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Il Einleitung

1. Die Gruppe der spannungsgesteuerten K*-Kanale (Kv-Kanale)

Kaliumkandle bilden eine grof3e heterogene Superfamilie integraler Membranproteine
(Chandy und Gutman, 1995). Sie besitzen die Fahigkeit den Fluss von Kaliumionen durch die
Membran, angetrieben durch den elektrochemischen Gradienten, zu steuern. Daher spielen sie
eine bedeutende Rolle in zelluldren Prozessen, die mit Anderungen des Membranpotentials
zusammenhangen. Dazu gehéren die Aufrechterhaltung des Ruhepotentials, Repolarisation
der Membran nach Aktionspotentialen und die Modulation von Aktionspotentialen.
AulRerdem sind sie an der Kontrolle der endokrinen und exokrinen Sekretion, Zellproliferation
und der Regulation des Zellvolumens beteiligt (Connor, 1971; Byrne 1980; Hille, 1992).

Die Gruppe der spannungsgesteuerten Kaliumkande (Kv-Kanédle) kann in drel Hauptfamilien
unterteilt werden. Die erste Familie beinhaltet die Shaker-verwandten Kv-Kande, die zweite
die ether-a-go-go-verwandten Kv-Kandle und die dritte die KvLQT1 (KCNQ)-verwandten
Kv-Kande. Die Namen stammen von Drosophila und humanen Mutanten, die zur
Charakterisierung und Klonierung der jeweils ersten Mitglieder der Familien gefuhrt haben.
(Ubersicht bei Pongs 1992, 1999). Das erste Mitglied der Familie der spannungsabhéngigen
Kaiumkandle wurde 1987 aus dem Shaker-Locus von Drosophila melanogaster kloniert
(Papazian et al., 1987; Kamp et al., 1987; Pongs et al., 1988). Seitdem konnten eine Vielzahl
homologer Proteine in Sdugetieren aus cDNA-Bibliotheken isoliert werden.



2. Aufbau und Zusammensetzung von spannungsabhangigen

Kaliumkanalen

intracellular

Ty

Abb 1: Topologisches Modell und Aufbau von Kv-Kanélen. A: Toplogisches Modell einer Kva-Untereinheit. Die
membransténdige Region besteht aus sechs hydrophoben Segmenten S1-S6. Die Porendoméane besteht aus S5-
S6 und der Porenschleife. S1-S4 umfasst die positiv geladene Spanunngssensordoméane mit dem
Spannungssensorelement S4. Sowohl der N-Terminus als auch der C-Terminus sind cytoplasmatisch lokalisiert.
Am proximalen Ende des N-Terminus befindet sich der Inaktivierungsball (I). Davor befindet sich die
Tetramerisationsdomane (T1). B: Vier Kva-Untereinheiten bilden einen funktionellen Kv-Kanal. C: Profil eines Kv-
Kanal-Tetramers mit vier assoziierten cytoplasmatisch lokalisierten KvB-Untereinheiten.



Trotz der hohen Anzahl und der funktionellen Vielfalt weisen die Kv-Kandle eine
gemeinsame Struktur auf. Die spannungsabhangigen Kaiumkandle setzen sich aus vier
homologen a-Untereinheiten zusammen, die jeweils sechs membranintegrierte Bereiche
(6TM- Architektur) und cytoplasmatische N- und C-terminale Doménen enthalten (Rudy,
1988; Pongs, 1992; Jan und Jan, 1994). Die Vidfat der spannungsabhangigen Kaliumkanéde
resultiert sowohl aus der hohen Anzahl an porenbildenden a-Untereinheiten (Chandy und
Gutman, 1993), als auch aus der mdglichen Kombinierung verschiedener a-Untereinheiten
durch die Bildung von Heteromultimeren (Isacoff et al., 1990; Ruppersberg et al., 1990;
Covarrubias et al., 1991; Li et a., 1992; Shen et al., 1993). Die Interaktion der Kv- a-
Untereinheiten wird durch eine cytoplasmatische Tetramerisierungsdoméne (T1) vermittelt,
die aminoterminal lokalisiertist (Li et a, 1992; Shen et al. 1993; Abb 1A).

Die a-Untereinheiten ordnen sich symmetrisch und bilden so eine zentrale Pore aus (Abbl)
(MacKinnon, 1991; MacKinnon et a., 1993). Die Transmembransegmente S5 und S6 sowie
die Porenschleife bilden die Porendoméne. Sie enthalt den Selektivitétsfilter, eine Struktur mit
einer in alen Kaliumkandlen konservierten Signatursequenz, die der selektiven Permeation
von Kaliumionen dient (Heginbotham et al., 1992, 1994; Jan und Jan, 1994). Der Bereich der
Transmembransegmente S1-S4 bildet die Spannungssensordoméane. Das Segment S4 enthalt
positiv geladene Aminosauren. Es konnte gezeigt werden, dass Ladungsverschiebungen und
Konformationsanderungen im Bereich von $4 in Abhangigkeit von der Membranspannung
wahrend des Offnens und Schlief}ens des Kanals auftreten (Seoh et al., 1996; Aggarwal et al.,
1996; Yangb et al., 1995; Larsson et a., 1996; Yusaf et a., 1996; Baker et a., 1998;
Mannuzzu et a., 1996; Chaet al., 1997). Diese sind in Form von ,,gating-Stromen” messbar.

In Abhangigkeit vom Spannungspotential der Zellmembran erreichen spannungskontrollierte
Kaliumkanéale verschiedene funktionelle Zusténde, die charakteristisch fir das Schaltverhalten
des Kanatyps sind. Bei negativen Potentialen nimmt der Kanal einen deaktivierten
geschlossenen Zustand ein. Depolarisierung der Membran fihrt zu Konformationsénderungen
in der Spannungssensordomane, der Kana geht in einen aktivierten Zustand Uber, was
schlielich zum Offnen des Aktivierungstors der Pore filhrt. Nur der offene Kanal besitzt
einen ionenleitenden Zustand. Dieser kann direkt mit elektrophysiologischen Techniken als
Strom gemessen werden. Repolarisation fuhrt zum Schlieffen der Kanalpore, der
Spannungssensor nimmt wieder einen deaktivierten Zustand an. Das Abklingen des
Stromflusses wéahrend der Deaktivierung kann in Form von Tailstromen beobachtet werden.
Viele Kv-Kandle zeigen auch im aktivierten Zustand bei positiven Spannungspotentialen eine
Abnahme der Leitfghigkeit. Dieser Prozess wird as Inaktivierung bezeichnet. Kandle mit

7



einer stark ausgepragten Inaktivierung und einer schnellen Aktivierung erzeugen transiente
Strome und kdnnen als Gruppe der A-Typ Kandle zusammengefasst werden. Fir die beiden
A-Typ Kande Shaker und Kv4.2 konnte der molekulare Mechanismus der schnellen
Inaktivierung geklart werden (Hoshi et al., 1990, 1991; Gebauer et a., 2003 eingereicht). Die
offene Pore wird intrazelluldr durch ein Inaktivierungspartikel verschlossen, das wie ein Ball
an einer Kette (ball and chain) als bewegliche Domane des proximaen N-Terminus mit der
Kv-a-Untereinheit verbunden ist. Sie wird daher N-Typ-Inaktivierung genannt (Zagotta et al.
1990). Auch fur die aksessorische Untereinheit KvBl konnte ein N-terminales
Inaktivierungspartikel nachgewiesen werden Der nicht inaktivierender Kanal (delayed
rectifier) Kv1.5 wird durch Koexpression mit Kvp1 in einen schnell inaktivierenden A-Typ-
Kanal umgewandelt (Rettig et a., 1994). Neben der N-Typ-Inaktivierung wurde noch ein
zweiter Typ der Inaktivierung beschrieben. Sie wird C-Typ-Inaktivierung genannt, und ist
langsamer as die N-Typ-Inaktivierung. Sie wird auf Konformationsdnderungen im
extrazelluldren Mund der Pore zuriickgefuhrt (Choi et a., 1991; Hoshi et a., 1991; Yellen et
a., 1994). Es gibt Hinweise, dass Aminosauren in der extrazelluldren Porenregion und im
Transmembransegment S6, sowie der Carboxyterminus am Mechanismus der C-Typ-
Inaktivierung beteiligt sind. Eine erhthte extrazellulare K*-Konzentration reduziert den Effekt
(Lopez-Barneo et a., 1993), was darauf hinweist, dass die Konformationsanderungen der C-
Typ-lnaktivierung von der Besetzung von K*-Bindungsstellen im extrazelluldren
Porenbereich abhéngt (Baukrowitz et al., 1995).

