 mdglicherweise zu einer mechanischen Beeintrdachtigung der Lipide
bzw. der Lipsomen fiihrt, die einen verdnderten Phaseniibergang der Lipide zur Folge haben

konnte.
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Abb. 3.48: Einfluss von Porphyrin #3 auf die Phospholipide in DMPC Liposomen.

Die Abbildungen A-D wurden freundlicherweise von Christian Ader fur diese Arbeit zur Verfigung
gestellt.

A. Temperaturabhéngige Phasenverschiebung von DMPC vor (schwarze Linie) und nach (rote Linie)
Applikation von Porphyrin #3 und nach einer Inkubation von einigen Stunden mit Porphyrin (blaue
Linie).

B. Vergleich der chemischen Verschiebungen nach Applikation von Porphyrin #3 vor (blaue Linie) und
nach (rote Linie) einer Inkubation von einigen Stunden.

C. Multilamellare Liposomen nach Applikation von Porphyrin #3 vor einer Inkubation von einigen
Stunden.

D. Isotrope Phase der Liposomen nach Applikation von Porphyrin #3 nach einer Inkubation von
einigen Stunden.

Der Vergleich des temperaturabhdngigen Phaseniibergangs der DMPC-Lipide vor und nach
Applikation von Porphyrin #3 (Verhiltnis Lipid:Porphyrin = 10:1) zeigte zunéchst keinen
signifikanten Unterschied (Abb. 3.48 A). Reines DMPC (schwarze Linie) machte wie

erwartet bei etwa 23 °C einen Phaseniibergang, der durch das Porphyrin #3 (rote Linie) kaum
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beeinflusst wurde. Nach einiger Zeit jedoch begannen sich die aus vielen Lipidschichten
zusammengesetzten Liposomen (multilamellar) in eine, im Magnetfeld ausgerichtete, isotrope
Phase umzuwandeln (blaue Linie, Abb. 3.48 A und 3.48 B). Im Elektronenmikroskop
(Abb. 3.48 C und D) wurden Strukturen deutlich, die eine dhnliche Form wie Bizellen
(Abb. 3.48 D) aufweisen und gewdhnlich nur auftreten, wenn kurzkettige Tenside in der

Probe enthalten sind. Zuvor waren die einzelnen Schichten der multilamellaren Liposomen

gut zu erkennen (Abb. 3.48 C).
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4 Diskussion

Die Untersuchungen, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit dem Kanalblocker
Tetraphenylporphyrin #3 und dem spannungsabhéngigen Kaliumkanal Kv1.3 durchgefuhrt
wurden, dienten der Beschreibung des Inhibitionsmechanismus. Aufgrund der NMR-
Strukturanalysen und Kompetitionsexperimente von Ader et al. (2008) und den
elektrophysiologischen Untersuchungen von Gradl et al. (2003) wurde zu Beginn der
Experimente davon ausgegangen, dass es sich bei Porphyrin #3 um einen Porenblocker
handelt, der den Kanal tber den Verschluss der Pore mit einer Stdchiometrie von 1:1
inhibiert. Wahrend einerseits der Porenblock mittels Porenmutante bestétigt werden konnte,
muss andererseits aufgrund der Inhibitionseigenschaften des Porphyrins, die dem
charakteristischen Porenblock mit einer Stochiometrie von 1:1 widersprechen, davon
ausgegangen werden, dass es zusatzlich zu einer Inhibition des Spannungssensors kommt.
Besonders die Beeinflussung der Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik, die Inhibition der
Gatingstrome und die steile Konzentrationsabhéngigkeit des Blocks lassen sich mit einer
Inhibition ausschliellich der Pore nicht erklaren. Vielmehr muss davon ausgegangen werden,
dass es sich bei Porphyrin #3 um einen allosterischen Effektor handelt, der den Kanal mit
hoher Kooperativitét inhibiert. Unter Einbeziehung der Inhibitionsweise anderer Porenblocker
und Gating-Modifizierer sowie der experimentellen Daten, die aus der Interaktion von
Porphyrin #3 mit Lipiden gewonnen wurden, soll im Folgenden ein Modell entwickelt
werden, das die Wirkungsweise von Porphyrin #3 erklart. Zudem soll diskutiert werden,
inwieweit Porphyrin #3 und die abgeleiteten Blocker EL1 und EL2 Ansétze fur die

Entwicklung und Nutzung von selektiven Kanalblockern bieten.

4.1 Inhibition von Kv1.3 durch Porphyrin #3 im Vergleich mit

Porenblockern

Der Block durch Porphyrin #3 war spannungsabhéngig. Das bedeutet, dass der Kanal nicht
bei allen Spannungen gleich stark inhibiert wurde. Wahrend der Strom bei negativen
Potentialen sehr stark durch Porphyrin #3 inhibiert wurde, nahm die Inhibition bei positiven
Potentialen ab. Die klassische Erklarung fir eine Spannungsabhangigkeit der Inhibition ist,
dass sich die Bindungsstelle des geladenen Blockers in einem Bereich der Pore befindet, der

vom elektrischen Feld beeinflusst wird (Woodhull, 1973). Das gilt nicht nur flr Blocker, die
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den Kanal von auf3en blockieren, sondern auch fir intrazellulare Blocker: Das elektrische Feld
driickt den Blocker in die Pore hinein bzw. zieht diesen aus der Pore heraus (Tikhonov und
Magazanik, 1998). Die nur schwache Spannungsabhéngigkeit der Inhibition durch TEA®, die
sowohl bei der Bindung von der Poreninnenseite als auch von der Porenauf3enseite beobachtet
wird, wiirde demnach darauf zuriickzufithren sein, dass TEA" nur zu einem geringen Anteil
innerhalb des elektrischen Feldes bindet (Lenaeus et al., 2005). Dass die spannungsabhangige
Inhibition durch Porphyrin #3 durch das Binden innerhalb des elektrischen Feldes zu erklaren
ist, legen die Untersuchungen von Ader et al. (2008) nahe. Sie zeigten in NMR-
Strukturanalysen, dass Porphyrin #3, im Gegensatz zu dem spannungsunabhangig bindenden
Kaliotoxin (Lange et al., 2006), tief in den Selektivitétsfilter und infolgedessen tief in das
elektrische Feld eindringt (Abb. 4.1). Die Bindung wird durch die elektrostatische Interaktion
der positiv geladenen Aminogruppen am Ende der Seitenarme mit den negativ geladenen
Karbonylsauerstoffen der Kaliumbindungsstelle S3 innerhalb des Selektivitatsfilters

vermittelt.

S
Porenhelix &~ \\

Selektivitatsfilter

Abb. 4.1: Vergleich der NMR-Strukturdaten des Selektivitatsfilters mit gebundenem Kaliotoxin
bzw. Porphyrin #3.

Dargestellt sind Modelle der Selektivitatsfilter mit Porenhelix zweier gegeniberliegender
Untereinheiten. Der vordere und der hintere Untereinheit sind entfernt worden. Die an der Bindung
beteiligten Aminosauren der Porenregion sind in beiden Modellen rot markiert.

Die Farben in den Blockern bedeuten: griin = Kohlenstoffatome, blau = Stickstoffatome,
rot = Sauerstoffatome, weild = Wasserstoffatome.

A. Bindung des Peptidtoxins Kaliotoxin. Die positiv geladene Aminosdure Lysin 27 bindet im
Selektivitatsfilter (aus Lange et al., 2006).

B. Bindung von Porphyrin #3. Einer der vier identischen Seitenarme reicht bis zur Kaliumbindestelle
S3 im Selektivitatsfilter (aus Ader et al., 2008).

Die elektrophysiologischen Untersuchungen, die mit der Inside-out- und der Outside-out-
Patch-Clamp-Technik  durchgefiihrt  wurden, zeigten, dass Porphyrin #3 den
spannungsabhangigen Kv1.3 ausschlieBlich von der extrazellularen Seite inhibiert. Das ist

eine wichtige Beobachtung, da von einigen Blockern, wie z.B. TEA" bekannt ist, dass diese
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den Kanal sowohl von auBen als auch von innen blockieren kénnen. Durch die gezielte
Punktmutation einer einzelnen Aminosdure am Porenausgang (Arg—Tyr) konnte die Affinitat
von Porphyrin #3 in den elektrophysiologischen Experimenten gegenlber Kv1.5 stark erhoht
werden. Das deutet darauf hin, dass der Porenblock ebenso wie bei der KcsA-Kv1.3-Chimére
auch fur die spannungsabhdngigen Kanéle eine grofle Rolle spielte. Interessanterweise
handelte es sich bei dem Tyrosin um eine Aminoséure, die auch bei zahlreichen anderen
Porenblockern eine wichtige Rolle fiir die Bindung spielt (Gilquin et al., 2005). Fir diese
Aminosaure (Pos. 82 bei KcsA-Kv1.3) konnten in der NMR-Analyse aufgrund fehlender
Signale keine substantiellen strukturellen VVeranderungen nach Applikation von Porphyrin #3
nachgewiesen werden. Ausgangspunkt fir die Annahme, dass diese Aminosdure flr die
Bindung von Bedeutung sein kdnnte, war die Beobachtung, dass die untersuchten Mitglieder
der Shaker-Familie eine Affinitat flr Porphyrin #3 zeigten, die dhnlich zu der Affinitat von
TEA" war (MacKinnon und Yellen, 1990; Grissmer et al., 1994). Wihrend Porphyrin #3 fiir
die Kandle, die das aromatische Tyrosin an der genannten Position aufweisen, sehr hoch war,
zeigten die Kandle mit einer positiv geladenen (Arg, His, Lys) bzw. hydrophoben (Val)
Aminosaure eine geringere Affinitat. Neben der Shaker-Kanalfamilie wurden weitere
spannungsabhangige Kaliumkanéle auf ihre Sensitivitat flr Porphyrin #3 getestet. Es wurden
drei Kanéle, die im Herzen exprimiert werden (Kv2.1, Kv7.1 und Kv11.1) und ein neuronaler
Kaliumkanal (Kv4.1) untersucht. Die applizierte Konzentration von 0,5 UM Porphyrin #3, die
bei den meisten Mitgliedern der Shaker-Familie zu einer deutlichen Reduktion des Stroms
flihrte, hatte bei den Mitgliedern der anderen Kanalfamilien keinen (Kv4.1, Kv7.1) bzw. einen
nur sehr geringen Effekt (Kv2.1, Kv11.1). Das ist moglicherweise auf die Unterschiede in der
Aminosauresequenz zuriickzufuhren, die sich bei einem Vergleich der Porenregion mit der
Shaker-Familie zeigten. Die Unterschiede fanden sich auch in dem Bereich, in dem sich bei
der KcsA-Kv1.3-Chimare nach Porphyrinapplikation signifikante chemische Verschiebungen
zeigten.

Eine alternative Erkladrung flir die Spannungsabhangigkeit der Inhibition neben der
Beeinflussung durch das elektrische Feld konnte eine indirekte Spannungsabhangigkeit sein,
die durch permeierende K*-lonen verursacht wurde, die innerhalb der Pore mit Porphyrin #3
um dieselbe Bindungsstelle kompetieren. Fir das Kegelschneckentoxin k-Conotoxin PVIIA
konnte ebenso wie fiir das Skorpiontoxin Charybdotoxin gezeigt werden, dass es vor allem
die permeierenden lonen sind, die die Bindung am Kanal destabilisieren und so eine

scheinbare Spannungsabhangigkeit verursachen (MacKinnon und Miller, 1988; Terlau et al.,
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1999; Garcia et al., 1999). In Abbildung 4.2 ist die Beeinflussung von extrazelluldren

Porenblockern durch permeierende lonen modellhaft dargestellt.

A B

Extrazellular

Intrazellular

------ ++++++

H,O ® K*-lonen

Abb. 4.2: Beeinflussung des Porenblocks durch permeierende Kaliumionen.

A. Im Geschlossenzustand kann der Porenblocker (rot) die Bindungsstelle innerhalb des
Selektivitatsfilters erreichen, ohne dass die Bindung durch K*-lonen beeinflusst wird.

B. Nach Offnung des Kanals kommt es zu einer Destabilisierung der Bindung durch nachriickende K-
lonen. Je starker die Depolarisation ist, desto starker wirkt sich der von innen wirkende Druck auf die
Bindung aus. Die K*-lonen sind als griine, die H,O-Molekiile als blaue Punkte dargestellt.

Nachriickende K*-lonen erhéhen mit zunehmender Depolarisation die elektromechanische
Kraft, die auf den Blocker einwirkt und flihren zu einer Destabilisierung der Bindung.

In diesem Zusammenhang ist die Abhangigkeit des Blocks von der extrazellularen
K*-Konzentration zu nennen, wie sie fur CTX (Anderson et al., 1988), ATX2 (Ranganathan
et al., 1996) und KTX (Legros et al., 2000) beschrieben wurde. Auch hier wird ahnlich wie
bei den permeierenden lonen vermutet, dass der Porenblocker um die Kaliumbindestelle S1 in
der Porenregion kompetiert. Auch fir Porphyrin #3 kann eine Beeinflussung der Bindung
durch permeierende lonen nicht ausgeschlossen werden. Zwar wurde die Bindung durch
extrazellulares K* nicht verdndert, es kénnte aber eine Bindungsstelle innerhalb des
Selektivitatsfilters fur die Beeinflussung durch permeierende lonen verantwortlich sein.