Einen bemerkenswerten Einblick in den strukturellen Aufbau und in den molekularen
Mechanismus des hochselektiven Kaliumtransports der Pore liefern die Kristallstrukturen
verschiedener prokariotischer Kaliumkandle (Doyle et al., 1998; Jang et a., 2002;). Der
toplogische Aufbau des aus vier o-Untereinheiten bestehenden, pH-kontrollierten Zwel-
Transmembran Kaliumkanal KCSA (Streptomyces lividans) entspricht der Porendomane von
6TM-Kv-Kanden. Abb. 2 stellt die durch Rontgenkristallographie aufgel6ste Struktur von
KCSA dar. Der obere Bereich zeigt den Selektivitétsfilter, der die Signatursequenz TVGY G
enthdlt. Unterhalb des Selektivitéisfilters erweitert sich der Durchgang zu einer
wassergefillten Hohlung, die von den vier inneren Membranhelices (S6) begrenzt wird. Die
Kaliumionen verlieren bei Eintritt in den engen lonentransportweg ihre Hydrathille, werden
aber durch die polaren Carbonyl-Sauerstoffatome der Hauptgruppen des Selektivitétsfilters
stabilisiert, bevor sie in der Hohlung wieder in ein wéassriges Milieu eintreten (Zhou et a.,
2001; Morais-Cabra et al., 2001). Zusétzliche Stabilisierung der Kaliumionen innerhalb des
Selektivitétsfilters sowie eine Erhohung der Kationen-Selektivitét vermittelt der Dipolmoment



der Poren-Helices, der mit dem negativen Pol direkt zum Zentrum der Pore deutet (Roux et
a., 1999). (Alle a-Helices besitzen aufgrund der hintereinander angeordneten
Wasserstoffbriicken einen Dipolmoment). Neben der Homologie in den priméren
Aminosauresequenzen gibt es auch experimentelle Hinweise auf eine hohe Ahnlichkeit der
KCSA-Struktur mit den Strukturen der Porendoméanen von 6TM-Kv-Kandlen der Eukaryoten.
KCSA besitzt Sensitivitdt zu Skorpiontoxinen, deren Interaktionsstellen innerhalb der &uf3eren
Pore von eukaryotischen Kv-Kandlen intensiv studiert wurde (MacKinnon et al., 1998).
Toxinsensitivitét konnte durch Austausch definierter Abschnitte der duf3eren Pore zwischen
KCSA und einem Shaker Kv-Kana auf KCSA Ubertragen werden (Legros et al., 2000).
Neben KCSA wurde ein zwelter prokariotischer calciumkontrollierter 2-TM Kanal MthK
kristalisiert (Jiang et a. 2002). Allgemein wird angenommen, dass die KCSA-Struktur einen
Kaliumkanal im geschlossenen Zustand zeigt. MthK dagegen, wurde mit grof3er
Wahrscheinlichkeit im offenen Zustand kristallisiert. Wahrend in der Struktur von KCSA die
inneren Helices (S6) am intrazelluldr gelagerten Aktivierungstor (Liu et al., 1997; del Camino
et a., 2001) ein sich kreuzendes Bundel formen, erscheinen sie in der MthK-Struktur weit
auseinander gespreizt. Das ist ein Hinweis auf einen allgemeinen Offnungsmechanismus von
Kaliumkandlen. Die S6-Elemente formen ein intrazelluldres Aktivierungstor, ein in fast alen
Kaiumkandlen hochkonservierter Glycinrest innerhalb von S6 funktioniert als Scharnier, um

ein Auseinanderweichen der S6-Helices zu ermoglichen.



Abb 2: Strukturmodell von KCSA. (Aufldsung: 3.2A) A: Die Struktur zeigt den Selektivitétsfilter (rot), der durch
eine in allen Kaliumkanélen hochkonservierte Signatursequenz innerhalb der Porenschleife definiert ist. Unterhalb
des Selektivitatsfilters erweitert sich der lonentranportweg zu einer wassergefullten Hohlung.die durch die innere
Helix begrenzt wird. Das Aktivierungstor befindet sich am carboxyterminalen Ende der inneren Helix S6 (grin). B:
Schematische Darstellung der Organisation des KCSA-Kanals im Profil (modifizert von Doyle et al., 1998).

Im Ma dieses Jahres prasentierte die Mackinnon-Gruppe die Struktur des vollsténdigen
archaebakteriellen Kv-Kanals KvAP (Aeropyrum pernix) nach rontgenkristallographischen
Experimenten (Jiang et a., 2003a). Interesse erweckten besonders die bisher fehlenden
hochaufl6senden Strukturinformationen der Spannungssensordomane eines Kv-Kanals (vergl.
Abb 3A), die im Fall von KvAP hohe Sequenzhomologie zu den eukaryotischen Kv-Kanélen
besitzt. Die Struktur der Spannungssensordoméne sowie der vorgeschlagene Mechanismus
der spannungsabhangigen Aktivierung werden seitdem sehr widerspriichlich anhand der
Ergebnisse aus elektrophysiologischen, wie auch flourometrischen Experimenten der letzten
zehn Jahre diskutiert (Ubersicht Cohen et a., 2003). Im Gegensatz zu herkémmlichen
Vorstellungen, die das positiv geladene Spannungssensorelement $4 in einer Wasser- und
Proteinumgebung des Kanals lokalisiert, wird hier der Spannungssensor as in der
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Lipidmembran frei bewegliches ,,Ruder* an der Perepherie der Kanalstruktur beschrieben. In
der geschlossenen Konformation ist das positiv geladene Spannungssensor-Ruder bel einem
negativen Ruhepotential in Nahe der intrazelluldren Membranoberfldche positioniert. In
dieser Konformation sind die innere und auf3ere Helix der Porendoméne so angeordnet wie in
der Struktur von KCSA, einem Kanal der im geschlossenen Zustand kristallisiert wurde. Die
Anordnung und Packung der aulReren Porenhelix S5 stabilisiert die geschlossene
Konformation des Kanals (Doyle et a., 1998). Bel einer Depolarisation der Membran bewegt
sich der Spannungssensor ~ 20 A durch die Membran in Richtung der extrazellul&ren Seite.
Dabel wird Zugkraft auf den in seiner Struktur flexiblen S4-S5-Linker ausgelibt und die
aulkere Porenhelix S5 wird von der zentralen Porenachse wegbewegt. Das fuhrt zu
Konformationséanderung in der inneren Porenhelix und zum Offnen des Aktivierungstors. Der
Kana wechselt in einen offenen Zustand (vergl. Abb. 3B). Dieses Gating-Model| basiert nicht
nur auf Kristallstrukturdaten, sondern wurde durch elektrophysiologische Studien ergénzt, in
denen die Zuganglichkeit des Spannungssensors im offenen und geschlossenen Zustand des
Kanals von beiden Seiten einer Lipidmembran mit einer molekularen Sonde untersucht wurde
(Jiang et a., 2003b).
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Abb 3: Drei-dimensionale Struktur des bakteriellen spannungsabhangigen Kaliumkanals KvAP A: Die fehlende
Struktur der Spannungssensordoméne (S1-S4) kann mittlerweile durch ein Strukturmodell des KvAP-Kanals
ersetzt werden (Jiang et al., 2003a). B: Die beiden von der KvAP-Kristallstruktur abgeleiteten Strukturmodelle
zeigen die Positionen des Spannungssensors im geschlossenem Kanal (links) und im offenen Kanal (rechts)
(Jiang et al., 2003b). Sie sind Grundlage fiir ein Modell, das zeigt wie Konformationséanderungen in der
Spannungssensordoméne wahrend der Kanalaktivierung mit dem Offnen der Pore gekoppelt sind (vergl Text).

3. Pharmakologie von spannungsabhéangigen Kaliumkanélen

Schon vor 30 Jahren wurden Substanzen, die blockierende Wirkung auf Kaliumkande
besitzen, verwendet, um die Physiologie, Struktur und Funktionsmechanismen von
Kaiumkandlen zu studieren. Mit Hilfe von quaterndren Aminen wie Tetraethylamonium
(TEA), die an eine Rezeptorstelle im intrazellul&ren Mund der Pore binden und den Kandl
daher nur im gedffneten Zustand blockieren, konnte der Aufbau der Kaliumkanalpore aus

funktionellen Elementen wie Salektivitatsfilter und einem zur intrazelluléren Seite des Kanals
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gerichteten Aktivierungstor postuliert werden (Armstrong et a., 1971, 1975). Auch konnten
durch zielgerichtete Mutagenese Aminosauren in der Porenschleife identifiziert werden, die
an der TEA-Bindung beteiligt sind und daher von der intrazelluldren Seite des Kanals
zuganglich sind (Mackinnon et al., 1990; Yellen et a., 1991).

In den letzten zehn Jahren konnten eine Vielzahl von kleinen Peptiden, die cal ciumabhangige
und spannungsabhangige Kaliumkandle blockieren, aus den Giften verschiedener Tiere wie
Skorpionen, Schnecken, Schlangen und Spinnen isoliert werden. Diese Toxine blockieren
einzelne oder mehrere Mitglieder der Kv-Kana-Familie sehr spezifisch und mit hoher
Affinitét (Dissoziationskonstanten zwischen 1-200 nM), wenn sie von der extrazelluldren
Seite der Membran appliziert werden. Da diese Peptide die Zellmembran nicht passieren
kénnen, kommen as Rezeptorstellen nur extrazellulér exponierte Bereiche des Kanals oder
Stellen im Inneren der Kanastruktur, die Uber wassergefilllte Zugange erreicht werden
konnen, in Frage. Bisher wurden zwei verschiedene Mechanismen des Kanalblocks durch
diese Peptide beschrieben. Die erste Gruppe von Peptidtoxinen blockiert die Pore und damit
den lonentransportweg des Kaliumkanals, indem sie mit dem extrazelluldr exponierten Mund
der Pore im Verhdltnis 1:1 interagieren. Dazu gehdren z.B. das Apamin der Bienen, die
Conotoxine der Conus-Schnecken sowie das Schlangentoxin Dendrotoxin. Der Mechanismus
des Porenverschlusses wurde aber am intensivsten fir Skorpiontoxine wie z. B.
Charybdotoxin, Kaliotoxin und Agitoxin studiert (Gross et a., 1996; Goldstein et al., 1994,
Aiyar et a., 1995). Mutations-Bindungsstudien haben Aminosauren in der duf3eren Pore von
Shaker und Kv1.3 identifiziert, die fur die spezifische Bindung und der unterschiedlichen
Affinitét verschiedener Skorpiontoxine verantwortlich sind. Auf demselben Weg wurden
Aminosauren auf dem Toxin gefunden, die an der Interaktion mit dem extrazelluldren Bereich
der Kanapore beteiligt sind. Eine besondere Rolle spielt ein in den Toxinen konservierter
Lysinrest (Lys-27). Eswird vermutet, dass die positiv geladene Seitenkette dieser Aminosdure
direkt mit den Bindungsstellen fir Kaliumionen im Selektivitétsfilter des Kanals interagiert
und so den lonentransportweg verschliefdt (Goldstein et al., 1994). Die Kenntnis der
dreidimensionalen Struktur einiger Skorpiontoxine aus NMR-Studien sowie immer
detailreichere Informationen Uber die interagierenden Aminosaurepaare im Toxin-
Kanakomplex, die aus Mutagenesestudien und mutant-cycle-Analysen gewonnen wurden,
ergaben bald raumliche Modelle des Komplexes. So konnten die rdumlichen Dimensionen des
auleren Kanalmundes der untersuchten Kv-Kanél e abgeschéatzt werden (Lipkind et al., 1997).

Der zweite intensiv studierte Mechanismus der Kanalinhibition beruht auf die Modifizierung
des spannungsabhangigen Schaltverhaltens des Kanals. Hanatoxin, ein Peptid aus einem
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Spinnengift (Schwartz et al., 1995), bindet an die extrazelluléare Oberflache von Kv2.1
aul%erhalb der Porenrgion. Im Vergleich zu den Skorpiontoxinen, dieim Verhdltnis 1:1 an den
funktionellen Kanal binden, besitzt Kv2.1 mehrfache, wahrscheinlich 4 Bindungsstellen fir
Hanatoxin (Schwartz et al., 1997a). Die Rezeptorstelle fir Hanatoxin konnte in der
Spannungssensordomane auf dem Linker zwischen S3 und $4 identifiziert werden (Schwartz
et a., 1997b; Li-Smerin et a., 2000, 2001). Bindung von Hanatoxin verursacht eine
Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung in Richtung positiverer Potentiale.
Vermutlich stabilisiert die Hanatoxinbindung den geschlossenen Zustand des Kanals, was zu
einer Veradnderung des Schaltverhatens fuhrt. Eine andere Erkl&rung beruht auf der Idee, dass
der Spannungssensor des Kanals durch die Toxinbindung im aktiviertem Zustand festgehalten
wird und der Kanal durch ene intensive und verldngerte C-Typ-Inaktivierung seine
Leitfahigkeit verliert (Jiang et al., 2003a, 2003b).

Eine Vielzahl von spannungsabhéngigen Kaliumkandlen wird auf3erdem durch eine erhohte
extrazelluldre Konzentration bivalenter Kationen moduliert. So bewirken Ca®* und Mg*-
Konzenrationen im millimolaren Bereich eine Verschiebung der Spannungs-Aktivierung-
Kurve von spannungsabhangigen lonenkandlen zu mehr positiven Potentialen hin (Elinder et
al., 1998). Diese Beobachtung wurde in vielen Fallen mit der surface-charge-Theorie erkléart
(Frankenh&user und Hodkin, 1957). Hierbei wird angenommen, dass das lokale e ektrische
Potential an der Membranoberfl&che durch die Dichte an Ladungen von ionisierten Gruppen
der integralen Proteine und anderer geladener Gruppen der Zellmembran definiert ist und zum
elektrischnen Feld innerhab der Membran beitrdgt. Eine Neutralisierung dieser
Oberflachenladungen durch eine Erhéhung der Konzentration an bivalenten Kationen (Ca*,
Mg*"; Zn?*) fiihrt zu einer Anderung des elektrischen Felds innerhalb der Membran. Darauf
reagiert der Spannungssensor eines spannungskontrollierten lonenkanals wie auf ene
Anderung des Membranpotentials. In diesem Fall wird das Membranpotential negativer und
der lonenkanal reagiert erst auf stéarkere Depolarisation mit Aktivierung (Hille, 1992). Die
durch divalente K ationen induzierten Anderungen im Schaltverhalten kénnen aber auch durch
direkte Modulation in Form einer Interaktion mit einer definierten Bindungsstelle auf der
extrazelluldren Oberflache des Kanal's erfolgen. Das Schaltverhalten des ether-a-go-go (eag)-
Kanas wird z. B. durch Bindung von Magnesium an ene Bindungsstelle in der
Spannungssensordomane in  unmittelbarer Néhe des Spannungssensors S4 moduliert
(Silvermann et a., 2000). In einigen beschriebenen Fallen reichen niedrigere Konzentrationen
(~ 100 pM) an bivaenten Kationen aus, um spannungsabhéngige lonen-Kandle zu
modulieren. Diese Effekte konnen nicht mehr auf ene Verschiebung der
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spannungsabhangigen Parameter durch die surface-charge-Theorie erkléart werden. So
verursacht 100 uM Zn** eine bedeutsame Verlangsamung der Aktivierung und Inaktivierung
von Delayed-Rectifyer Kv-Kandlen in Tintenfisch-Neuronen (Gilly und Armstrong, 1982a,
1982b) sowie bei Shaker Kv-Kanalen (Spires et al., 1994). Den gleichen Effekt hat Zn** auf
den spannungsabhéngigen Kanal Kv1.5 (Spires et al., 1992). Fur die beiden Kv-Kande Kv1.5
und Kv1.3 der Shaker-Familie wurde auch eine Reduzierung der maximalen Stromamplitude
sowie eine Verschiebung der Spannungs-Aktivierungskurve entlang der Spannungsachse zu
positiveren Potentialen hin in Abhangigkeit von der Konzentration an extrazelluléren Zn?*-
lonen beobachtet (Zhang et al., 2001; Kehl et a., 2002; Teisseyre, 2002). Es wird allgemein
vermutet, dass diese beiden Effekte auf die Existenz von mdglicherweise zwel

unterschiedlichen Kationbindungsstellen in Shaker-Kv-Kanéden zuriickzuf hren sind.

Fir das divalente Kation Pb®* konnten spannungsabhéngige modulatorische Effekte auf
Kaiumstrome von Delayed-Rectifier Kaliumkanden in isolierten Neuronen des
Hippokampus, wie auch fir klonierte Kv-Kandle im heterologen Expressionssystem
nachgewiesen werden. Pb*" in mikromolaren Konzentrationen fiihrt zu einer Verschiebung
der spannungsabhangigen Aktivierung der Kaliumstrome zu positiveren Potentialen hin, was
zu einer Verminderung der Kaiumstréme bei niedrigen Potentialen fihrt (Madga et a,
1997). Es konnte auch eine Modulation der transienten Auswartsstrome, sowie der durch
Hyperpolarisation aktivierten I,-Strome durch Pb** in dorsalen Wurzelganglien beobachtet
werden (Talukder et al., 1995; Dai X et al., 2001, 2003). Der genaue Wirkungsmechanismus
der Inhibition von Kv-Kanaen durch Pb?* auf molekularer Ebene konnte bisher nicht geklart

werden.

4. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollen die Effekte von Pb?* auf den klonierten spannungsabhangigen
Kaiumkanal Kv1.1, stellvertretend fir die Familie der shakerverwandten Kv-Kande, im
heterologen Expressionssystem untersucht werden. Basierend auf Untersuchungen von Kanal-

Chimaren, wurde eine Region des Kanalproteins eingegrenzt, die an der Bindung von Pb*
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beteiligt ist. Eine genauere Untersuchung dieser Region beinhatet die zielgerichtete
Mutagenese einzelner Aminosauren mit dem Ziel Seitenketten zu identifizieren, die an einer
Interaktion mit Pb®* mitwirken. Die Ergebnisse sollen dann im Rahmen von drei-
dimensionalen Strukturmodellen des Kv-Kanals und im Zusammenhang mit den bisher

bekannten M echanismen der Inhibition von lonenkanéal en diskutiert werden.
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[l Material

1 Herkunft der verwendeten Materialien

Bacto-Agar GibcoBRL
Hefeextrakt GibcoBRL
Ampicillin Boehringer
100 bp DNA Ladder Biolabs
Agarose Biozym
alkalische Phosphatase Boehringer
Caselnhydrolysat GibcoBRL
Chloroform Merck
dCTP modifiziert 10x Ambion

Deoxynucleotidyltransferase GibcoBRL
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Diethylpyrocarbonat

Ethanol

Gentamycin-Stamml sg.

GlassM A X-Zentrifugationspatrone

Isopropanol

Kb-DNA Ladder

Klenow (exonucleasefrei)

Mikrodialysefilter

Oligonukleotide

pBluescript

Pfu-Polymerase

pGEM HE Juel

RbCl,

Restriktionsendonukleasen

RNAse (DNAsefre)

RNAse-Mix

Smart DNA Ladder

18

Fluka

Merck

Sigma

Gibco

Merck

Stratagene

Ambion

Millipore

MWG

Stratagene

Stratagene

Promega, modifiziert in
Julich

Sigma

Boehringer,fermentas

biolaps

Boehringer

GibcoBRL

Eurogetec



T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Polymerase

T4-Polynukleotidkinase

Xenopus laevis Frosche

fermentas

biolaps

NEB (New England)

Kehler

Alle weiteren Materialien und Chemikalien wurden von den Firmen Baker, Fluka, Merck,
Serva oder Sigma bezogen. Restriktionsenzyme wurden von biolaps und fermentas bezogen.