Eine weitere Mdglichkeit, die Spannungsabhangigkeit eines Porenblocks zu erkléren, sind
Konformationsianderungen des lonenkanals, die beim Offnen bzw. SchlieRen durchlaufen
werden. Die strukturellen Anderungen bestimmter Porenregionen, die fiir die Bindung des
Blockers wichtig sind, bewirken eine Destabilisierung des Blocks und die Affinitat nimmt ab.
Lenaeus et al. (2005) stellten aufgrund von Kristallstrukturdaten die Vermutung auf, dass es
sich beispielsweise bei der spannungsabhangigen Inhibition durch TEA® um eine
Kombination aus mehreren Komponenten handelt. Neben der Beeinflussung durch das
elektrische Feld und die Besetzung der Kaliumbindungsstellen im blockierten Zustand ist eine

unterschiedliche Affinitat von TEA" filr verschiedene Zustinde des Selektivitatsfilters (leitend
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oder nicht leitend) als moégliche Ursache denkbar. Alle drei Mechanismen (Beeinflussung
durch das elektrische Feld, permeierende lonen, Konformationsanderungen), die dazu dienen
die Spannungsabhéngigkeit eines Porenblockers zu erkléren, lassen sich prinzipiell auch auf
die Destabilisierung der Bindung von Porphyrin #3 anwenden.

Dass die Bindung von Porphyrin #3 beim Offnen des Kanals destabilisiert wurde, wird bei der
Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der Inhibition wahrend einzelner Depolarisationen
ersichtlich. Beim Vergleich der prozentualen Inhibition zu Beginn der Depolarisation, die den
Block des geschlossenen Kanal widerspiegelt, mit der prozentualen Inhibition am Ende der
Depolarisation, die den Block des offenen Kanals widerspiegelt, wird ersichtlich, dass sich
diese deutlich voneinander unterschieden. Die Inhibition war zu Beginn des Pulses starker
und nahm zum Ende des Pulses hin ab, wobei asymptotische Werte angestrebt wurden. Die
Beobachtung ist dadurch zu erkléren, dass Porphyrin #3 am Geschlossenzustand des Kanals
mit einer hoheren Affinitat bindet als am Offenzustand des Kanals. Die Wahrscheinlichkeit
fir U (unblocked channels) ist am Ende des Pulse groRer als zu Beginn des Pulses:
Porphyrin #3 gelangt von einem Gleichgewichtszustand Uber einen Relaxationsprozess zu
einem neuen Gleichgewichtszustand (Abb. 4.3). Im Fall von k-Conotoxin PVIIA l&sst sich
der Ubergang von einem Gleichgewichtszustand in einen anderen mit einem einfach
exponentiellen Verlauf beschreiben, wie es auch aufgrund des beschriebenen Mechanismus
des Porenblocks zu erwarten ist (Terlau et al., 1999). Bei Porphyrin #3 folgte die Relaxation

dagegen einem zweifach exponentiellen Verlauf.

Zeit

v

Offenzustand des Kanals
Relaxation = geringere Affinitat

Geschlossenzustand
des Kanals = hohere Affinitat

| Depolarisation

Abb. 4.3: Porphyrin #3 erreicht in Abhangigkeit des Konformationszustandes des Kanals (offen
oder geschlossen) unterschiedliche Gleichgewichtszustande.

Beim Offnen des Kanals wird die Bindung von Porphyrin #3 destabilisiert. Die Affinitat im neuen
Gleichgewichtszustand ist geringer als im Gleichgewichtszustand, der im geschlossenen Kanal
erreicht wird.
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Das fiihrt zu der Schlussfolgerung, dass bei Porphyrin #3 eine weitere Komponente bei der
Abnahme des Blocks nach Offnen des Kanals eine Rolle spielt. Entweder handelt es sich um
zwei Schritte mit unterschiedlichen Zeitkonstanten, die zum Erreichen eines neuen
Gleichgewichtszustandes vollzogen werden, oder neben dem Porenblock spielt ein weiterer
Inhibitionsmechanismus eine Rolle, der ebenfalls durch das Offnen des Kanals beeinflusst
wird. Eine weitere Alternative kénnten verschiedene Kanalzustande sein, die vor Erreichen
eines Gleichgewichtzustandes durchlaufen werden und zu denen Porphyrin #3 eine
unterschiedliche  Affinitdt aufweist. Bei  Auftragung der ersten, schnelleren
Relaxationszeitkonstante unterschiedlicher Testpotentiale zeigte sich, dass diese einer starken
Spannungsabhéngigkeit unterlag. Ein Fit mit der Woodhull-Gleichung (Woodhull, 1973)
ergab fur die elektrische Distanz, die Porphyrin #3 zum Erreichen der Bindungsstelle
zuricklegen musste, einen Wert von 6 = 0,47. Unter der Annahme, dass die
Spannungsabhangigkeit der Inhibition sich weitestgehend aus einem Porenblock ableiten
lasst, bedeutet das, dass Porphyrin #3 etwa 50 % in das elektrische Feld eindringt, um die
Bindungsstelle zu erreichen. Eine Beeinflussung der Bindung durch das elektrische Feld
erscheint daher als sehr wahrscheinlich.

Die Tatsache, dass der Kv1.3-Kanal in den Kontrollmessungen bei einer Spannung von ca.
+50 mV eine maximale Offenwahrscheinlichkeit erreichte, kénnte in einem direkten
Zusammenhang mit der beschriebenen  Spannungsabhéngigkeit der apparenten
Dissoziationskonstante fur den offenen Kanal stehen. Diese nahm bei Spannungen positiver
als +50 mV nicht weiter zu und erreichte ein Plateau. Im Fall von Conotoxin (Terlau et al.,
1999) nimmt die apparente Dissoziationskonstante fur den offenen Kanal bei stirkeren
Depolarisationen stetig zu und erreicht kein Plateau. Das ist aufgrund des postulierten
Modells, dass vor allem auf die Destabilisierung des Porenblocks durch permeierende K'-
lonen basiert, auch nicht zu erwarten, weil durch stirkere Depolarisation auch die
elektromotorische Kraft zunimmt. Auch diese Beobachtung spricht bei Porphyrin #3 fiir eine
Destabilisierung des Blocks durch strukturelle Verénderungen, die bei einer bestimmten
Spannung ihr volles Ausmal erreichen.

Einen weiteren Unterschied im Vergleich zu Bindungseigenschaften von Poren blockierenden
Peptidtoxinen zeigte die Inhibition durch Porphyrin #3 in Bezug auf eine Punktmutation in
der Turret-Region des Kv1.3-Kanals. Der Austausch der sterisch kleinen Aminosaure Glyzin
an Position 377 zu der sterisch groBen Aminosaure Phenylalanin fuhrte in
elektrophysiologischen Experimenten im Fall von Kaliotoxin zu einer sehr starken Abnahme

der Affinitdt. Diese Mutation, die bei Kv1.3 zu einem weitgehenden Verlust der
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C-Typ-Inaktivierung flhrte, hatte hingegen auf die Bindung von Porphyrin #3 keinen
Einfluss. Das Glyzin an Position 377 ist an der direkten Bindung von Kaliotoxin nicht
beteiligt. Es wird vermutet, dass nach Austausch der Aminosdure Kaliotoxin diese Stelle in
der Turret-Region schlechter passieren kann und die eigentliche Bindestelle aus sterischen
Grinden nicht erreicht. Das Erreichen der Bindestelle scheint fur das abgeflachte, kleinere
Porphyrin #3 trotz Mutation nicht beeintrachtigt zu sein.

In  diesem Zusammenhang ist auch die Beobachtung interessant, dass die
Applikationsreinenfolge des Porenblockers TEA® in Doppelblockexperimenten mit
Porphyrin #3 entscheidend fir die Auswaschbarkeit der beiden Blocker war. Wahrend das
Auswaschen bei einer Applikationsreihenfolge gut moglich war, bei der TEA" auf
Porphyrin #3 folgte, blieb der Kv1.3-Strom trotz Auswaschens zu 40-50 % inhibiert, als die
Reihenfolge der Applikation umgedreht wurde. Die beiden Blocker beeinflussten sich
gegenseitig, wenn TEA™ zuerst appliziert wurde. Moglicherweise fiihrt die Applikation von
Porphyrin #3 zu strukturellen Anderungen am Kanal oder es kommt zu einer elektrostatischen
Wechselwirkung der beiden Blocker, so dass TEA" irreversibel gebunden blieb. Ein ahnlicher
Vorgang war zu beobachten, wenn auf Porphyrin #3 der Porenblocker KTX folgte. Die
Einwaschgeschwindigkeit fiir KTX hatte sich im Vergleich mit den Kontrollmessungen ohne
Porphyrin #3 nahezu vierfach verlangsamt, so dass der Schluss nahe liegt, dass Porphyrin #3
das Erreichen der Bindestelle von KTX erschwerte. Eine genaue Erklarung fur die

Beobachtungen in den Doppelblockexperimenten wurde jedoch bisher nicht gefunden.

4.2 Inhibition von Kv1.3 durch Porphyrin #3 im Vergleich mit Gating-

Modifizierern

Die spannungsabhéngige Inhibition des lonenstroms ist auch durch die Bindung eines
Antagonisten am Spannungssensor mdoglich, wie es Swartz und MacKinnon (1997) am
Beispiel des Spinnentoxins Hanatoxin, der den Kaliumkanal Kv2.1 inhibiert, zeigten. Hierbei
dringt das amphiphile Peptidtoxin mit den hydrophoben Anteilen in die Lipidmembran ein,
wéhrend sich die geladenen Aminosduren des Toxins im Bereich der Lipidkopfgruppen
befinden und das Toxin in der Membran verankern (Milescu et al., 2007; Posokhov et al.,
2007). Dabei bindet dieses als Gating-Modifizierer bezeichnete Toxin an bestimmten
Regionen des Spannungssensors und schrénkt dessen Bewegungsfreiheit ein. Es handelt sich
um eine allosterische Inhibition, bei der nicht die Pore blockiert wird, sondern das Toxin
ausschlieBlich an Aminoséuren der auf3eren Bereiche der Transmembransegmente S3b und S4
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bindet (Alabi et al., 2007). Phillips et al. (2005) zeigten, dass Hanatoxin wahrend der
Depolarisation den Spannungssensor nicht verldsst, sondern gebunden bleibt und einen
stabilen Komplex mit dem Sensor bildet. Durch die Bindung des Toxins, welches wie ein
Rucksack auf dem Spannungssensor sitzt und bei Bewegungen des Sensors mittransportiert
wird, ist ein erhohter Energieaufwand notwendig, um die fur die Offnung des Kanals
notwendige Auswartsbewegung des Sensors zu generieren. Durch starkere Depolarisationen
kann die Energiebarriere Uberwunden werden und der Kanal o6ffnet sich, wobei die
Aktivierungskurve zu hoheren Potentialen verschoben wird. Mittlerweile ist eine Vielzahl
weiterer Spinnentoxine bekannt, die durch die Bindung an den Spannungssensor den
Geschlossenzustand des Kanals stabilisieren (Ubersicht bei Swartz, 2007). In Abbildung 4.4

ist die Beeinflussung des Spannungssensors durch Gating-Modifizierer modellhaft dargestellt.

T Extrazellular ?

Intrazellular

------ ++++++

H,O ® K*-lonen

Abb. 4.4: Inhibition des lonenkanals durch Bindung eines Gating-Modifizierers an den
Spannungssensor.

A. Inhibition des Kanals durch einen Gating-Modifizierer (rot) im Geschlossenzustand. Der
Geschlossenzustand des Spannungssensors wird stabilisiert.

B. Bei starker Depolarisation kann sich der Spannungssensor trotz gebundenem Gating-Modifizierer
nach aul3en bewegen: Der Kanal 6ffnet sich.