2 Losungen und Bakterienmedien

Ampicillinlésung 0,1 gml | Ampicillinin H,O
AP-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH8,5
Dephosphorylierung 100 mM EDTA
dCTP-L6sung 2 mM dCTP
GibcoBRL
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-H,0 0,01 |%(v/v) | DEPC inH0,
3 h geriihrt, autoklaviert
DNA-Probenpuffer 5x 20 % Ficoll
100 mM EDTA
0,025 (% Bromphenolblau
0.025 (% Xylenxyanol
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dNTP-Mix 20 mM dATP, dCTP, dGTPdTTP
PCR
DTT 0,1 M DTT
Ethidiumbromidl 6sung 10 mg/ml | Ethidiumbromid in H,O
EDTA-LOsung 0,5 M Na&EDTA, pH 8,0
Gentamycin-L6sung 7,5 mM NaCl
Oocyten 2,0 mM KCI
2,0 mM CaC|2
1,0 mM MgCl,
50 mM Na-Pyruvat
50 mM HEPES
50,0 |pg/ml |Gentamycin
pH 7.5 (NaOH)
Gentamycin-Stamml 6sung 50 mg/ml | Gentamycin
IPTG-Stammldsung 1 M | sopropylthio-p-D-galactosid
in Hzo
LB-Agar 1 I LB-Medium
15 g Bacto-Agar, autoklaviert
LB-Ampicillin-Agar 1 I LB-Medium
15 g Bacto-Agar, autoklaviert
10 mi Ampicillinlésung
LB-Medium 10 g/l NaCl
10 g Caselnhydrolysat
5 o7 Hefeextrakt
pH 7,4; autoklaviert
Ligationspuffer 10x 0,5 M Tris’HCI pH 7,5
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0,1 M MgCl.
50 mM DTT
Losung 1 25 mM Tris’/HCI, pH 7,9
Plasmid-Minipré&parationen 50 mM Glucose
10 mM EDTA
Ldsung 2 0,2 M NaOH
Plasmid-Minipr&parationen 1 % SDS
Losung 3 3 M Kaliumacetat, pH 4,8
Plasmid-Minipraparationen
Messldsung Rb* 50mM 50 mM | RbCl
Oocyten 50 mM NaCl
2 mM CaCl,
mM MgCl,
mM HEPES
pH 7.2 (NaOH)
Mg~-Lésung 2 M MgCl, (1M)
kompetente Zellen MgSO, (1M)
MgCl,-Ldsung 50 mM MgCl,
PCR GibcoBRL
MOPS-Puffer (10x) 200 mM MOPS, pH 7.0
in-vitro Transkription 10 mM EDTA, pH 8.0
50 mM Natriumacetat, pH 4.8
N2-Puffer 100 mM Tris
Plasmid-Midipraparationen 15 % Ethanol
900 mM KCI
pH 6,3 (mit HzPO,)
N3-Puffer 100 mM Tris
Plasmid-Midipré&parationen 15 % Ethanol
1150 |[mM KCI
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pH 6,3 (mit H3POy)

N5-Puffer 100 mM Tris
Plasmid-Midipraparationen 15 % Ethanol
1000 |[mM KCl
pH 8,5 (mit H3PO,)
OR2-L6sung 825 |mM NaCl
Oocyten mM KCl
mM MgCl,
5 mM HEPES
pH 7.5 (NaOH)
PCR-Puffer 10x (Taq) 200 mM TriHCI, pH 8,4
500 mM KCl
GibcoBRL
Pfu DNA-Polymerease reaction buffer 200 mM Tris’/HCI, pH 8,8
10x 20 |mM |MgCl
100 mM (NH4)2S04
100 mM KCL
1 % Triton X-100
1 mg/ml | nucleasefreies BSA
Stratagene
Restriktionspuffer A 10x 0,33 M Tris’AcpH 7,9
01 M MgAc
066 |M KAc
5 mM DTT
Restriktionspuffer B 10x 0,1 M Tris/HCI pH 8,0
005 |M MgCl,
1 M NaCl
0,01 M M ercaptoethanol
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Restriktionspuffer H 10x 0,1 M Tris/HCl pH 7,5

0,1 M MgCl,

1 M NaCl

001 (M DTE
Restriktionspuffer M 10x 0,1 M Tris’HCI pH 7,5

0,1 M MgCl,

0,5 M NaCl

001 (M DTE
Restriktionspuffer R 10x 0,1 M Tris/HCI pH 8,5

0,1 M MgCl,

1 M NaCl
Restriktionspuffer Y 10x 033 |M TrissAcpH 7,9

0,1 M MgAC

066 (M KAc
Ribonukleotid-Mix (2x) 15 mM  |ATP

15 mM CTP

15 mM UTP

3 mM GTP

12 mM CAP-Analogon
RNA-Gd Premix-Puffer 25 mM MOPS-Puffer
RNA-Gel 22,6 | % (viv) | Formaldehyd (37%)

64,5 % (v/v) | Formamid
RNA-Probenpuffer 95 % (v/iv) | Formamid
RNA-Gel 0,5 % (wiv) | EDTA

0,025 |% (w/iv) | SDS

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

0,025 |% (w/v) | Xylenxyanol
S1-Puffer 50 mM Tris/ HCL, pH 8
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Plasmid-Midipré&parationen 10 mM EDTA

100 png/mi | RNAse A
S2-Puffer 200 mM NaOH
Plasmid-Midipré&parationen 1 % SDS
S3-Puffer 2,8 M Kaliumacetat, pH 5,1
Plasmid-Midipraparationen
SDS 20% 200 g Sodium dodecyl sulfate
SOB-Medium 20 g Bacto-Trypton

5 o7 Hefeextrakt

0,5 o/l NaCl

10 mi/| KCI, pH 7,0; autoklaviert

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,
TAE-Puffer (50x) 40 mM Tris
DNA-G€ 10 mM Essigsaure

1 mM EDTA,pH 7,5
Tag-Polymerase-Puffer (5 %) 100 mM Tris/HCI pH 8,4

250 mM KCl

1,3 mM MgCl,
T4-Polymerase-Reaktionspuffer 50 mM NaCl

10 mM TrissHCl pH 7,9

10 mM MgCl,

1 mM Dithiothreitol
TB-Puffer 3 gl Pipes
kompetente Bakterien 2,2 g/l CaCl,

186 |9/l KCl

109 g/l MnCl, , pH 6,7

24




TE (1¥) 10 mM [ TrigHCl pH 7,4

1 mM EDTA
Wash Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0
DNA-Reinigung 1 mM EDTA

3 Molekulargewichtstandards

Smart DNA Ladder 14 Banden von 200-1000 bp
(Eurogentec)
100 bp DNA Ladder 12 Banden von 100-1517 bp

RNA Ladder, High Range 8 RNA-Transkripte der Grossen 200,500,1000, 1500, 2000,
3000, 4000 und 6000 b.

(Fermentas)
4 Vektoren
pBluescript KS+ Klonierungsvektor
(Stratagene)
pGEM HE Jul RNA-Transkriptionsvektor (Liman et al., 1992)

(modifiziert in Jalich, zur Verfligung gestellt von Dr. Tytgat).
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5 Bakterienstamme

Es wurde der folgende Escherichia coli Stamm (Stratagen) verwendet:

XL 1-blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F'proAB lacl®ZAM15 Tn10 (tet®)]©
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IV  Methoden

1 Molekularbiologische Methoden

1.1 Handhabung von Bakterienstammen

1.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien
(Inoue et al., 1990)

Ein Aliquot einer bel -70°C gelagerten Bakterienkultur wurde auf einer LB-Platte mit
passendem Antibiotikum ausgestrichen und 0. N. bei 37°C inkubiert. 2x 125 ml SOB-
Medium wurden mit je 5-6 Kolonien angeimpft, hinzugefugt wurden jeweils 1,25 ml einer 2
M Mg2+- L6sung. Weiteres Wachstum der Kulturen bis zu einer Zelldichte, die einem ODggo—
Wert im Bereich 0,4-0,6 entspricht, erfolgte . N. in einem Warmeluftschittler bei 22-25°C
mit 25 Upm. Die Bakterien wurden dann in 50 ml Greiner-Rohrchen umgefillt, 10 min auf
Eis abgekihlt und danach in der Zentrifuge Sgma 2K15 (10 min, 4°C, 3500 Upm, HS-4
Rotor) pelletiert. Nach vollstandiger Entfernung des Uberstandes wurden die Pellets in je 16
ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und 10 min auf Eis gekdhlt. Fir eine erneute
Zentrifugation (10 min, 4°C, 3500 Upm, HS-4 Rotor) wurde die Bakteriensuspension in 50 ml
Greiner-Rohrchen vereinigt. Die Pellets wurden darauf in je 8 ml TB-Puffer aufgenommen
und mit 600 pl DM SO versetzt (DM SO-Endkonzentration: 7%). Nach 10 min Inkubation auf
Eis erfolgte die Aufteilung der Suspension in 200 pl Aliquots. Diese wurden sofort in
flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bel -80°C. Die Kompetenz der
Bakterien wurde durch die Transformation definierter Mengen an Plasmid-DNA getestet.
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1.1.2 Transformation von Bakterien
(Sambrook et al., 2001)

Ein Ligationsansatz (1.5.5) wurde zu 100 pl aufgetauten kompetenten Bakterienzellen (1.1.1)
gegeben und fur 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fur 90 s bei 42 °C,
danach erneut Inkubation auf Eis fir 5 min. Die transformierten Zellen wurden auf LB/amp-
bzw. LB/Spec-Platten ausplattiert und 0.N. bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Bel
Retransformationen wurde eine geringere Menge kompetenter Zellen (20 pl) mit 100-500 ng
Plasmid-DNA aus einer Mini- (1.2.1) oder Midi-Préperation (1.2.2) versetzt. Vor dem
Ausplattieren erfolgte eine Inkubation auf Eisfur 5 min.

1.2 Isolierung und Reinigung von DNA

1.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus 3 ml E. coli-Kulturen (Miniprep)
(Birnboim und Doly, 1979; Sambrook et al., 2001)

3 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 pl/ml) wurden mit einer Einzelkolonie des
plasmidtragenden E. coli-Stammes angeimpft und 0. N. bel 37°C und 225 Upm im
Warmeschuittler hochgezogen. Es folgte die Pelletierung von 1,5 ml G.N-Kultur in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge (14000 Upm, 5 min, RT). Der Uberstand wurde dann mit Hilfe
einer Wasserstrahlpumpe entfernt und das Pellet in 150 pl Lésung 1 durch Vortexen
resuspendiert. Um die Zellen zu lysieren, wurden 200 pl Lésung 2 hinzugefigt,
durchgemischt und 5 min bel RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform und
Neutralisation mit 150 pl Ldsung 3 wurde der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert. Durch
anschlief3ende Zentrifugation (14000 Upm, 10 min, RT) wurden die geféllte bakterielle DNA
und Proteine entfernt. Die wassrige Phase wurde dann in ein Eppendorf-Reaktionsgefald mit 1
ml absoluten Ethanol Uberfuhrt und die Plasmid-DNA durch Zentrifugation (14000 Upm, 4
min, RT) pelletiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet mit 500 pl eiskaltem
70%igen Ethanol gewaschen, gefolgt von eine Zentrifugation (14000 Upm, 5min, RT). Im
Anschluss wurde das Ethanol entfernt und das Pellet an der Luft fir 15 min getrocknet. Die
Plasmid-DNA wurde in 20 pl H20 aufgenommen und bei +4°C gelagert.

1.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus 50 ml Kulturen (Midiprep)
(Macherey und Nagel, 1998)

Die Préparation wurde mit dem Nucleobond®AX System von Macherey und Nagel
durchgefuhrt.

50 ml LB/amp-Medium wurden mit einer Einzelkolonie des plasmidtragenden E. coli-
Stammes angeimpft und 0. N. bei 37 °C und 25 Upm im Wéarmeschittler inkubiert. Die
Bakterienkultur wurde in 50 ml Greinerrohrchen Gberfihrt und in einer Sigma-Zentrifuge
(6000 Upm, 6 min, 4 °C) pelletiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Pellet in 4
ml Puffer S1 resuspendiert, 4 ml Puffer S2 hinzugefiigt und durch mehrfaches Invertieren des
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Rohrchens vorsichtig gemischt. Nach 5 mindtiger Inkubation auf Eis wurde die Suspension
mit 4 ml Puffer S3 versetzt, wiederum vorsichtig gemischt und fir 5 min auf Eis gestellt. Mit
einer Zentrifugation (8000 Upm, 25 min, 4°C) wurden die prazipitierte genomische
Bakterien-DNA sowie anderer Zellbestandteile sedimentiert. Der Uberstand mit der Plasmid-
DNA wurde dann durch Filterpapier auf eine zuvor mit 2 ml Puffer N2 &quilibrierte
Nucleobond®AX 100 Saule gegeben. Die Saule wurde zweima mit je 4 ml Puffer N3
gewaschen, danach erfolgte die Eluierung der Plasmid-DNA mit 4 ml Puffer N5. Mit den
ersten 350 pl N5 wurde der verbliebene Puffer N3 aus der Séule gespiilt und verworfen, die
tbrigen 3650 pl N5 wurden auf drel 2 ml Eppendorf-Gefélde verteilt. Durch Zugabe von je
935 ul (0,8 vol) Isopropanol wurde die DNA gefdlt. Nach Zentrifugation (8000 Upm, 30 min,
4°C) wurde der Uberstand vorsichtig entfernt. Die Pellets wurden mit 1 ml eiskaltem
70%tigen Ethanol gewaschen und anschlieffend mit Hilfe einer Mikropipette in einem
Eppendorf-Gefal3 vereint. Nach einer erneuten Zentrifugation (14000 Upm, 15 min, RT) und
vorsichtigem Entfernen des Uberstandes wurde die DNA 15 min an der Luft getrocknet und
anschlie?end in 30 pl TE-Puffer aufgenommen. Die Konzentration der DNA wurde
photometrisch bestimmt (3.3.1) und auf 1 pg/pl verdinnt.

1.2.3 Ethanolprazipitation von DNA
(Sambrook et al., 2001)

Eine wassrige Nukleinsaurelosung wurde mit 1/10 vol. 3M Natriumacetat und 3 vaol.
100%tigem Ethanol versetzt und bel -20°C mindestens 1 Std. gefdllt. Danach wurde die DNA
pelletiert (14000 Upm, 4°C, 30 min) und mit 500 ul 70%igem Ethanol gewaschen. Nach
Trocknung an der Luft wurde das Pellet in TE-Puffer oder H,O aufgenommen.

1.2.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

(Vogelstein und Gillespie, 1979; GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit Handbuch)

Fur die Extraktion von DNA aus Agarosegel en wurde das GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit von Amersham Biosciences verwendet

Nach der Gelelektrophorese (1.8.1) wurden die DNA-Banden mit UV-Licht (366 nm) sichtbar
gemacht. Die gewtinschte Bande wurde separat aus dem Gel ausgeschnitten, gewogen und mit
100 pl Capture Puffer (Amersham) fir je 100 mg Gel versetzt. Der Ansatz wurde dann fir 10
min unter Schiitteln bei 60 °C inkubiert. und danach in eine GFX-Saule mit Glasfaser-Matrix
Uberfihrt. Nach Zentrifugation in einer Eppendorfzentrifuge befand sich der Durchfluss in
einem Auffangrohrchen, die an der Sdulen-Matrix gebundene DNA wurde durch Zugabe von
500 pl Waschpuffer und wiederholte Zntrifugation (s.0.) gewaschen. Zur Elution der DNA
von der Saule wurden 10-50 pl Wasser direkt auf die Sdule gegeben. Nach einer Minute
wurde die GFX-Saule in ein Eppendorf-Gefd platziert und die DNA-LOsung durch
Zentrifugation (14000 Upm, RT, 60 s) in dieses Uberfuhrt. Die Menge der isolierten DNA
konnte dann, nach Gelelektrophorese eines 1-3 ul Aliquots, durch den Vergleich mit einem
Mengenstandard geschétzt werden (1.4.2).
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1.2.5 Mikrodialyse von DNA

Die Mikrodiayse wurde eingesetzt, um niedermolekulare Substanzen und Salze aus
wassrigen DNA-LoOsungen zu entfernen. Ein Anwendungsbeispiel ist der sequentielle
Doppelverdau (1.5.1), wenn fur das zweite Restriktionsenzym der Puffer neu eingestellt
werden muss. Der Reaktionsansatz wurde auf einen Mikrodiaysefilter (Nitrozellulose,
Porengrof3e 0.025 um, O 13 mm, White VSWP) pipettiert und die Dialyse 20 min gegen
bidestillertes H20 durchgefiihrt. Nach 20 min wurde der Reaktionsansatz wieder
abgenommen und weiterverwendet.

1.3 RNA-Synthese durch in vitro Transkription

Miligan et a., 1987)
Es wurde das MM ESSA GE mMMACHINE in vitro-Transkriptionssystem (Ambion) verwendet.

Die verwendeten Glas- und Metallgerdte wurden U.N. bei 240 °C erhitzt, wassrige L6sungen
mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt und Einweggeréte aus gesondertem Vorrat benutzt.
4 pg des Plasmids mit der Ziel-cDNA als Insertion wurden in 100 pl Reaktionsvolumen
linearisiert, extrahiert (1x Phenol-, 1x Chloroform-Extraktion) und gefdlt (Zusatz von (1/10
Vol. 3M Natriumacetat pH 4,8 und 3Vol. Ethanol 100%, 1h, -20 °C). Nach Zentrifugation
(15000x g, 4, 20 min) und Waschen mit 70%igem Ethanol wurde das DNA-Pellet getrocknet
und in 6.5 pl RNasefrelem Wasser aufgenommen. 0.5 pl der Lésung wurden zur
Uberpriifung der Linearisierung auf dem Agarose-Gel anaysiert. Der Ansatz firr die RNA-
Synthese beinhaltet 6 ul linearisierte DNA, 2 ul T7-Polymerase-Enzym-Mix (Ambion), 2 pl
Transkriptionspuffer (Ambion) und 10 pl T7-NTP/CAP-Mix, Nach der RNA-Synthese (1-2h,
37 °C) und Zusatz von DNase | (1 U, 15 min, 37 °C) wurde die RNA Phenol-Chloroform-
extrahiert und danach gefdlt. (s.0.). Das RNA-Pellet wurde gewaschen, luftgetrocknet und in
RNase-freiem Wasser aufgenommen. Es wurden Aliquots zur Quantifizierung durch
Floureszenzmessung (1.4.3) und zur gelelektrophoretischen Uberpriifung der Qualitét (1.8.2)
entnommen.