Das Spinnentoxin GsMTx-4, das ebenso wie Hanatoxin und VsTx1 aus dem Gift der Roten
Chile-Vogelspinne gewonnen wird, inhibiert die sogenannten streckungsaktivierten
Kationenkanéle (Stretch Activated Cation Channels, SACs), indem es die Packungsdichte um
den Kanal herum stort. Eine direkte Bindung an das Kanal-Protein ist nicht notwendig
(Suchyna et al.,, 2004). Ein Merkmal von Gating-Modifizierern zeigt sich in der
verlangsamten Aktivierungskinetik und in der beschleunigten Deaktivierungskinetik des
inhibierten Kanals, wie es von Swartz und MacKinnon (1997) beschrieben wurde. Das ist
dadurch zu erkléren, dass das Toxin wahrend der Spannungssensorbewegungen gebunden
bleibt und der Ruhezustand des Sensors stabilisiert wird: Die Auswartsbewegungen werden

energetisch benachteiligt, wahrend die Einwartsbewegungen energetisch begunstigt werden.
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Die Beeintrachtigung des Spannungssensors nach Hanatoxinbindung zeigt sich auch in der
Inhibition des Gatingstroms (Lee et al., 2003), der die Bewegungen der positiven Ladungen
im Spannungssensor widerspiegelt. Die Inhibition des Gatingstroms durch Hanatoxin fihrt,
ahnlich wie bei der Inhibition des lonenstroms, zu einer Verschiebung der Aktivierungskurve
zu positiven Potentialen. Anders als beim lonenstrom, der nach Toxinzugabe auch bei
Potentialen von +100 mV nicht die Amplitude der Kontrollmessung erreicht (Swartz und
MacKinnon, 1997), wird die vollstandige Ladungsverschiebung des Spannungssensors bei ca.
+70 mV erreicht (Lee et al., 2003). Aussagen uber die Stochiometrie, mit der Hanatoxin an
den Kv2.1-Kanal bindet, konnten Swartz und MacKinnon (1997) Gber die
Konzentrationsabhangigkeit des lonenstromblocks machen, die im Bereich der hohen
Toxinkonzentrationen besonders steil verlief. Die Messpunkte in der Konzentrations-
Wirkungskurve stimmten am besten mit einem Modell Uberein, das eine Stochiometrie von
4:1 annahm: vier Toxinmolekile binden unabhéngig voneinander an einen Spannungssensor,
waobei die Bindung eines Molekuls ausreicht, um den Kanal zu inhibieren.

Beim Vergleich der genannten Eigenschaften von Hanatoxin und anderen Gating-
Modifizierern mit der Inhibition von Kv1.3 durch Porphyrin #3 zeigten sich sowohl
Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede. Auch bei Porphyrin #3 kam es zu einer
Verschiebung der Aktivierungskurve zu positiveren Potentialen, wobei die Verschiebung
deutlich geringer ausfiel als bei Hanatoxin und anderen Gating-Modifizierern. Auch die
Verlangsamung der Aktivierungskinetik und die Beschleunigung der Deaktivierungskinetik
waren bei Porphyrin #3 weniger stark ausgeprégt. Swartz und MacKinnon (1997) legten bei
ihren Experimenten einen besonderen Wert auf die Analyse der Deaktivierungstails. Die
Ursache daftr ist die Tatsache, dass es sich beim SchlieRen des Kanals um einen einfach zu
beschreibenden Schritt handelt, der im Gegensatz zum Offnen nicht durch eine hohe
Kooperativitat der vier Untereinheiten gekennzeichnet ist. Zudem ist der gemessene Tailstrom
direkt proportional zur Offenwahrscheinlichkeit des Kanals, da flr das SchlieBen des Kanals
stets auf dasselbe Membranpotential repolarisiert wird. Aufgrund der sehr schnellen
SchlielRkinetik von Kv1.3 wurde ein qualitativer Vergleich der Tailstrome vor und nach
Applikation von Porphyrin #3 sehr erschwert. Die Kihlung der Messkammer und die
Verwendung von Rb*-lonen anstelle von K'-lonen in der externen Losung fiihrte zu einer
Verlangsamung der Tailstrome, die deren Analyse ermdglichte. Es zeigte sich, dhnlich wie
nach der Applikation von Hanatoxin, dass sich die Tailstrome mit zunehmender
Porphyrinkonzentration und zunehmender Depolarisationsstarke beschleunigten. Die

Beschleunigung erreichte bei Porphyrin #3 in Hinblick auf die Depolarisationsstarke ein
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Maximum bei ca. +50 mV. Ab dieser Testspannung nahm die Beschleunigung der
Deaktivierungstails nicht weiter zu. Auch bei der Konzentrationsabhéngigkeit wurden
asymptotische Werte angestrebt. Aufgrund der konzentrationsabhéngigen Empfindlichkeit der
Oozyten gegeniiber Porphyrin #3, die sich in einer Zunahme der Leckstrome zeigte, konnten
keine Konzentrationen, die oberhalb von 1 uM Porphyrin #3 lagen, eingesetzt werden. Wie
bereits bei der Beschreibung der apparenten Dissoziationskonstante erwahnt, erreicht der
Kv1.3-Kanal in Kontrollmessungen bei ca. +50 mV die grofite Offenwahrscheinlichkeit. Dass
es nach Applikation von Porphyrin #3 bei dieser Testspannung keine zusétzliche
Beschleunigung der Deaktivierungstails gab, kdnnte damit in einem Zusammenhang stehen.
Die Beschleunigung der Deaktivierung ist mit einem Porenblock nur schwer zu erkléaren. Der
Blocker muss, damit es bei positiven Potentialen zu dem beobachteten lonenfluss kommt, die
Pore frei geben und die Bindungsstelle verlassen. Um dann die Deaktivierungskinetik
beeinflussen zu konnen, muss das erneute Binden schneller ablaufen, als das SchlieRen des
Kanals dauert. Die Hinreaktion der Bindungsgeschwindigkeit fir Porphyrin #3 lag bei den
gemessenen Potentialen in einem Bereich von mehreren Sekunden, wahrend die
Deaktivierung ein Vorgang war, der unter den Messbedingungen in einem Zeitfenster
unterhalb von 100 ms ablief. Es ist daher anzunehmen, dass die Beeinflussung der
Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik auf die Beteiligung des Spannungssensors
zurlickzufuhren ist, wie es beispielsweise fir das Hanatoxin gezeigt wurde. Hinweise hierflr
gibt es durch die Inhibition der Gatingstrome, die nach Applikation von 0,5 uM Porphyrin #3
bei negativen Potentialen beobachtet werden konnte. Auch bei positiven Potentialen waren
die Gatingstréme, wenn auch zu einem geringeren Mal3e, geblockt. Dafiir kdnnte eine direkte
Bindung von Porphyrin #3 an dem Spannungssensor verantwortlich gemacht werden oder ein
indirekter Effekt durch Porphyrin#3, der Uber eine gestorte Interaktion des Kanals mit den
umgebenden Membranlipiden vermittelt wurde. Aus einer Vielzahl von Publikationen ist
bekannt, dass fur die Funktion von integralen Membranproteinen, wie z. B. lonenkanéle, der
spezifischen Interaktion mit den umgebenen Membranlipiden eine besondere Bedeutung
zukommt (Williamson et al., 2003; Marius et al., 2005; Borjesson et al., 2008; Ubersicht bei
Boland und Drzewiecki, 2008). Die Membranlipide dienen nicht allein der Verankerung in
der Membran, sondern Uben Uber eine direkte Bindung eine regulatorische Funktion aus.
Diese spielt sowohl bei einfach gebauten lonenkanélen, wie z. B. KcsA eine wichtige Rolle
als auch bei spannungsabhdngigen Kanalen, bei denen die Aktivitdt des Spannungssensors
von der Lipidzusammensetzung der Umgebung abhédngt. Ist diese Interaktion gestort oder

werden die geladenen Kopfgruppen verandert, wirkt sich dies direkt auf die
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Offenwahrscheinlichkeit des Kanals aus (Schmidt et al., 2006; Schmidt und MacKinnon,
2008).

4.3 Inhibition von Kv1.3 durch Porphyrin #3 im Vergleich mit dem Effekt

von zwei- und dreiwertigen Metallionen

Von einer Vielzahl von Metallionen ist bekannt, dass diese lonenkanéle inhibieren kdnnen.
Der Inhibitionsmechanismus reicht von elektrostatischen Effekten Uber die mechanische
Inhibition des Spannungssensors bis zu einem einfachen Porenblock von der intra- und
extrazellularen Seite (Ubersicht bei Elinder und Arhem, 2004). In Abbildung 4.5 A-C sind

Modelle unterschiedlicher Inhibitionsmechanismen dargestellt.

++++++ ++++++ ++++++

+ Metallionen

Abb. 4.5: Inhibitionsmechanismen von spannungsabhangigen lonenkanalen durch ein-, zwei-
und dreiwertige Metallionen.

In den Abb. A-C ist jeweils der geschlossene (obere Reihe) und der gedffnete (untere Reihe) Zustand
des Kanals dargestellt (verandert nach Elinder und Arhem, 2004).

A. Die Metallionen lagern sich tUber mehrere Bindungsstellen an die Kanaloberfliche an und
beeinflussen die Dichte der Oberflachenladungen, was zur elektrostatischen Inhibition des
Spannungssensors fuhrt.

B. Es kommt zu einer mechanischen Beeinflussung des Spannungssensors durch Anlagerung der
Metallionen. Es gibt mehrere Bindungsstellen am Kanal.

C. Die Metallionen erreichen ihre Bindungsstelle innerhalb der Pore und inhibieren den Kanal
spannungsabhangig.
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Die Abb. 4.5 A zeigt einen Mechanismus, bei dem es zu einer elektrostatischen Beeinflussung
des Kanals durch zweiwertige Metallionen, wie z.B. Zn** (Zhang et al., 2001a) und Sr**
(Elinder et al., 1996) kommt. Durch Bindung an den Kanal kommt es zu einer Abschirmung
der Oberflachenladungen (Surface charge-Modell; Green und Andersen, 1991), die fur die
Interaktion mit dem Spannungssensor wichtig sind, bzw. es kommt zu einer direkten
Interaktion mit den geladenen Metallionen (Elinder et al., 1996). Das Modell in Abb. 4.5 B
postuliert einen Mechanismus, bei dem der Spannungssensor nicht elektrostatisch beeinflusst
wird, sondern mechanisch, vergleichbar mit dem Block durch Hanatoxin. Bei den beiden
genannten Modellen kommt es neben der Verlangsamung der Aktivierungs- und der
Beschleunigung der Deaktivierungskinetik zu einer Inhibition der Gatingstrome und zu einer
Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung der Kandle zu positiveren Potentialen
(Zhang et al., 2001a; Zhang et al., 2001b). Die unterschiedliche Affinitat der Metallionen zum
Geschlossenzustand (hohe Affinitat) und Offenzustand (niedrige Affinitat) des Kanals lasst
sich durch einen einfachen physikalischen Mechanismus erklaren: Die lokale Konzentration
der Metallionen an der Bindungsstelle verdndert sich in Abhéngigkeit der Position des
Spannungssensors. Bei stérkerer Depolarisation befinden sich die positiven Ladungen des
Spannungssensors weiter auf3en im elektrischen Feld und verdrangen die Metallionen. In Abb.
45 C ist der Inhibitionsmechanismus dargestellt, wie man ihn beispielsweise fiir Cs*- oder
Ba*-lonen findet (Neyton und Miller, 1988; Jiang und MacKinnon, 2000). Die lonen binden
innerhalb der Porenregion und blockieren den Durchgang der ,nativen* lonen. Da diese
Bindung nicht selten innerhalb des elektrischen Feldes lokalisiert ist, ist die Bindung h&ufig
spannungsabhangig.

Weil die Effekte, die durch zweiwertige Metallionen an spannungsabhéngigen Kanélen
hervorgerufen werden, den Effekten gleichen, die von Porphyrin #3 verursacht werden, kann
nicht ausgeschlossen werden, dass es bei Porphyrin #3 auch zu einer Abschirmung von
Oberflachenladungen am Kanal oder zu einer elektrostatischen Interaktion mit den Ladungen

des Spannungssensors kommt.

4.4 Beeinflussung der Membranlipide durch Interaktion mit Porphyrin #3

Der Einfluss von Porphyrin #3 auf Membranlipide wurde in unterschiedlichen Experimenten
gezeigt. Ein erster Hinweis auf den Einfluss von Porphyrin #3 auf die Membranlipide zeigte
sich in den elektrophysiologischen Experimenten, in denen Konzentrationen hoher als

0,5-1 uM den elektrischen Widerstand der Oozytenmembran herabsetzten. Dies spiegelte sich
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in einer Erhohung des Leckstroms wider. In Fluoreszenzmessungen, die in einem
horizontalen Bilayer vor und nach Applikation von Porphyrin #3 durchgefuhrt wurden, zeigte
sich, dass Porphyrin #3 sich stark in der Membran anreicherte. Eine direkte Interaktion von
Porphyrin #3 mit den Membranlipiden wurde in NMR-Untersuchungen festgestellt, bei der
die chemischen Verschiebungen bestimmter Phospholipidanteile vor und nach Applikation
von Porphyrin #3 gemessen wurden. Aus den Anderungen der chemischen Verschiebungen
nach Porphyrinapplikation lieB sich ableiten, dass Porphyrin #3 vor allem (ber die
Lipidkopfgruppen interagiert und nicht Uber die hydrophoben Seitenketten. Aus den
Ergebnissen liel sich ein Modell entwickeln, das das Porphyrin #3 flach in die Membran

eingebettet zeigt, umgeben von den Kopfgruppen der Membranlipide (Abb. 4.6).

A B

li' . /99 999

Lipidkopfgruppen

Abb. 4.6: Vereinfachte Vorstellung der Interaktion von Porphyrin #3 mit den Kopfgruppen der
Membranlipide.

A. Aufsicht. Porphyrin #3 ist eingebettet in die Membran, umgeben von den negativ geladenen
Lipidkopfgruppen (graue Kreise), die mit den positiv geladenen Aminogruppen (rote Kreise)
interagieren.

B. Seitenansicht. Porphyrin #3 interagiert Gber die Aminogruppen mit den Phospholipiden, wobei die
hydrophoben Fettsaureketten an der Interaktion nicht beteiligt sind.

Weitere Untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie und Elektronenmikroskopie gaben
Aufschluss dartber, ob Porphyrin #3 den Phasentbergang von Membranlipiden beeinflussen
kann. Beim Phasentibergang handelt es sich um eine Zustandsédnderung der Lipide, die die
physikalischen Eigenschaften der Membran verdndert und besonders bei Erwédrmung zu
beobachten ist. Bei tieferen Temperaturen liegen die Lipide in einer gestreckten
Konformation vor und bilden eine kristalline Struktur mit maximalen Van-der-Waals-
Kontakten zwischen den hydrophoben Seitenketten (Gelphase). Werden die Lipide erwarmt,
liegen die Fettsdureketten wesentlich ungeordneter und lockerer gepackt vor
(Flussigkeitsphase). Infolgedessen nimmt beim Phasentbergang die Dicke der
Lipiddoppelschicht (Abb. 4.7) ab.
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Abb. 4.7: Schematische Darstellung des Phasenlibergangs einer Lipiddoppelschicht (aus
Horton, 2008).

Durch Erwarmung werden die Lipide von einem gelartigen, geordneten Zustand in einen flissig-
kristallinen ungeordneten Zustand Uberfuhrt.

Der Phasenubergang von Doppelschichten, die nur aus einem einzelnen Lipidtyp aufgebaut
sind, findet bei einer charakteristischen Phasentibergangstemperatur statt. Fir das in der NMR
verwendete DMPC liegt diese bei ca. 23 °C. Wahrend sich zundchst beim
temperaturabhéngigen Phaseniibergang kein  Unterschied zwischen Kontrolle und
Porphyrinmessung zeigte, wurden nach einigen Stunden massive strukturelle Umordnungen
beobachtet, die auch im elektronenmikroskopischen Bild erkennbar waren. Die
multilamellaren Liposomen, die eine kugelférmige Gestalt aufwiesen, wandelten sich nach
Porphyrinapplikation in bizellenartige Strukturen um, die sich in dem Magnetfeld
ausrichteten. Normalerweise wird dies durch kurzkettige Tenside erreicht, Substanzen, die die
Oberflachenspannung einer Flussigkeit oder die Grenzflachenspannung zwischen zwei
Phasen herabsetzen. Mdoglicherweise wirkt Porphyrin  #3 unter den genannten
Versuchsbedingungen ahnlich. Die in Bezug auf die Beeinflussung der Lipidmembran
gemachten Beobachtungen, die nach Applikation von Porphyrin #3 in verschiedenen
Systemen auftreten, lassen den Schluss zu, dass Porphyrin #3 die Integritdt der Membran
massiv  beeinflusst. Neben dem Porenblock erscheint es wahrscheinlich, dass die
Beeinflussung der Membran Auswirkungen auf die Kanal-Lipidkopfgruppen-Interaktion hat
und diese zu einem veranderten Gating fiihrt. Die Inhibition des Spannungssensors zeigte sich
sowohl in der Inhibition der Gatingstrome als auch in der Beeinflussung der Aktivierungs-
und Deaktivierungskinetik. Ob aber die in der Elektronenmikroskopie und die in der mit der
NMR-Technik beobachteten Effekte des Porphyrins auf die Liposomen uneingeschrénkt auf
die elektrophysiologischen Experimente mit den Oozyten zu Ubertragen sind, bleibt unklar.
SchlieBlich treten die bizellenartigen Strukturen erst nach einigen Stunden auf - ein Zeitraum,
der fur die elektrophysiologischen Messungen nicht in Anspruch genommen wurde. Es wird
jedoch als sehr wahrscheinlich erachtet, dass die beschriebene Anreicherung in die Membran
und die Interaktion von Porphyrin #3 mit den Lipidkopfgruppen auch in der Oozytenmembran

stattfand, obgleich die Lipidzusammensetzung im Vergleich zu den Liposomen
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unterschiedlich ist. Die Empfindlichkeit der Oozyten gegeniiber Porphyrin #3, die sich in
einer Erhohung der Leckstréme zeigte, ist ein deutliches Indiz hierfr.

Dadurch, dass bisher keine direkte Interaktion von Porphyrin #3 mit dem Spannungssensor
untersucht wurde, was uber gezielte Punktmutationen innerhalb des Sensors ermdglicht wiirde
oder Uber die Konstruktion von Chimaren aus einem sehr affinen mit einem weniger affinen
Kanal, kann keine abschlieBende Aussage dartiber getroffen werden, ob Porphyrin #3 direkt
am Sensor bindet oder die beobachteten Effekte ausschlieBlich tber Membraninteraktion
verursacht werden. Eine direkte Interaktion erscheint aber wahrscheinlich, da Porphyrin #3
eine groRe Spezifitat gegenuber der Shaker-Kanalfamilie zeigte und Kanale anderer Familien
kaum oder nicht inhibiert wurden. Abb. 4.8 zeigt anhand der Kaliumkanalchimére aus Kv1.2
und Kv2.1 (Long et al., 2007), die zusammen mit gebundenen Lipidmolekilen kristallisiert
wurde, wie sich Porphyrinmolekiile in die Membran einlagern kdnnten, um so die Gating-
Eigenschaften des Kanals zu beeintrachtigen. Moglicherweise hat Porphyrin #3 eine ahnliche
Wirkung wie das oben erwadhnte Spinnentoxin GsSMTx-4 indem es die Packungsdichte der

Lipide um den Kanal herum stort.

Porphyrin #3

100 A

Abb. 4.8: Kristallstruktur-Modell der Kaliumkanalchimare aus Kv1.2 (Porendomane) und Kv2.1
(Spannungssensordomane) (Long et al., 2007).

A. Darstellung der o-helikalen Anteile und der Turret-Region von der Kv1.2/Kv2.1-Chimare in
Seitenansicht. Die Spannungssensordomane ist in blau dargestellt, die Porendoméne in grau und der
S4-S5-Linker in orange. Die Lipidmolekile sind in gelb abgebildet.

B. Darstellung der Oberflachenstruktur der Kv1.2/Kv2.1-Chimére in Aufsicht. Gleicher Farbcode wie
in A. Zusétzlich sind hypothetisch mal3stabsgetreue Porphyrinmolekiile (rot) abgebildet, die sich
seitlich an den Kanal anlagern.

Die unterschiedliche Affinitdt von Porphyrin #3 konnte neben der unterschiedlichen

Aminosduresequenz in der Bindungsstelle eine weitere Ursache haben. Es ist bekannt, dass



Diskussion 100

sich lonenkandle innerhalb der Zellmembran in Bereichen unterschiedlicher
Lipidkomposition befinden (Tillman und Cascio, 2007). Diese als Lipid rafts (raft = FloR)
bezeichneten Mikrodomanen sind fur die Funktion der Kandle von grof3er Bedeutung und im
Herzen u. a. fir Kv1.4, Kvl1.5 und Kv2.1 beschrieben worden (Maguy et al., 2006).
Madglicherweise werden auch in den Xenopus-Oozyten raftahnliche Strukturen flir bestimmte
Kandle ausgebildet, die eine abweichende Lipidzusammensetzung aufweisen und in denen
sich Porphyrin #3 schlechter anreichern kann. Das hatte eine geringere Beeinflussung der

Gating-Eigenschaften des Kanals zur Folge.

4.5 Beeinflussung der C-Typ-Inaktivierung von Kvl-Kanélen

Die Ergebnisse von Ader et al. (2008) zeigten, dass der Selektivitatsfilter der Kaliumkanal-
Chiméare KcsA-Kv1.3 nach Applikation von Porphyrin #3 in einen Konformationszustand
ubergeht, wie er auch fir den C-Typ-inaktivierten Kanal beobachtet wird. Hierbei wechseln
die Karbonylsauerstoffe der Peptidbindung von einer ,,conductive, in line*-Konformation in
eine ,,non-conductive, out of line“- bzw. in eine ,,blocked, out of line*“-Konformation. Der
Vorgang der C-Typ-Inaktivierung wird in der Literatur hdufig als Kollabierung der Pore
beschrieben. Bei dem Kollaps handelt es sich aber nicht um eine strukturelle VVerengung oder
Blockierung des lonendurchgangs, sondern um die Auflosung der elektrostatisch gulinstigen
Konformation, die die notwenige Entfernung der Hydrathtlle der lonen fiir den Eintritt in den
Selektivitatsfilter energetisch ermdglicht. Aus den mit der NMR-Technik fir KcsA-Kv1.3
gewonnenen Daten geht nicht hervor, ob dieser Zustand durch Porphyrin #3 induziert wird
oder ob Porphyrin #3 praferentiell an den C-Typ-inaktivierten Zustand bindet. In den
elektrophysiologischen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurde der Effekt in Bezug
auf die C-Typ-Inaktivierung bei vier Vertretern der Shaker-Familie untersucht: Kv1.3 zeigte
die starkste C-Typ-Inaktivierung, wahrend die drei anderen Kanale (Kv1.1, Kv1.2 und Kv1.5)
eine nur geringe C-Typ-Inaktivierung zeigten. Nachdem die Kandle durch verléngerte
Depolarisationen in die Inaktivierung getrieben wurden, wurde Porphyrin #3 appliziert und
die Stromspuren normalisiert. Bei Kv1.3 zeigte Porphyrin #3 sowohl in Bezug auf die
Inaktivierungskinetik, als auch in Bezug auf die Erholung aus der Inaktivierung einen
signifikanten Effekt. Die Inaktivierung wurde beschleunigt und war vollstandiger, so dass
sich schlussfolgern lasst, dass Porphyrin #3 zu einer Verstarkung der C-Typ-Inaktivierung
flhrte. Bei Kv1.5, dem Kanal mit der geringsten Affinitat zu Porphyrin #3, lieR sich hingegen

nur eine geringe Wirkung in Bezug auf die Inaktivierung feststellen. Bei Kv1.1 wurde die
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Inaktivierung nicht wie bei Kv1.3 verstérkt, sondern nach Porphyrinapplikation geblockt und
im Fall von Kvl1.2 nahezu vollstdndig aufgehoben. Es hatte den Anschein, als wirde
Porphyrin #3 an diese Kanéle praferentiell binden, wenn diese durch eine lange
Depolarisation in die C-Typ-Inaktivierung getrieben wurden. Nach diesen Beobachtungen
lasst sich keine generelle Aussage flr spannungsabhangige Kanéle treffen, ob Porphyrin #3
den C-Typ-inaktivierten Zustand verstarkt oder préferentiell an diesen Zustand bindet. Es
scheint, in Abhangigkeit des beobachteten Kanals, beides mdglich zu sein. Die Starke der
Inhibition hing aber nicht von den Inaktivierungseigenschaften der untersuchten Kanéle ab.
Kv1.3 wurde stark von Porphyrin #3 inhibiert und weist eine ausgepragte C-Typ-
Inaktivierung auf. Kv1.1 und Kv1.5 weisen eine geringe C-Typ-Inaktivierung auf, zeigten

aber eine deutlich unterschiedliche Affinitat zu Porphyrin #3.

4.6 Entwicklung eines Modells fur die Interaktion zwischen Porphyrin #3

und spannungsabhangigen Kaliumkanélen

Der Zusammenhang zwischen der eingesetzten Konzentration eines Liganden und der
erzielten Wirkung, kann in einer Konzentrations-Wirkungskurve graphisch dargestellt
werden. Bei logarithmischer Auftragung der Ligandenkonzentration auf der Abszisse gegen
die erzielte Wirkung auf der Ordinate erhalt man einen sigmoiden Kurvenverlauf, aus dem die
Konzentration, bei der der halbmaximale Effekt (ECsp) beobachtet wird, abgelesen werden
kann. Zusatzlich erhalt man die Konzentrationen, bei der die minimal messbare Wirkung und
der maximale Effekt erzielt werden kann, woraus sich die Steilheit der Kurve ergibt. Die
Kurve kann mit der Hill-Gleichung beschrieben werden, die fir die Steilheit der Kurve den
Hill-Koeffizienten ausgibt. Porenblocker, die mit einer Stochiometrie von 1:1 an die Pore
binden, weisen einen Hill-Koeffizienten von 1 auf (z. B. KTX). Die Konzentrations-
Wirkungskurve von Hanatoxin wich davon dahingehend ab, dass sie im Bereich der h6heren
Konzentrationen etwas steiler verlief, wodurch Swartz und MacKinnon (1997) die Bindung
von vier unabhédngigen Bindungsstellen fir Hanatoxin postulierten. Die Konzentrations-
Wirkungskurve fur den lonenstromblock von Porphyrin #3 verlief bei den untersuchten
Kanélen (Kvl.1, Kv1.3 bei RT und 16 °C) insgesamt sehr steil und die ermittelten Hill-
Koeffizienten lagen zwischen 4,7 und 5,3, was auf eine kooperative Wirkung von
Porphyrin #3 hindeutet. Folglich gilt ein einfacher Porenblock mit einer Stéchiometrie von
1:1 als alleinige Erklarung fir die Inhibition des Stromes als ausgeschlossen. Auch die

unabhédngige Bindung mehrerer Porphyrinmolekiile an den Spannungssensor, wie es flr
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Hanatoxin beschrieben wurde, kann aufgrund der steilen Konzentrations-Wirkungskurve
ausgeschlossen werden.