1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

1.4.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Nach Mini- bzw Midipréparationen (1.2.1-2) konnte die Konzentration an DNA
photometrisch durch die Messung der optischen Dichte bei 260 nm bestimmt werden. Ein
gemessener OD260-Wert von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/pl dsDNA, im Fall
von ssSDNA ener Konzentration von 33 pg/pl. Zusétzlich kann dber das Verhdtnis
0OD260/0D280 die Reinheit der DNA-Praparation bestimmt werden. Wéhrend die Basen der
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Nukleinsaure ihre Absorptionsmaxima im Bereich von 260 nm haben, absorbieren
aromatische Aminosaureseitenketten bei 280 nm. Der Ideawert von OD260/0OD280 fir
Plasmid-DNA liegt bei 1,8 und zeigt an, dass wenig Verunreinigung mit Proteinen vorliegt.
Zusétzlich zeigen OD260/0OD280-Werte um 1,5 einen vermehrten Anteil an Nukleotiden und
Werte um 2,0 eine erhéhte Konzentration an doppelstrangiger DNA an. Die Messung erfolgte
nach 100facher Verdinnung der DNA-Probe mit H,O in einer Quarzkiivette. Als Referenz
diente reines Wasser.

1.4.2 Vergleich mit einem Mengenstandard

Nach Extraktion von DNA aus Agarosegelen (1.2.4) konnte die Ausbeute mit Hilfe eines
Mengenstandards bestimmt werden. Dazu wurde eine erneute Gelelektrophorese mit 1-3 pl
Aliquots der DNA-L6sung und einem Mengenstandard (Kb-DNA Ladder, STRATAGENE)
durchgefuihrt. Anhand eines Vergleiches der Intensitéten der Banden unter UV-Licht konnte
die DNA-Konzentration des Eluats grob abgeschétzt werden.

1.4.3 Konzentrationsbestimmung von RNA durch
Floureszenzmessungen

(RiboGreen RNA Quantification Reagent and Kit product information sheet, Molecular
Probes, 1997)

Die Konzentration von in vitro transkribierter RNA wurde mit dem RiboGreen RNA
Quantification Kit (Molecular Probes) bestimmt.

Mit Hilfe der mitgelieferten Standard-RNA (16S und 23S rRNA, E. coli) wurde eine
Eichkurve erstellt. Dazu wurden verschiedene Verdunnungen in 1 ml TE-Puffer mit 1 ml
RiboGreen-Reagenz (1:2000 in TE-Puffer) versetzt und 3- 5 min lichtgeschiitzt inkubiert. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte bei ex = 480 nm und Aem 520 nm. (Quarzkivette Schichtdicke
1 cm, Perkin Elmar LS 50B). Zur Konzentrationsbestimmung der Probe wurden verschiedene
Verdinnungen der RNA-LOsung eingesetzt und die entsprechenden Werte aus der Eichkurve
ermittelt.

1.5 Enzymatische Modifikationen von DNA

1.5.1 Restriktion von DNA
(Sambrook et al., 2001)

Eine bestimmte Menge DNA wurde zusammen mit der  gewinschten
Restriktionsendonuclease in einem fir das Enzym geeigneten Restriktionspuffer (1x
Verdunnung) fir 1 Std. inkubiert. Die fur die Reaktion optimale Inkubationstemperatur sowie
die Wahl des Reaktionspuffers richteten sich nach den Herstellerangaben fir das jeweilige
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Enzym. Die erforderliche Menge an Enzymaktivitdt konnte mit der folgenden Formel
abgeschétzt werden:

Lénge der ADNA , Anzahl der Schnittste llen in x DNA
Lange der xXDNA Anzahl der Schnittste llen in ADNA

XDNA (ug): Ziel-DNA der Restriktion

Bendtigte Einheiten U (Units) =

x Menge an xDNA

In der Regel ist eine Aktivitdtseinheit (U) definiert als die Menge des Restriktionsenzyms, die
notig ist, um 1ug A-DNA in 1 Std. vollstandig zu verdauen. In einigen Fallen bezieht sich U
auch auf andere DNA-Standards, deren Lange und Anzahl an Schnittstellen dann
stellvertretend fur die des A-Standards berlicksichtigt werden missen. Bei Verwendung von
DNA aus Mini-Préperationen (1.2.1) wurde den Restriktionsansatzen 0.5 pl RNAase (2
mg/ml) zugefugt. Als Alternative kann die Mini-Préperation direkt mit RNAse behandelt
werden. Gleichzeitiger Verdau mit zwel Enzymen konnte nur bel  ausreichender
Ubereinstimmung der jeweils erforderlichen Reaktionsbedingungen durchgefiinrt werden. Im
Fall von Pufferunvertraglichkeiten wurde zwischen den beiden sequentiellen Verdauen eine
Mikrodialyse gegen H20 (1.2.5), oder eine Ethanolprazipitation (1.2.3) durchgefihrt. Die
Reaktionen wurden, wenn moglich, durch Hitzeinaktivierung (10 min, 75°C) der Enzyme
gestoppt und, nach Zugabe einer entsprechenden Menge 5x Laufpuffers, gelelektrophoretisch
getrennt (1.8.1)

1.5.2 Aufflllreaktion an Giberhédngenden Enden

DNA-Polymerasen ohne 3'-5° Exonukleasefunktion erzeugen héaufig Uberhangende
Nukleotide (meist ein Adeninrest). an PCR-Produkten. Fir eine Klonierung in Vektoren
mussen diese aufgeflillt bzw. entfernt werden. Dazu wurden 1-5 pl des elektrophoretisch
aufgetrennten und danach isolierten Fragments (1.8.1) mit T4-DNA-Polymerase behandelt.
Die PCR-Produkte wurden mit je 10 nmol dATP, dCTP, dGTP, dTTP und 1 U T4-DNA-
Polymerase in T4-Reaktionspuffer (biolaps) inkubiert (1h, 37 °C). Nach Hitzeinaktivierung
des Enzyms (10 min, 75°C) wurde die DNA mittels Gelelektrophorese gereinigt.

1.5.3 Phosphorylierung von PCR-Produkten
(Sambrook et al., 2001)

Eine Phosphorylierung wurde durchgefiihrt, um DNA-Fragmente mit fehlenden 5°-terminalen
Phosphatgruppen (z.B. PCR-Produkte der Pfu-Polymerase) fir Ligationen (1.5.5)
vorzubereiten.

1 pg Zie-DNA wurde zusammen mit 2 ul Kinasepuffer, 0,5 ATP (10 mM) und 8 U T4-
Polynukleotidkinase in enem 20 pl- Ansatz be 37°C fur 1 Std. inkubiert. Nach
Hitzeinaktivierung des Enzyms (10 min, 65 °C) wurde die phosphorylierte DNA durch
Gelelektrophorese (1.8.1) gereinigt.
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1.5.4 Dephosphorylierung von Vektoren
(Sambrook et al., 2001)

Die Dephosphorylierung von Vektor-DNA, die mit nur einem Restriktionsenzym linearisiert
oder mit glatten Enden (blunt end) produzierenden Enzymen verdaut wurde, hatte das Ziel,
eine Religation des Vektors wahrend einer Ligationsreaktion (1.5.5) zu verhindern. Im
Anschluf3 an den Verdau wurden zu einem 20 pl Ansatiz 3 pl 10x AP-Puffer und 1 U
alkalische Phosphatase/50 pmol 5°'-Enden gegeben und dann bis zu einem Endvolumen von
30 ul mit Wasser aufgefillt. Inkubation erfolgte fur 1 Std. bei 37°C. Das Enzym wurde durch
Hitzebehandlung (10 min, 65°C) inaktiviert und die dephosphorylierte DNA durch
Gelelektrophorese (1.8.1) gereinigt.

1.5.5 Ligation
(Sambrook et al., 2001)

Die geschnittene Vektor-DNA wurde mit einem dreifachen molaren Uberschuss an Fragment-
DNA in 1x Ligationspuffer mit 1U T4-DNA-Ligase inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug
wahlweise 2 oder 3 Std. bei Raumtemperatur.

1.6 Klonierung von DNA-Fragmenten

1.6.1 Klonierung durch Fragmentaustausch

Das rekombinante PCR-Produkt wurde mit ausgewéhlten Restriktionsenzymen verdaut
(1.5.1) und das Ziel-Fragment isoliert (1.8.1). Nach Restriktionsverdau des V ektors wurde das
herausgefallene Fragment in der Ligationsreaktion durch das Ziel-Fragment ersetzt. Wenn
zwel kompatible Enden im Akzeptormolekil durch den Verdau mit einem Restriktionsenzym
oder der Generierung von glatten Enden (blunt ends) erzeugt wurden, war vor der Ligation
(1.5.5) eine Dephosphorylierung (1.5.4) notwendig.