Bei der Aktivierung von Kv-Kandlen durchlaufen die Untereinheiten eine Vielzahl an
Offnungsschritten. Die ersten, spannungsabhéngigen Schritte spielen sich vor allem in der
Spannungssensordomane ab und sind unabhangig voneinander. Vor der Offnung wird ein
geschlossen-aktivierter Zustand erreicht, aus dem der finale Offnungsschritt des
Aktivierungstores erfolgt. Der finale Offnungsschritt ist durch eine geringe
Spannungsabhangigkeit und eine hohe Kooperativitat der Untereinheiten gekennzeichnet
(Schema 4.1):

o . Kooperativer
Unabhangige Schritte Schritt
Ruhezustand —> —> Geschlossen-aktivierter s, ofener zustand

..... Zustand
Schema 4.1

Durch die Bindung von Porphyrin #3 sind mehrere Zustande bzw. Offnungsschritte des
Kanals betroffen. Bei den ersten, stark spannungsabhé&ngigen Schritten wird ein GroR3teil der
Gating-Ladung Q tibertragen. Der Block der Gatingstréme zeigt deutlich, dass der Ubergang
vom geschlossenen Zustand zum geschlossen-aktivierten Zustand durch Porphyrin #3
beeintrachtigt wird. Die Konzentrations-Wirkungskurve fir die Inhibition der Gatingstrome
verlief ahnlich steil, wie es auch fir den Block des lonenstroms beobachtet wurde. Das zeigt,
dass bereits die Inhibition des Spannungssensors einer hohen Kooperativitat unterlag. Bei
positiven Potentialen reduziert sich der Block der Gatingstrome im Vergleich zum
Gesamtblock deutlich, ohne dass die Konzentrations-Wirkungskurve wesentlich an Steilheit
abnimmt. Daraus lasst sich folgern, dass der konzertierte Offnungsschritt, der sich durch eine
hohe Kooperativitat der Untereinheiten auszeichnet, durch die Bindung von Porphyrin #3
beeintrachtigt wird.

Fur die Inhibition des lonenstroms spannungsabhangiger Kaliumkanéle der Shaker-Familie
durch Porphyrin #3 wird an dieser Stelle ein Mechanismus vorgeschlagen, bei dem
Porphyrin #3 als allosterischer Inhibitor wirkt und sowohl der Porenblock als auch die
Inhibition des Spannungssensors einbezogen wird. Die Inhibition kdnnte folgendermalien
ablaufen (Abb. 4.9): Die Applikation einer niedrigen Konzentration Porphyrin #3 (0,1 uM)
fihrt zur Anreicherung in der Membran ohne eine wesentliche Beeinflussung der Gating-
Eigenschaften. Der Porenblock ist zu diesem Zeitpunkt aufgrund der Wechselwirkung mit
dem elektrischen Feld stark spannungsabhdngig und hat auch bei negativen Spannungen

kaum inhibierende Wirkung. Porphyrin #3 bindet vor allem am geschlossenen Kanal.
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Abb. 4.9: Modell zur Erlauterung des Inhibitionsmechanismus von spannungsabhangigen
Kaliumkanélen (Kv1) durch Porphyrin #3.

Die Zustande, in der sich der Kanal nach Applikation befindet, sind mit | — VI bezeichnet. Die mit
Porphyrin #3 angereicherte Membran ist im extrazellularen Bereich rot angefarbt, um die
Beeinflussung durch Porphyrin #3 anzudeuten. Zwischen | und Il und Il und IV ist die
Spannungsanderung zu positiven Potentialen durch ein griines Symbol veranschaulicht. Porphyrin #3
stabilisiert den geschlossen, inaktivierten Kanal, was durch die roten Pfeile angedeutet wird.

I. Der Kanal beim Ruhemembranpotential. Das Aktivierungstor ist geschlossen (C) und das
Inaktivierungstor ist gedffnet (O). Porphyrin #3 reichert sich in der Membran an und blockiert die Pore.
Il. Der Kanal beim Ruhemembranpotential. Durch Bindung im Selektivitatsfilter nimmt dieser einen
Zustand an, der dem des inaktivierten Zustands gleicht: Beide Tore sind geschlossen.

lll. Durch Depolarisation kommt es zur Verschiebung der positiven Ladungen innerhalb des
Spannungssensors; dieser Vorgang wird durch membranstandiges Porphyrin #3 erschwert, was sich
in einer Inhibition der Gatingstrdme zeigt. Das Inaktivierungstor ist offen. * = aktivierter Zustand.

IV. Durch Depolarisation kommt es zur Verschiebung der positiven Ladungen innerhalb des
Spannungssensors; dieser Vorgang wird durch membranstandiges Porphyrin #3 erschwert, was sich
in einer Inhibition der Gatingstrome zeigt. Das Inaktivierungstor ist geschlossen. * =aktivierter Zustand.
V. Trotz gebundenen Porphyrins kann der Kanal 6ffnen und Poren blockierendes Porphyrin #3
verlasst die Bindungsstelle hoher Affinitat. Beide Tore sind offen, es fliel3t lonenstrom.

VI. Das Aktivierungstor 6ffnet sich, das Inaktivierungstor bleibt jedoch geschlossen. Es fliel3t kein
Strom.

<

{

Die Applikation hoherer Konzentrationen (> 0,2 uM) hat strukturelle Anderungen der
Membran zur Folge, die vergleichbar mit dem temperaturabhéngigen Phasenubergang der
Membranlipide sind. Dies fuhrt tiber die Beeinflussung des Spannungssensors zu veranderten
Gating-Eigenschaften, aus dem eine geringere Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals
resultiert. Die geringe Offnungswahrscheinlichkeit wiederum fiihrt zu einer erhéhten Affinitat
des Blockers auch bei positiven Potentialen. Moglicherweise wird der Kanal in einen Zustand
getrieben, der dem inaktivierten Zustand gleicht. Nach Erreichen dieses Zustandes kann
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Porphyrin #3 auch die Bindestelle in der Pore mit hoher Affinitat besetzen. Der offene Kanal
weist bei starken Depolarisationen eine porphyrinfreie Pore auf und kann K*-lonen leiten.
Durch die Beeintrachtigung der Spannungssensorbewegungen sind jedoch stérkere
Depolarisationen notwendig, um die Energiebarriere zu (berwinden, so dass die
Aktivierungskurve zu positiveren Potentialen verschoben wird. Durch die aromatische
Aminosaure Tyrosin wird die Affinitat stark erhdht, so dass die Inhibition bei Kv1.1 und
Kv1.6 auch bei positiven Potentialen nahezu 100 % betrégt.

Die Beschreibung der Konzentrationsabhéngigkeit des Porphyrinblocks mit der Hill-
Gleichung (Hill, 1910) erscheint zun&chst als annehmbar, da es auf einfache Weise die
kooperativen Effekte der Porphyrinbindung gut beschreibt und eine quantitative Abschatzung
der Ligandenzahl erlaubt, die im Fall von Porphyrin #3 moglicherweise bei funf liegt: Ein
Porphyrinmolekul bindet in der Porenregion, wahrend vier weitere Molekile an den
Spannungssensor binden und die Gating-Eigenschaften des Kanals modulieren. Allerdings ist
das Hill-Modell fur die Beschreibung auf molekularer Ebene unrealistisch, da es eine ,,Alles
oder Nichts-Reaktion* postuliert: Nach Bindung des ersten Liganden an den Rezeptor ist die
Bindungskonstante fir alle weiteren Liganden gleich, Zwischenzustdnde werden nicht
besetzt. Um den Inhibitionsmechanismus auf molekularer Ebene beschreiben zu kénnen, wird
im Folgenden ein alternatives Modell zur Hill-Beziehung vorgestellt, das die Kooperativitat
der Bindung von Porphyrin #3 erklart. Das Symmetrie-Modell nach Monod, Wyman und
Changeux (MWC, 1965) beschreibt allosterische Ubergénge von Proteinen mit identischen
Untereinheiten durch Bindung von Liganden. Als Konsequenz der Bindung eines Liganden an
ein  Rezeptorprotein  wird das Gleichgewicht zwischen zwei verschiedenen
Konformationszustianden des Proteins zu dem Zustand verschoben, der eine héhere Affinitat
fir den Liganden aufweist. Das Modell stitzt sich auf bestimmte Voraussetzungen, die bei
mehreren allosterischen Enzymen und anderen Proteinen, wie auch dem H&moglobin,
beobachtet wurden (Bisswanger, 2000):

1. Ein allosterisches Enzym ist ein, aus einer begrenzten Anzahl n identischer Einheiten
(Protomere) gebildetes Oligomer.

2. Protomere besetzen dquivalente Positionen im Enzymmolekil, das damit zumindest eine
Symmetrieachse besitzt.

3. Das Enzym kann in mindestens zwei Konformationen existieren, die als T-Zustand (tense =
gespannt) und R-Zustand (relaxed = entspannt) bezeichnet werden und sich in ihrem
Energiegehalt unterscheiden. In Abwesenheit des Liganden stehen beide Enzymformen

miteinander in einem durch die Konstante L charakteristischen Gleichgewicht:
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[T] .
L= — Gleichung 4.1
[R]

4. Beim Ubergang von der einen in die andere Enzymform bleibt die molekulare Symmetrie
erhalten. Alle Untereinheiten existieren zur gleichen Zeit entweder nur im T- oder nur im R-
Zustand, Zwischenformen mit Protomeren in verschiedenen Konformationen sind nicht
maoglich.
5. Beide Enzymformen unterscheiden sich in ihrer Affinitdt zum Liganden. T ist die weniger
affine Form, d. h. das Verhéltnis c der Dissoziationskonstanten (K) ist:

KR

KT

c= <1 Gleichung 4.2

Allosterische Inhibitoren binden bevorzugt an die T-Form eines Enzyms und verschieben
daher das Gleichgewicht aller mdglichen Konformationen in Richtung T-Form. Da sich
lonenkanale auch als allosterische Enzyme beschreiben lassen, die den Transport von lonen
katalysieren, kann man den Begriff ,,Enzym* in den Vorraussetzungen ohne weiteres durch
lonenkanal ersetzten und die Zustandsformen ,,T* durch ,,C* (closed = geschlossen) bzw. ,,1*
(inaktiviert) und ,,R“ durch ,,0* (offen). Abbildung 4.10 zeigt eine vereinfachte schematische
Darstellung der Konformationszustande eines Kaliumkanals und der fraktionellen
Absattigung durch Porphyrin #3 nach dem Symmetrie-Modell. Dargestellt sind die vier
Untereinheiten des Kanals im geschlossenen Zustand C (Quadrate), im geschlossen-
aktivierten Zustand C* (Kreise) und im offenen Zustand (Kreise mit zentrale Offnung). Der
Ubergang vom geschlossenen in den geschlossen-aktivierten Zustand st stark
spannungsabhangig, durch zahlreiche, voneinander unabhéngige Schritte der Untereinheiten
gekennzeichnet und wird durch die Gleichgewichtskonstante K,(V) beschrieben. Dieser
Zustand wird gefolgt von einem spannungsunabhangigen, konzertierten Schritt mit hoher
Kooperativitét, der durch die Gleichgewichtskonstante L beschrieben wird. Durch Bindung an
den Spannungssensor kommt es sowohl zu einer Verschiebung des Gleichgewichts K(V) als
auch zu einer Verschiebung des Gleichgewichts L in Richtung geschlossener Kanal.
Madglicherweise ist es besonders der inaktivierte Zustand, an den Porphyrin #3 préferentiell

bindet (Untereinheiten gelb unterlegt).
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In Anwesenheit des Liganden bevorzugt

@ Porphyrin #3

=

Abwesenheit des Liganden bevorzugt

Abbildung 4.10: Vereinfachte schematische Darstellung der Konformationszustéande und der
fraktionellen Abséattigung eines lonenkanals mit Porphyrin #3 nach dem Symmetrie-Modell
(veréandert nach Monod, Wyman und Changeux, 1965).