1.7 Invitro-Mutagenese

(Ho et al, 1989)

Punktmutationen und rekombinante DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der PCR-Technik
erzeugt.
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1.7.1 Aminosaureaustausch via Overlap-PCR

Zuerst wurden separat zwei PCR-Fragmente als Zwischenprodukte hergestellt. Die
Reaktionen erfolgten mit zwei komplementéren Oligonukleotiden, die die Punktmutation
enthielten und zwei spezifischen Oligonukleotiden die an Regionen in den beiden DNA-
Abschnitten binden, die die Zielstelle der Mutation flankieren. Die Fragmente wurden
gelelektrophoretisch aufgereinigt (1.8.1) und als Matrize in &juimolaren Mengen in eine dritte
PCR-Reaktion eingesetzt. In dieser Reaktion erfolgte eine Hybridisierung der Fragmente in
ihrem Uberlappenden Bereich und eine Synthese des mutierten DNA-Molekils mit den beiden
spezifischen Oligonukleotiden aus den Start-Reaktionen. Das die Mutation enthaltende PCR-
Produkt wurde gel el ektrophoretisch aufgereinigt (1.8.1) und in Klonierungen eingesetzt.

1.7.2 Herstellung rekombinanter DNA-Fragmente

Ziel war es, einen definierten DNA-Abschnitt in einem DNA-Fragment 1 zu deletieren und
dafir ein DNA Fragment 2 einzusetzen.

Zuerst wurde in einer PCR-Reaktion das DNA-Fragment Nr. 2 amplifiziert. Die eingesetzten
Oligonukleotide besitzen am 5 -Ende Regionen, die komplementar zu den spater an Fragment
2 anschlieffenden Enden von Fragment 1 sind. In zwei separaten PCR-Reaktionen wurde
Fragment 2 zusammen mit einem Konstrukt, dass Fragment 1 enthdt als Matrize eingesetzt.
Amplifiziert wurde jeweils mit einem rekombinanten Primer aus der ersten Reaktion und
einem Primer, der spezifisch an eines der &uf3eren Enden von Fragment 1 bindet. Als Ergebnis
wurde Fragment 2 an die beiden im rekombinanten Fragment enthaltenden Abschnitte von
Fragment 1 angehangt. In einer weiteren PCR wurden die neuen Zwischenprodukte in einem
dquimolaren Verhdltnis als Matrize eingesetzt. In dieser Reaktion erfolgten eine
Hybridisierung der Fragmente in ihrem aus Fragment 2 bestehenden berlappenden Bereich
und eine Synthese des gesamten rekombinanten DNA-Molekils mit den an den &aufl3eren
Enden von Fragment 1 hybridisierenden Oligonukleotiden. Das rekombinante PCR-Produkt
wurde gelel ektrophoretisch aufgereinigt(1.8.1) und in Klonierungen eingesetzt.

1.8 Agarosegelelektrophorese

1.8.1 Gelelektrophorese von DNA
(Sambrook et al., 2001)

Die geleektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte je nach Grofe der
Fragmente in 1-2%igen Agarosegelen (Sambrook et al., 1989, Tab. 6.1). Um ein Gel der
Grofe von 80 cm? herzustellen, wurde die Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer aufgekocht. Vor
dem Ausgief3en wurde als Nachweismittel Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 1
png/ul zugeftgt. Die Elektrophorese erfolgte in Gelelektrophoresekammern (AGS) mit 1x
TAE as Laufpuffer bei einer Spannung von 70-120V und einer Laufdauer von 30-60 min.
Danach wurde das Resultat mit Hilfe des Geldokumentationssystems BioDocTM |l
ausgewertet.



1.8.2 Gelelektrophorese von RNA

Ein Aliquot der RNA-L6sung wurde in 19 pl Premixpuffer aufgenommen und denaturiert (5
min 65 °C, 1 min Eis). Die Auftrennung erfolgte nach Zugabe von 5 pl RNA-Probenpuffer in
einem Agarosegel (Agarose 1% (w/v) in MOPS-Puffer, Formaldehyd 2 M f.c., Formamid
10% (v/v) f.c.). Als Laufpuffer diente MOPS-Puffer mit 0.5 pg/ml Ethidiumbromid als
Nachweisreagenz. Bei einer Spannung von 80 V betrug die Trenndauer 60-90 min.

1.9 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion erlaubt die spezifische Amplifikation von durch die
Primerabstande definierten DNA-Fragmenten. In dieser Arbeit wurde sie zur Modifikation
von DNA-Sequenzen eingesetzt.

1.9.1 Standard PCR Reaktion
(Saiki et al., 1988)

Ein typischer Standard PCR Reaktionsansatz (50 pul Endvolumen) ist aus den folgenden
Bestandteilen zusammengesetzt.

Matritze: Plasmid-DNA 20-50 ng
Oligonukleotid (+) 10 pMoal 2 pl
Oligonukleotid (-) 10 pMol 2 pl
dNTPs (20 mM) 05
PCR-Puffer (10x) 5 pl
TurboPfu-Polymerase (5 U/ul) 1 pl
H20 ad50 pl

Es wurden ausschliefdlich PCR-Bldocke mit Vorrichtungen zur Beheizung der Deckel der
Reaktionsgefal3e verwendet, um ein ungleichmaliiges Erhitzen der Probe verhindern. Bel
PCR-Blocken ohne diese Funktion wére das Uberschichten des Ansatzes mit 1-3 Tropfen
Mineraldl vor der Reaktion notwendig gewesen.

Alle PCR-Reaktionen wurden in 500 ul PCR-Reaktionsgefél3en durchgefiihrt.

Als Reaktionsstart erfolgte die vollstandige Denaturierung der Matrizen-DNA bei 94°C. Die
Inkubationszeit von 5-10 min richtete sich nach der Komplexitét der Matrizen-DNA. Zur
Amplifikation wurden dann die folgenden Temperaturschritte in 20-35 Zyklen durchlaufen:

35



Denaturierung 94°C 05 2min
Anlagerung Tmn—4°C 1-2 min
DNA-Polymerisation 72 °C 1 min/kb

Die Schmelztemperatur T, ist die Temperatur, bel der 50% der Oligonukleotide
unhybridisiert vorliegen. Sie kann mit folgender Formel fir das einzelne Oligonukleotid
ndherungswei se berechnet werden:

Th=4x (G+C) + 2x (A+T)

Im Idealfall sollten beide Primer eine tibereinstimmende T, haben. War dies nicht der Fall,
erfolgte die Hybridisierung bei der niedrigeren Temperatur.

1.9.2 Hot start PCR

(Chou et al., 1992)

Im Fall von komplexen Matrizen, z.B. genomische DNA, wurde die Polymerase erst 2 min
nach Beginn des Denaturierungsschrittes am Start der Reaktion bei 94 °C zugefigt. So
wurden unspezifische Interaktionen zwischen Oligonukleotid und Matrize wéhrend der
Aufwarmphase verhindert, die in den Folgereaktionen zur Amplifikation unerwinschter
nichtspezifischer Produkte flhren konnten.

1.9.3 Nested PCR
(Novati et al., 1992; Zazzi et al., 1992)

Eine Nested PCR wurde mit Primern durchgefihrt, deren Bindungsstellen innerhalb der
Sequenz eines zuvor amplifizierten PCR-Produktes lagen. Als Matrize wurde entweder ein
Aliquot aus der ersten PCR-Reaktion (0,5-1 pl), oder ein Gber Gelelektrophorese isoliertes
PCR-Fragment (1-5 pl) eingesetzt. Auf diese Weise konnte ein erwiinschtes Fragment mit
hoher Spezifitdt aus einer mit Nebenprodukten verunreinigten primdren PCR amplifiziert
werden.

1.9.4 PCR auf einzelnen Bakterienkolonien

Bei diesem Verfahren zur Selektion positiver Klone wurden einzelne Bakterienkolonien mit
einer sterilen Mikropipettenspitze von der LB/Amp-Plaite abgenommen und in 20 pl
bidestilliertem H20 resuspendiert. 10 pl der Bakteriensuspension wurden als Matrize fir eine
PCR-Reaktion (1.9) eingesetzt. Bel Nachweis des gewiinschten DNA-Fragments wurde mit
den restlichen 10 pl der Suspension 50 ml LB-Medium fur eine Midiprep (1.2.2) angeimpft.
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1.10 Sequenzierung von DNA

(Sanger et al ., 1977)

0,5 pg Plasmid-DNA  wurde mit 10 pmol Oligonukleotid versetzt und mit 8 pl destillierten
H20 und 4 pyl Big Dye Terminator-Sequenzier-Premix auf ein Endvolumen von 12 pl
aufgefullt. Mit dem Ansatz wurde dann eine PCR-Reaktion mit 25 Zyklen durchgefhrt:

94°C 2 min
94°C 30 s

50 °C 1 min
60 °C 4 min

Nach Zugabe von H20 ad 100 ul wurde im selben Reaktionsgefal3 eine Ethanolfélung (1.2.3)
durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 20 pl Template Suppression Reagent (TSR) aufgenommen,
und nach Denaturierung (95 °C, 2 min) direkt auf Eis gestellt. Die Sequenzierung wurde mir
einem ABI PRISM DNA Anadyser 310 von (Perkin Elmer) durchgefihrt. Die zur
Auftrennung verwendete Kapillare (47 cm, 50 pm) war mit der Polymatrix POP-6TM
(Performance optimized polymer-6, PE) gefillt. Die Injektionszeit betrug 30s bei einer
Injektionsspannung von 4 kV. Die Laufspannung war 15 kV bei einer Lauftemperatur von 50
°C. Als Laufpuffer wurde 1x Genetic Analyser buffer mit EDTA verwendet.