Der tetramere lonenkanal hat insgesamt fiinf Bindungsstellen, die durch Porphyrin #3 besetzt werden
kénnen: Eine Bindungsstelle liegt innerhalb des Selektivitatsfilters, die Gbrigen befinden sich am
Spannungssensor bzw. beeinflussen den Spannungssensor Uber Interaktion mit der Membran. Im
Offenzustand des Kanals nimmt die Affinitat stark ab und Porphyrin #3 (roter Punkt) gibt die Pore frei.
Bei C handelt sich um einen geschlossen Zustand (Quadrate), bei C* um den geschlossen-aktivierten
Zustand (Kreise), der durch einen konzertierten Schritt in den Offenzustand (O) wechselt (Kreise mit
zentraler Offnung). Moglicherweise bindet Porphyrin préferentiell an den inaktivierten Zustand (1, gelbe
Farbe). K(V) beschreibt die Gleichgewichtskonstanten der Ubergénge vom geschlossenen Zustand
in den geschlossen-aktivierten Zustand und L beschreibt das spannungsunabhangige Gleichgewicht
zwischen geschlossen-aktiviertem und offenem Zustand.
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Fur die Beschreibung der Konzentrations-Wirkungskurve von Porphyrin #3 mit dem MWC-
Modell wird im folgenden der konzertierte Offnungsschritt betrachtet, da bei der Inhibition
des lonenstroms nur der offene Kanal beobachtet wird. In dem allgemeinen MWC-Modell, in
dem die Konformationszusténde als T und R bezeichnet werden, ergeben sich fur die Bindung

des Liganden A folgende Gleichgewichte:

L
T, ~—R,

KT KR
T,tA==—T, T, =R, R, +A=—R,
T,+A=T, T, =R, R, +A =R,
TatA<=—T, T, =R, R..+tA=— R,

Schema 4.2

Bei Ky und Kg handelt es sich um die mikroskopischen Dissoziationskonstanten fur den
Zustand hoher Affinitat (R) bzw. niedriger Affinitat (T) fir einzelne Untereinheiten. Die
einzelnen Oligomerformen Ty bis T, bzw. R; bis R, kdnnen durch folgende Konstanten

ausgedrickt werden:
[A] [A]
T,=Tyn R, =Ryn
K Kg
n-1 [A] n-1 [A]
T=Th—— R,=R,—/—
2 K 2 Ky
1 [A] 1 [A]
TnzTnl - = Rn:Rn-l__
n K; n Kg

Die Fraktion des allosterischen Proteins im T-Zustand kann durch die Funktion T

ausgedrickt werden (Gleichung 4.3):

Tot Tt Tt + Ty Gleichung 4.3
(To+T +T,+..+T)+ R, +R+R,+ ... +R)

T=

Durch Einfligen der Vereinfachungen
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wobei o die relative Affinitét ist und c das Affinitatsverhaltnis zwischen en beiden Zustédnden
erhalt man fir den T-Zustand die Funktion T nach Monod, Wyman und Changeux (1965,
Gleichung 4.4):

— L(1+ca)" .
T= Gleichung 4.4
L(1+co)+(1+a)"

Sigmoide Sattigungskurven werden immer dann erhalten, wenn gleichzeitig die drei
Bedingungen L > 1, ¢ < 1 und n >1 erfullt sind (Bisswanger, 2000). Das Ausmafd der
Kooperativitat ist umso ausgepragter, je deutlicher diese Bedingungen erfllt sind.

Die durch die Porphyrin bedingte Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit bzw. die Zunahme
der Geschlossenwahrscheilichkeit (Pg) fir den Kanal I&sst sich mit der Gleichung 4.5 nach
Monod et al. (1965) als Funktion der Porphyrinkonzentration darstellen. in die, der mit der

Hill-Funktion ermittelten Koeffizient von finf eingesetzt wird.

5
A
L 1+u
KC
Ps= Gleichung 4.5

5 5
L {1+ [A]] + (1+ [A]J
KC KO

[A] ist die Konzentration des Antagonisten Porphyrin #3, K¢ und Ko sind die

makroskopischen Gleichgewichtskonstanten fiir den geschlossenen bzw. gedffneten Kanal
und L beschreibt das Gleichgewicht zwischen geschlossenem und offenem Zustand. Durch

Umformen erh&lt man Gleichung 4.6:

P.= — — Gleichung 4.6

[A], K¢, Ko und L sind wie oben beschrieben. Abbildung 4.11 zeigt die Konzentrations-
Wirkungskurve, die nach der MWC-Gleichung fiir Porphyrin #3 und dem Kv1.3-Kanal

erstellt wurde.
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Abb. 4.11: Konzentrationsabhangigkeit der Inhibition von Kv1.3-Stromen durch Porphyrin #3,
[Rb"]2 = 20 mM, 16°C.

Aufgetragen ist die Porphyrinkonzentration gegen die Inhibition des Kvl1.3-Tailstroms. Die
durchgezogene Linie zeigt einen Fit mit der MWC-Gleichung mit n = funf Bindungsstellen. Fir K¢
wurde 13 nM eingesetzt, fir Ko wurde 290 nM eingesetzt. Der beste Fit wurde mit L = 1090 erzielt.

Die apparenten Dissoziationskonstanten Kc und Ko wurden bei der Untersuchung der
Inhibitionsstarke zu Beginn und am Ende einer Depolarisation bestimmt und betrugen
Kc = 0,013 pM und Ko = 0,29 pM. Der beste Fit wurde mit L = 1090 erzielt.

Das Symmetrie-Modell nach Monod, Wyman und Changeux (1965) ist bereits mehrfach fur
die Beschreibung der Inhibition von lonenkanédlen angewendet worden (Karlin, 1967;
Colquhoun, 1973; Iwai et al., 1996) und erscheint auch fiir die Beschreibung der Bindung von

Porphyrin #3 an spannungsabhangige Kaliumkanéle als einfaches Modell annehmbar.

4.7 Das Antidot bildet einen Komplex mit Porphyrin #3

Neben dem Tetraphenylporphyrin-Derivat #3 wurden im Labor von Dirk Trauner weitere
Porphyrine synthetisiert. Das Tetraphenylporphyrin-Derivat ,,Antidot* hat seinen Namen
erhalten, weil es wie ein Gegengift der Inhibition von Porphyrin #3 entgegenwirkt. Es besitzt
an den Seitenarmen anstelle von positiv geladenen Aminogruppen negativ geladene
Karboxylgruppen, die dazu beitragen, dass das Antidot mit dem Porphyrin #3 Komplexe
bildet, die aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen in der Kernregion des Molekiils
verstarkt werden. In den Experimenten wurde das Antidot beim Auswaschen wvon
Porphyrin #3 zugesetzt, um zu beobachten, ob die Auswaschgeschwindigkeit von
Porphyrin #3 beeinflusst wird. Nach der Applikation von 0,4 uM Porphyrin #3 und der
Inhibition des Stroms wurde zum Auswaschen der Kontrollldsung das Antidot in
unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt, was die Auswaschgeschwindigkeit stark

beschleunigte. Die graphische Darstellung der Konzentrationsabhangigkeit aufgetragen gegen
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die Auswaschgeschwindigkeit zeigte eine sigmoiden Kurvenverlauf, der bei 0,4 uM Antidot
den maximalen Effekt zeigte. Bei einer eingesetzten Konzentration von 0,4 uM Porphyrin #3
kdnnte diese Beobachtung einen Hinweis auf die Stdchiometrie von Porphyrin #3 und Antidot
liefern, die moglicherweise bei 1:1 liegt. Der Fit der Konzentrationsabhangigkeit mit der Hill-
Gleichung passte allerdings mit einem Exponenten von zwei besser mit den Messpunkten
Uberein als der Fit mit einem Exponenten von eins, so dass an dieser Stelle keine endgultige

Aussage Uber die Porphyrin #3:Antidot-Komplexe getroffen werden kann.

4.8 Liefern Porphyrin #3 und Abkémmlinge des Porphyrins Ansatze zur

Entwicklung von selektiven Kaliumkanalblockern?

Bei der funktionellen und strukturellen Analyse von lonenkandlen sind Kanalblocker
wertvolle Werkzeuge des lonenkanalforschers (Bogin, 2006; Ahern und Kobertz, 2008). Die
pharmakologischen Experimente, die mit den heute als klassische Kanalblocker bezeichneten
Substanzen wie Tetrodotoxin (TTX) oder Tetraethylammonium (TEA") in den siebziger
Jahren des vorigen Jahrhunderts begonnen wurden, halfen bei der ldentifizierung von
lonenkandlen und trugen zur Aufklarung ihrer Topologie bei (Hille, 2001). Die Einteilung der
Blocker kann beispielsweise nach ihrer Herkunft erfolgen (pflanzlich, tierisch, synthetisch),
nach ihrem chemischen Aufbau (Metallion, Peptid, Alkaloid), die Art und Weise wie sie
Kandle inhibieren (Porenblocker, Gating-Modifizierer) oder nach dem Rezeptorkanal, den sie
blockieren (Ca**-Kanal, K'-Kanal, etc.). Die Selektivitat der Kanalblocker kann sehr
verschieden sein. Wahrend einige Blocker nur an einen Kanal oder sehr wenige Kanile
binden, weisen andere Blocker eine Vielzahl an Kanélen als Ziel auf. Die Affinitat kann dabei
von Kanal zu Kanal sehr unterschiedlich sein. Oftmals reicht eine einzelne Aminosdure am
lonenkanal aus, um die Affinitat deutlich zu erhéhen oder herabzusetzen. Die Affinitat beruht
neben einer strukturellen Kompatibilitat vor allem auf elektrostatischer Interaktion zwischen
Ligand und Rezeptor. Die quantitative Struktur-Aktivitatsbeziehung (Quantitative structure-
activity relationship = QSAR) ist ein VVorgang, bei dem chemische Strukturen quantitativ mit
einer biologischen oder chemischen Aktivitat korreliert werden. Das Verfahren basiert auf der
Annahme, dass gleiche oder gleichartige Molekule die gleiche Aktivitat aufweisen. Bei der
Entwicklung und Herstellung von selektiven Liganden, die maoglicherweise zur
therapeutischen Anwendung genutzt werden kénnen, wird QSAR in die Syntheseplanungen
einbezogen, um chemische Strukturen zu identifizieren, die einen guten inhibitorischen Effekt
mit geringen Nebenwirkungen aufweisen. Die Synthese des Kaliumkanalblockers
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Tetraphenylporphyrin #3 basierte auf der Beobachtung, dass die vierfachsymmetrische
Struktur des Blockers gut mit der ebenfalls vierfachsymmetrischen Topologie der
Kaliumkanale Gbereinstimmt. Die Vorstellung war, dass sich Porphyrin #3 flach auf die Pore
legt und den Kanal ber eine Porenblock inhibiert (Gradl et al., 2003). Ader et al. (2008)
zeigten jedoch in einer NMR-basierten Strukturanalyse mit der Kaliumkanal-Chimére KcsA-
Kv1.3, dass Porphyrin #3 nicht waagerecht auf der Pore liegt, sondern mir einem der
Seitenarme tief in den Selektivitatsfilter eindringt, wobei der gegenuberliegende Seitenarm
von der Pore weg zeigt und die beiden ubrigen Arme zwischen Porenausgang und Turret-
Region zum Liegen kommen. In den Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde festgestellt, dass Porphyrin #3 eine unterschiedliche Affinitat zu den Mitgliedern der
Shaker-Familie aufwies und Mitglieder anderer Kaliumkanalfamilien nicht (Kv4.1 und
Kv7.1) oder nur zu einem geringen Ausmal (Kv2.1 und Kv11.1) blockierte. Bei den Kanélen
handelte es sich mit Ausnahme von Kv4.1 um Kkardiale Kanéle, die in der
Repolarisationsphase beim Herzaktionspotential eine wichtige Rolle spielen (Nerbonne und
Kass, 2005). Von besonderer Bedeutung bei der Entwicklung und Etablierung von
lonenkanalblockern bzw. -6ffnern, die zu therapeutischen Zwecken verwendet werden sollen,
ist der Kv1l.1-Kanal. In der Vergangenheit wurden durch die Anwendung einer Vielzahl
unterschiedlicher Medikamente bei Patienten ventrikuldare Arrhythmien durch eine ungewollte
Wechselwirkung mit Kv11.1 ausgeldst, die teilweise zum Tode fiihrten (Bowlby et al., 2006).
Die amerikanische Arzneimittelzulassungsbehorde (Food and Drug Administration = FDA)
hat aus diesem Grunde eine Richtlinie erlassen, die vorsieht, dass bei allen Medikamenten in
einer frihen Phase der Entwicklung mit elektrophysiologischen Methoden die Wirkung auf
Kv11.1 gepruft wird (www.FDA.gov). Wahrend die Wirkung von Porphyrin #3 auf diesen
Herzkanal bei der eingesetzten Konzentration nur sehr gering ausfiel, ist eine andere
»,Nebenwirkung“ des Porphyrins von entscheidender Bedeutung. Es reichert sich in der
Membran an, verandert die Integritdt der Membran und macht diese durchlassig. Aufgrund
dieses unspezifischen Effekts ist davon auszugehen, dass neben den lonenkanélen auch viele
weitere membrandurchspannende Proteine in ihrer Funktionsweise eingeschrankt und auch
die Funktionen der Membran selbst beeintrachtigt werden. Das Tetraphenylporphyrin-
Derivat #3 eignet sich somit nicht als selektiver Blocker hinsichtlich einer Entwicklung fir
eine therapeutische Anwendung. Es ist allerdings durchaus denkbar, dass chemische
Veranderungen, die z. B. an den Seitenarmen des Molekdils vorgenommen werden kénnen, zu
einer Reduzierung der ,,Nebenwirkungen® fiihren. Interessant in diesem Zusammenhang ist

die Beobachtung, dass der Austausch der endstdndigen chemischen Gruppen (NH;—COOH)
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zu einem Molekul fihrt, das als eine Art Gegengift wirkt und bezeichnender Weise den
Namen ,,Antidot* tragt. Obgleich Gegengifte vor allem in Hinblick auf Vergiftungen durch
giftige Tiere entwickelt werden und auf der Wirkung von Antikdrpern basieren, zeigt diese
Beobachtung einen Weg auf, wie man irrtimlich eingenommene Wirkstoffe beispielsweise
bei Uberdosierung oder falschlicher Einnahme unschadlich machen konnte.

Aus der Entdeckung heraus, dass Porphyrin #3 mit einem der vier mdglichen Seitenarme die
Pore inhibiert, wurden in dem Labor von Dirk Trauner weitere Kanalblocker (EL1 und EL2)
synthetisiert, die auf der Struktur von Porphyrin #3 basieren, aber eine reduzierte Anzahl an
putativen Bindungsstellen aufweisen. Sie zeigten in den elektrophysiologischen Experimenten
einerseits eine reduzierte Affinitat zu den getesteten Kanélen (Kv1.1 und Kv1.3), konnten
andererseits aber in hoherer Konzentration eingesetzt werden, ohne die Membran zu
schadigen und zeigten eine selektive Affinitat zu Kv1.1 und Kv1.3. Die beiden Blocker EL1
und EL2 haben eine T-formige Gestalt und &hneln in der Struktur einer Flanke von
Porphyrin #3, sind aber diesbeziglich nicht identisch. In Abbildung 4.12 A und B sind
Strukturvergleiche zwischen dem Porphyrin #3-Molekil und dem EL1-Molekiil sowie dem
EL2-Molekul dargestellt. Ungeachtet der htheren Flexibilitdt der T-férmigen Blocker im
Gegensatz zu Porphyrin #3 zeigen sich bei beiden Molekilen Unterschiede, die
mdoglicherweise zu der beobachteten reduzierten Affinitat fiihrten. Bei EL1 sind vor allem
eine zusatzlich Karbonylgruppe und ein fehlender Pyrrolring, an dessen Stelle ein Amid tritt,
zu nennen. Bei EL2 sind die Seitenketten leicht unterschiedlich und es gibt auch hier eine

zusétzliche, hervorstehende Karbonylgruppe.

..........................
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Abb. 4.12: Vergleich der Molekilstruktur von Porphyrin #3 mit EL1 und EL2.

A. Die Strukturformeln von Porphyrin #3 (schwarz) und EL1 (dunkelgriin) wurden leicht versetzt
Ubereinander gelegt. Die putative Bindungsseite zeigt nach unten. Die Pfeile deuten Unterschiede in
der Struktur an, die mdglicherweise Affinitdtsanderungen zur Folge haben. Von Porphyrin #3 ist der
vierte Seitenarm nicht dargestellt und der Porphyrinring (gestrichelte Linie) nur angedeutet.

B. Die Strukturformeln von Porphyrin #3 (schwarz) und EL2 (hellgriin) wurden leicht versetzt
Ubereinander gelegt. Die putative Bindungsseite zeigt nach unten. Die Pfeile deuten Unterschiede in
der Struktur an, die moglicherweise Affinitdtsanderungen zur Folge haben. Von Porphyrin #3 ist der
vierte Seitenarm nicht dargestellt und der Porphyrinring (gestrichelte Linie) nur angedeutet.
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Der Block beider Substanzen war stark spannungsabhéngig. Bei EL2 hatte es den Anschein,
dass der Block in einem direkten Zusammenhang mit den Bewegungen des Spannungssensors
stand. Das zeigte sich durch einen Vergleich der Inhibition des lonenstroms mit Q, der
spannungsabhangigen Ladungsverschiebung des Sensors im elektrischen Feld.
Madglicherweise lasst sich durch strukturelle Veranderungen der Blocker die Affinitat zu dem
jeweiligen Kanal erhdhen, so dass die Kanalspezifitat, die in den elektrophysiologischen
Experimenten beobachtet wurde, noch stérker in den Vordergrund tritt. Neben Kv1.1 und
Kv1.3 wurden noch keine weiteren Kaliumkanéle auf die Sensitivitdt fir EL1 und EL2
getestet. Um von selektiven Blockern sprechen zu konnen, muss dies in weiteren
Experimenten nachgeholt werden. Interessant ist die Beobachtung, dass mit der im Vergleich
zu Porphyrin #3 reduzierten Affinitat von EL1 und EL2, die Empfindlichkeit der Membran
gegenuber den Blockern niedriger war. Auch hohe Konzentrationen fiihrten nicht zu einer
Zunahme der Leckstrome. Anscheinend konnten diese Blocker nicht in die Membran
eindringen und flhrten nicht zu verdnderten Membraneigenschaften. Somit gab es vermutlich
keine Beeinflussung der Kanal-Lipidkopfgruppen-Interaktion. Der Einfluss von EL1 und
EL 2 auf die Gatingstrome sowie auf die Deaktivierungskinetik wurde bisher allerdings nicht
untersucht. Die Experimente mit EL2 zeigten eine geringe Verlangsamung der
Aktivierungskinetik. Neben dem reduzierten Einfluss von EL1 und EL2 auf die Membran
muss fur die geringere Affinitat der Blocker vor allem ein reduzierter Porenblock
verantwortlich gemacht werden, der auf die strukturelle Verschiedenheit zwischen
Porphyrin #3 und den T-férmigen Blockern zurlickzufiihren ist.

Wahrend sich Porphyrin #3 nach den vorliegenden Ergebnissen aufgrund der starken
Nebenwirkungen nicht als therapeutischer Wirkstoff eignet, kann es durchaus als Basis fur die
Entwicklung selektiver Porenblocker dienen. Die beiden abgeleiteten Blocker EL1 und EL2
sind ein gutes Beispiel fur das Potential, das in diesem Blocker steckt. Vielleicht kann durch
weitere Modifikationen an EL1 und EL2 die Affinitdt erhdht werden. Dass es bei der
Behandlung von verschiedenen Erkrankungen Bedarf fur hoch affine, selektive Porenblocker
gibt, wurde in mehreren Ubersichtsartikeln der letzten Jahre aufgezeigt (Wickenden, 2002;
Judge und Bever, 2006; Lawson und McKay, 2006; Panyi et al., 2006).
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion des vierfach-symmetrischen
Kaliumkanalblockers Tetraphenylporphyrin-Derivat #3 (Porphyrin #3, Porphyrin) mit
spannungsabhangigen Kaliumkanalen unterschiedlicher Kanalfamilien mit
elektrophysiologischen Methoden untersucht. Ergebnisse aus der Strukturanalyse, die mit der
NMR-Technik erzielt wurden, und Erkenntnisse aus Fluoreszenzmessungen, die mithilfe der
Bilayer-Technik gewonnen wurden, flossen vor allem bei der Bewertung der Wechselwirkung
von Porphyrin #3 mit den Lipiden der Membran mit ein. Diese wurden von kooperierenden
Arbeitsgruppen zur Verfugung gestellt.

Die elektrophysiologischen Experimente, die an Xenopus-Oozyten durchgefiihrt wurden,
zeigten, dass die Bindung des Porphyrins mit hoher Kooperativitét erfolgte. Dies spiegelte
sich in einer steilen Konzentrations-Wirkungskurve wider (Hill-Koeffizienten: 4,7-5,3) und
flihrte zu dem Schluss, dass es sich bei Porphyrin #3 um einen allosterischen Effektor handelt.
Die Bindung, die neben einem Porenblock auch die Inhibition des Spannungssensors
beinhaltete, erfolgte praferentiell an den geschlossenen Kanal. Die Inhibition des
Spannungssensors zeigte sich Uber die Messung der Gatingstrome und die Aktivierungs- und
Deaktivierungskinetik und resultierte mutmaRlich aus einer gestorten Kanal-Lipid-Interaktion,
die durch eine Anreichung von Porphyrin #3 in die Membran verursacht wurde. Aufgrund der
Spezifitdt von Porphyrin #3 fur die Kvl-Familie wird auch eine direkte Bindung an den
Spannungssensor  fir  wahrscheinlich  erachtet.  Fir die  Beschreibung  des
Inhibitionsmechanismus wurde das Symmetrie-Modell nach Monod, Wyman und Changeux
(MWC, 1965), das die Wechselwirkung von Liganden mit allosterischen Proteinen
beschreibt, verwendet.

Der Block durch Porphyrin war spannungsabhéngig und bei negativen Testpotentialen stérker
ausgebildet. Dies hatte eine Verschiebung der Aktivierungskurve zu positiveren Potentialen
zur Folge. Die Ursache dafur wird vor allem in der Bindung innerhalb des elektrischen Feldes
gesehen, in das einer der positiv geladenen Seitenarme des Porphyrinmolekiils eindringen
muss, um die Bindungsstelle im Selektivitétsfilter zu erreichen (Ader et al., 2008). Fur
Shaker-Kanéle zeigte sich, dass eine Aminosdureposition, die sich unweit des
Selektivitatsfilters am Porenausgang befindet, die Affinitdt durch Porphyrin #3 stark
beeinflusste: Der Austausch der positiv geladenen Aminosaure Arginin zu der aromatischen
Aminosdure Tyrosin fihrte bei Kv1.5 zu einer Erhéhung der Affinitat. Porphyrin #3 hatte auf
den Kv2.1- und Kvll.1-Kanal einen geringen inhibitorischen Effekt, auf den Kv7.1- und
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Kv1l.1-Kanal keinen inhibitorischen Effekt. Inside-out- und Outside-out-Messungen mit
Kv1.3 zeigten, dass Porphyrin #3 den Kanal ausschlieflich von auflen blockierte. Die
Bindung in der Pore wurde nicht, wie z.B. fur Kaliotoxin beschrieben (Legros et al., 2000),
durch eine hohe extrazellulare  Kaliumkonzentration  beeinflusst. Auch  der
Aminosaureaustausch in einer extrazellulédren Porenregion (Turret) von einer sterisch kleinen
(Glyzin) zu einer sterisch groRen Aminosaure (Phenylalanin) hatte im Gegensatz zu
Experimenten mit dem Porenblocker Kaliotoxin keinen Einfluss auf die Bindung.

Das Tetraphenylporphyrin-Derivat Antidot weist eine groRe strukturelle Ahnlichkeit zu
Porphyrin #3 auf, besitzt aber negativ geladene Seitenarme und zeigt keine inhibitorischen
Eigenschaften. Es bildete Komplexe mit Porphyrin #3 und beschleunigte dadurch in den
Experimenten die Auswaschgeschwindigkeit konzentrationsabhéngig, wenn es der
Kontrollldsung zugesetzt wurde.

Die Porphyrin-Abkdmmlinge EL1 und EL2 besitzen T-férmige Gestalt und wurden durch
Ubertragung einer Seitenkette von Porphyrin #3 auf zwei verschiedene Kohlenstoffketten, die
einer Flanke des Porpyhrinringes &hneln, hergestellt. Sie zeigten eine selektive Wirkung auf
den Kv1.1- und den Kv1.3-Kanal mit geringer Affinitat als Porphyrin #3.

Die Verwendung der in dieser Arbeit eingesetzten Kanalblocker als strukturelle Grundlage fur
die Herstellung selektiver Kanalblocker wird fur Porphyrin #3 aufgrund der starken

,Nebenwirkungen* als negativ eingeschatzt, fir EL1 und EL2 als positiv.
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7 Anhang

7.1 Fachliche Abktrzungen

4-AP

A

Ao

Al
Abb.
AD/DA
app
ATX
ATX2
ATP

B

Ba?!
Bad-El
C

c

Ca*
CaClz
Ci-VSP
cRNA
Cs"
C-Terminus
CTX
3,4-DAP
)

Da

Ad
Depol
DMSO
DMPC
DNA
dV,AV
dt

E

EAE

E. coli
EL1
EL2

et al.
exp

F

Y

G

G d3+
G/Gmax
°C

4-Aminopyridin

Angstrom

relative Amplitude

Stromamplitude

Abbildung

analog-digital/ digital-analog

apparent

Agitoxin

Agitoxin 2

Adenosintriphosphat

Blocked

Bariumionen

Badelektrode

closed, geschlossen

Gleichgewichtszustand Kr/Krbzw. K¢/Ko
Kalziumionen

Kalziumchlorid

spannungsabhéngige Phosphatase aus Ciona intestinalis
copy Ribonukleinsdure

Césiumionen

Karboxyl-Terminus

Charybdotoxin

3,4-Diaminopyridin

elektrische Distanz

Dalton

Anderung der chemischen Verschiebung
Depolarisation

Dimethylsulfoxid
1,2-Dimyristoyl-glycero-3-phosphatidylcholin
Desoxyribonukleinsdure

Spannungsdifferenz

Zeitdifferenz

Umkehrpotential

experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis
Escherichia coli

Kaliumkanalblocker synthetisiert von Erica Lauterwasser 1
Kaliumkanalblocker synthetisiert von Erica Lauterwasser 2
et alii

Exponent

Faraday-Konstante

Einzelkanalleitfahigkeit

Leitfahigkeit

Gadoliniumionen

relative Leitfahigkeit

Grad Celcius
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Gmax
GV

HaTX
HEPES
Herg
HgTX

maximale Leitfahigkeit
Leitfahigkeits-Spannung-Beziehung
human/Stunde(n)

Hanatoxin
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethan-sulfonséure
humaner eather-r-gogo-verwandter Kanal
Hongotoxin

Protonenkanal

Hyperpolarisation

Herz

Strom

Ionenstronm

Jod-125 markiertes Kaliotoxin

Leckstrom

Membranstrom

Strom-Spannungs-Beziehung

maximaler Strom

Inactivation removed

duflere Kaliumkonzentration
Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion
Geschwindigkeitskonstante der Riickreaktion
Dissoziationskonstante fiir den geschlossenen Kanal
Kaliumchlorid

Kaliumkanal aus Streptomyces lividans
Gleichgewichtskonstante

Gleichgewichtskonstante bei 0 mV

Kiloherz

Gleichgewichtskonstanten der spannungsabhédngigen
Konformationsédnderungen des geschlossenen Kanals
Dissoziationskonstante fiir den gedffneten Kanal
Kaliotoxin

spannungsabhingige Kaliumkanéle
Shaker-verwandte Kaliumkanéle

Shab-verwandte Kaliumkanile

Shal-verwandte Kaliumkanéle

KvLQT-verwandte Kaliumkanile

Herg-verwandte Kanile

spannungsabhéngiger Kaliumkanal aus Aeropyrum pernix
Gleichgewichtskonstante fiir die konzertierte Umwandlung von R und T-
Konformation

Ligand

Ligandenkonzenration

Lanthanionen

Lithiumionen

Maus

Multiple Cloning Site

Mikrogramm

Mikroliter

Mikrosekunde

Milligramm

Milliliter



125

NaCl
Ni**

nM
NMR
NOESY
norm
N-Terminus
(0]
OP-Vers.
OR2

p

PAP-1
Pb2+
PCR

S1-S6
S1-S4
S.e.m.
SF
Sr?*
SMase C,D
SSD
T

T

t

Tab.

T

Magnesium

millimolar

Millisekunden

Multiple Sklerose

Millivolt

Anzahl

Anzahl der Kanile

Natriumchlorid

Nickelionen

nanomolar

Nuclear Magnetic Resonance

Nuclear Oberhauser Effect Spectroscopy
normiert

Amino-Terminus

open, offen

Operationsverstarker

Oozyten Ringer Losung 2

probability, Irrtumswahrscheinlichkeit
5-(4-phenoxybutoxy)psoralen
Bleiionen

Polymerase-Kettenreaktion
Porendomine

Porenhelix

picomolar

Offenwahrscheinlichkeit
Polyadenylierungsstelle

parts per million

Prozent

Ladung

normierte Ladungs-Spannungs-Beziehung
Ladungs-Spannungs-Beziehung
Gaskonstante, Rezeptor, Widerstand, R-Konformation
Rezeptorkonzentration

Ratte

Rubidiumchlorid

Referenzelektrode
Rezeptor-Ligand-Komplex
Raumtemperatur

Sekunde

Transmembransegmente 1-6
Kaliumbindungssstellen 1-4

standard error of the mean, Standardfehler
Selektivitétsfilter

Strontium

Sphingmyelinase C, D
Spannungssensordoméne

Turret

Temperatur (Kelvin), T-Konformation
Zeit

Tabelle

tau, Zeitkonstante
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[T] Toxinkonzentration

TBA" Tetrabutylammonium

TEA" Tetraethylammonium

u© Unblock Probability fiir geschlossene (closed) Kanile
U@ Unblock Probability fiir offene Kanle

\% Spannung

Vo Spannung bei 0 mV

Vy, Spannung der halbmaximalen Aktivierung
Ve Voltage clamp

Vum Membranspannung

Vers.1 Verstérker 1

Vers. 2 Verstérker 2

VsTX1 Voltage sensing toxin 1

Wt Wildtyp

Y Anteil des gebundenen Liganden

Y max maximale Ligandenbindung

Zn*" Zink

z-Wert Ladungsvalenz
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7.2 Aminosaureliste

Liste der proteinogenen Aminoséuren mit Ein-Buchstaben-Code und Drei-Buchstaben-Code.

Aminoséaure

Ein-Buchstaben-

Drei-Buchstaben-

Code Code
Alanin A Ala
Arginin R Arg
Asparagin N Asp
Asparaginsaure D Asn
Cystein C Cys
Glutamin Q GIn
Glutaminséure E Glu
Glyzin G Gly
Histidin H His
Isoleuzin | lle
Leuzin L Leu
Lysin K Lys
Methionin M Met
Phenylalanin F Phe
Prolin P Pro
Serin S Ser
Threonin T Thr
Tryptophan w Trp
Tyrosin Y Tyr
Valin \Y Val
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7.3 ECsp-Werte von Blockern der Kvl-Familie

ECso-Werte von Peptidtoxinen, kleinen Kohlenwasserstoffverbindungen und Metallionen fur
den Kv1.3-Kanal, die aus Patch-Clamp-Messungen und Bindungsassays [a] gewonnen wurden
(aus Triggle et al., 2006).

Kleine
Kohlenwasserstoff-
Peptidtoxine EC,-Werte Verbindungen und EC,,-Werte
Metallionen
Agitoxin 2 200 pM 4-Aminopyridin 195 uM
Charybdotoxin 3nM PAP-1 2nM
Hongotoxin 86 pMEl Tetraethylammonium 10 mM
Kaliotoxin 650 pM Tetrapher;)gporphyrln 20 nM[al
Maurotoxin 150 nM BaZt, Cd2* 2mMm
a-Dendrotoxin-I 200 nM Co?%*, Zn%* 200 pM
k-Hefutoxin 150 uM La3* 50 uM

Vergleiche von ECso-Werten von Peptidtoxinen und kleinen Kohlenwasserstoffverbindungen
far den Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3 und Kvl.5-Kanal, die aus Patch-Clamp-Messungen und
Bindungsassays [a] gewonnen wurden (aus Triggle et al., 2006; erganzt nach Grissmer et al.,
94).

ECy,-Werte
Blocker
Kv1l.1 Kv1.2 Kv1.3 Kv1.5
Agitoxin 2 44 pM keine Angabe 200 pM Keine Angabe
Charybdotoxin >1uM 14 nM 3nM > 100 nM
Hongotoxin 31 pMal 170 pMEl 86 pMlal Keine Angabe
Kaliotoxin 41 nM > 1uM 650 pM >1puM
a-Dendrotoxin-I 20 nM 17 nM 200 nM <1luM
4-Aminopyridin 290 M 590 uM 195 pM 270uM
PAP-1 65 nM 250 nM 2nM 45 nM
TEA* 0,3mM 560 nM 10 mM 330 mM
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7.4 Klonkarten
Kpn| BamHI 5'-B-Globin
5'-B-Globin
p Ndel (4980)
EcoRl
Hirdill (168) i
Hindll (765) Amp-Res.
Amp-Res. // A1-03 rKCNAL A2-04 rKCNA2
pGem-He Juel rKCNA1 cDNA pGem-He Juel rnglSizOF;:A
q C
4864 bp 5213 bp
rKCNAL ORF
Hindlll (1947) HindlIl (2280)
3'-B-Globin , .
Notl 3'-B-Globin
Sall
HindIl (2182) Sall (2513)
5'-B-Globin 5'-B-Globin
Xhol (108)
Aatll (4885) Sacll (258) Nlel (522) ndlll (130)
Nrul (753) ' xhol (153)
AmMp-Res.//" A3.03 rKCNA3 FKCNA3 ORF AMp-Res. /7 a4 1 rKCNAG
pGem-He Juel A110 (IR)
et rKCNA3 cDNA pGem-He Juel HKCNAL
p 5440 bp A110 cDNA
rKCNA4 ORF
. . BamHI (2527)
Sal| (2667) 3'-B-Globin Stul (2764) )
Sall (2756)\  3“-B-Globin
Not! (2656) Not! (2745)
5'-B-Globin
EcoRlI (100) 5'-B-Globin
i HindIll (114) ,
Amp-Res.
A5-06 hKCNAS hKCNA5 ORF AB-05 hKCNAG
Amp-Re
P pGem-He Juel pGem-He Juel hhﬁcg\'l\]:e;gs?
4967 bp hKCNA4 cDNA 5044 bp
Pst | (1403)
3'-B-Globin

Pstl (2241)
Not | (2256)

Sall (2360) Notl (2101)

Notl (2349)  3'8-Globin

Klonkarten fir die in der Arbeit verwendeten Vertreter der Kvl-Kaliumkanalfamilie.

Mit Ausnahme von rKCNA4 A110, bei der der die N-Typ-Inaktivierungsdoméne deletiert wurde,
handelt es sich um die Wildtypkanale. Fir die Linearisierung zur cRNA-Synthese wurden die
Restriktionsenzyme verwendet, die in griiner Farbe dargestellt sind.
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5'-B-Globin 5'-B-Globin
Xhol (108) xho 1 (108)
Aatll (4885 Sacll (258) Aatll (4885 Sac 11 (258)
Amp-Res A3-15 rKCNA3 rKCNA3 ORF A3-16 rKCNA3 FKCNAS ORF
pGem-He Juel pGem-He Juel
V430W rKCNA3 cDNA piiiad G377F
5367 bp 5367 bp rKCNA3 cDNA

3'B-Globin

Sall (2667) o1 (2656)

5'-B-Globin
Eco RI (100)
Hindlll (114)

Amp-Res. A5-34 hKCNAS5
pGem-He Juel hKCNA5 ORF
R487Y hKCNAS5 cDNA

4967 bp

R487Y

3'-B-Globin
Not| (2256)

Amp-Res.

Klonkarten fur die in der Arbeit verwendeten Vertreter der Kv1l-Kaliumkanalfamilie.
Verwendete Punktmutanten von rkKv1.3 und hKv1.5. Fir die Linearisierung zur cRNA-Synthese
wurden die Restriktionsenzyme verwendet, die in griner Farbe dargestellt sind.
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Ndel (5808)  5'-B-Globin

Hind 11l
EcoRI (1000)

Hindlll (1017) Amp-Res.

Amp-Res.

B1-01 hKCNB1
pGem-He Juel

6041 bp

hKCND1
pGem-He Juel

hKCNB1 ORF
hKCNB1 cDNA

hKCND1 cDNA
BamHI (1620)

Sall (3345
Not I (3334)

R ; 3'-B-Globin
3'-B-Globin Not |

Ndel (6371)

Hindlll (114)
Amp-Res.

mKCNQ1
pGem-He Juel

A2-04 hKCNH2

pGem-He Juel
mKCNQ1 ORF

6075 bp 6604 bp

hKCNH2 ORF
hKCNH2 cDNA

Sall (3904)
Not | (3893)

Xhol (2214)

Not | (3364) 3'-[3-Globin/

3'-B-Globin EcoRI (3670)

Bam HI (3639)

Klonkarten fir die in der Arbeit verwendeten Vertreter der Kv2-, Kv4-, Kv7- und Kv11-
Kaliumkanalfamilien.
Fir die Linearisierung zur cRNA-Synthese wurden die Restriktionsenzyme verwendet, die in griner
Farbe dargestellt sind.
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7.5 Primarsequenz des rKvl.3-Kanals

MTVVPGDHLLEPEAAGGGGGDPPQGGCVSGGGCDRYEPLPPALPAAGEQDCCGERVVINISGLRFETQLKTLCQF

PETLLGDPKRRMRYFDPLRNEYFFDRNRPSLDAILYYYQSGGR IRRPVNVP 1D 1 FSEE IRFYQLGEEAMEKFRED
G 0 )
EGFLREEERPLPRRDFQRQVWLLFEYPESSGPARGIAIVSVLVILISIVIFCLETLPEFRDEKDYPASPSQDVFE

S3a S3b

AANNSTSGASSGASSFSDPFFVVETLCI IWFSFELLVRFFACPSKATFSRNIMNLIDIVALIPYFITLGTELAER

S4-Sb-Linker | S5

QGNGQQAMSLAILRVIRLVRVFRIFKLSRHSKGLQILGQTLKASMRELGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADDPS

0
SGFNS IPDAFWWAVVTMTTVGYGDMHPVT 1GGK IVGSLCATAGVLT IALPVPV 1 VSNFNYFYHRETEGEEQAQYM

HVGSCQHLSSSAEELRKARSNSTLSKSEYNV IEEGGMNHSAFPQTPFKTGNSTATCTINNNPNSCVN IKKIFTDV

R487Y bei Kv1.5
G377F VA30W
Selektivitatsfilter

Konserviertes gating hinge-Motiv

Primérsequenz des rKv1.3-Kanals.

Es sind die in der Einleitung genannten alphahelikalen Segmente (S1-S6, S4-S5-Linker und die
Porenhelix) anhand der bekannten Struktur des homologen Kvl.2-Kanals (Long et al., 2005)
eingezeichnet. Die konservierten Motive des Selektivitatsfilters und der PVP-Sequenz sowie die in der
Arbeit genannten Punktmutationen sind in griiner Farbe abgebildet.
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