1.11 Computergestiitzte Sequenzanalysen

Analysen von DNA- und Proteinsequenzen wurden mit dem GCG-Programmpaket
(Wisconsin Package, Fa. Genetic Computer Group, Version 9, www.gcg.com) und Vector
NTI Suite 7.0 (InforMax, Inc.) durchgefuhrt. Datenbankrecherchen wurden mit der
BlastSearch-Funktion und dem PubMed-Server des NCBI (National Center for Biotechnology
Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) ausgefihrt.
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2 Zellbiologische Methoden

2.1 Handhabung von Xenopus laevis-Oocyten

2.1.1 Praperaton von Xenopus laevis-Oocyten

(Goldin, 1992)

Zur chirurgischen Entnahme von Xenopus laevis-Oocyten wurde der Frosch zuerst mit 0.12%
Trician (Sigma) anasthetisiert. Nach Uberprifung der Narkose wurde der untere Bauchraum
auf einer Seite gedffnet und Teile des Ovars entnommen. Die Oocyten wurden wahrend der
weiteren Versorgung des Frosches in Ca®*- freier OR2-Losung gelagert. Zur Entfernung der
follikuldren Zellen wurden die Oocyten mit Kollagenase A (1,3 mg/ml, Boehringer
Mannheim) in Ca’*- freier OR2-Lésung inkubiert (Horizontalschiittler Stufe 1, RT, 2-4 h).
Nach wiederholtem Waschen mit Ca?*- freier OR2-Losung wurden die Oocyten selektioniert
(Stadium 1V und Stadium V) und in Gentamycin-Losung Uberfuhrt. UN-Inkubation der
Oocyten erfolgte bei 18 °C.

2.1.2 Mikroinjektion von cRNA

(Stihmer, 1992)

Injektion der Oocyten erfolgte in Ca?*- freier OR2-Lésung. Stadium 1V- und V- Oocyten
wurden mit jewells 50 nl cRNA-LAsung (1-5 ng cRNA/ Oocyte) injiziert. Anschlief3end
wurden die Oocyten in Gentamycin-L6sung Uberfihrt und bei 18 °C inkubiert. Das Medium
wurde taglich gewechselt und Oocyten schlechter Qualitdt ausgesondert. Die
elektrophysiologische Messung der heterolog exprimierten Kanaproteine in den Oocyten
erfolgte 1-3 Tage nach der Injektion.
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3 Elektrophysiologische Methoden

3.1 Die Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik

Zur elektrophysiologischen Analyse der in den Oocyten heterolog exprimierten Kanalproteine
wurde die Zwei-Elektroden-V oltage-Clamp-Technik verwendet. Bei dieser Methode wird das
Membranpotential der Zelle durch zwei intrazellulare Mikroelektroden kontrolliert. Die erste
Elektrode misst das aktuelle Membranpotential wahrend durch die zweite Elektrode Strom
flielt, um das erwilnschte Potentia aufrechtzuerhaten. Das wird durch einen
Rickkopplungsschaltkreis  im  Operationsverstérker  erreicht.  Verursacht  das
Kommandopotential ein Offnen von spannungsabhangigen lonenkanalen, verandern sich der
Membranwiederstand und damit auch das Membranpotential. Der Messparameter ist die
Stromgrofe, die zur Wiederherstellung des Soll-Potential s bendtigt wird.

3.1.1 Die Zellmembram als RC-Glied

Figur 1 zeigt den vereinfachten equivalenten Stromschaltkreis der Zellmembran mit
intrazelluldren Messelektroden und Badelektroden. Der Eintrittswiederstand R, beinhaltet
hauptsachlich den Wiederstand der Elektrode (1 MQ). Der Membranwiederstand Ry, (1 MQ)
und die Membrankapazitét C,, (100 nF) beziehen sich auf die fir Oocyten gemessenen
Durchschnittswerte. Der Serienwiederstand Rs befindet sich in Serie mit Ry, und R4 zwischen
Zelmembran und Badelektrode (1 KQ).

Vi Im
Ra 1MQ 1MQ
R,1MQ J— C, 100nF
Ry 1KQ 1MQ
Vpath Ibath

Abb. 1: Vereinfachter equivalenter Stromschaltkreis der Zellmembran mit intrazellularen Messelektroden und
Badelektroden. Weitere Erklarungen befinden sich im Text.
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Der Strom |, der durch die Membran fliefdt, ist die Summe aus dem durch lonenkand e
verursachtem Strom |; und dem Kapazitétsstrom:

|m=|i+cd—v
it

Da in einem Voltage-Clamp Experiment die Anderung der Spannung sehr schnell erfolgt,
erscheinen die Kapazitétsstrome a's kurze Spitzen am Anfang und Ende des Spannungspul ses.
Sobald das Potentia konstant ist (dV/dt=0), wird der durch die lonenkand e vermittelte Strom
frel von Kapazitétsstromem gemessen.

Das schematische Diagramm in Figur 2 zeigt stark vereinfacht den Aufbau eines Zwei-
Elektroden-Voltage-Clamp-Schaltkreises. Die Kontrolle des Membranpotentials erfolgt im
Hauptverstérker. Das gemessene Membranpotential V,, wird hierzu mit dem Sollpotentia V.
verglichen, die Differenz beider Potentiale um den Ertragsfaktor A verstérkt und durch den
Eintrittswiederstand als Output Vo zur Stromel ektrode geschickt:

V,=AE-V,)

Bel Vernachlassigung des Serienwiederstands verteilt sich V, auf den Eintrittswiederstand R,
(besteht aus Elektroden- und Cytoplasmawiederstand) und Membran:

V, =V, +RI

Daraus ergibt sich:

Folglich gleicht sich das Membranpotential an das Sollpotential bel einem hohen
Ertragsfaktor (bis zu 10000 mdglich) an.

Die Messung des Membranpotentials erfolgt als Differenz zwischen der intrazelluléren
Spannungselektrode und einer Referenzelektrode in der Badlbsung. Sie hat einen hohen
Eingangswiederstand, um Stromflussin ihr zu vermeiden.

3.1.2 Messung des Membranstroms

Der Membranstrom wurde in diesem Fall Uber eine Badelektrode gemessen die durch einen
Strom-Spannungswandler eine virtuelle Erdung besitzt. Das funktioniert mit einer
Ruckkopplungsschleife, die einen Strom liefert, die dem Betrag des Membranstroms gleicht.
Der Operatiosverstarker (OPA) liefert eine Spannung, die proportional zur Differenz des
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Membranstroms Im und der Erde, aber viel groRer as diese ist. Aufgrund des
Spannungsunterschiedes zwischen den Punkten 1 und 2 muss Strom Uber den
Ruckkopplungswiederstand Rs flief3en. An Ry entsteht somit eine Spannung, die proportional
zum Membranstrom Im ist. Der Operationsverstarker besitzt einen sehr hohen
Eingangswiederstand, daher kann der Strom nicht zurtick in den OPA flief3en, das Potential an
der Badelektrode wird verandert und erfahrt eine virtuelle Erdung.

Commando

Abb. 2: Vereinfachtes Schaltbild des Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Schaltkreises. Nahere Erlauterungen
finden sich im Text.

3.1.3 Aufbau und Bestandteile der Messaparatur

Die Messaparatur war auf einer Metallplatte auf einem Tisch aufgebaut. Zur Beobachtung der
Manipulationen innerhalb der Messkammer diente ein Binokular (WILD M3C, Heerbrugg).
Die Messelektroden konnten durch an den Tisch magnetisch fixierten mechanischen
Manipulatoren bewegt werden. Die Messkammer hatte ein Volumen von ca. 500 ul. Die
Badl6sung konnte durch ein schwerkraftbetriebenes Perfusionssystem und einer mit Druckl uft
betriebenen Absaugvorrichtung innerhalb von 10 s ausgetauscht werden, wie die Bestimmung
der Austauschrate durch den Wechsel zweier Losungen mit unterschiedlicher K*-
Konzentration zeigte.

Die Mikroelektroden wurden aus dunnwandigen Borsilikatglas-Rohrchen hergestellt. Die
Glasrohrchen wurden mit Hilfe eines vertikalen Elektrodenziehgerdtes in zwei Ziehschritten
ausgezogen und die Spitzen unter optischer Kontrolle mit einer Microforge (Narishige)
abgebrochen, bis der Durchmesser der Pipettenspitze 1.5-3 um betrug. Die Pipetten wurden
mit 3M KCL-L6sung gefillt. Der Elektrodenwiederstand lag zwischen 1-2 MQ. Als Kontakt
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dienten Elektroden aus Silberdraht, die durch eine Reaktion mit Cl, mit einer AgCI-Schicht
Uberzogen waren. Als Badel ektroden wurden Silberdréhte mit einem MgCl-Pellet benutzt.

Die gemessenen Signale wurden Uber den Vorverstarker an den Verstéarker Oocyte-Clamp
OC-725C (Warner Instrument Corp.)geschickt. Die Signale wurden durch einen Besselfilter
im Bereich gefiltert. Zur Datenaufnahme war der Verstarker Uber eine ITC16-AD/DA-
Schnittstelle mit einem Computer (Power Mac, Macintosh) verbunden, als Software diente
das Programm PULSE (HEKA, Lambrecht). Das analoge Messsigna wurde bei 16 bit
Auflosung mit Aufnahmefrequenzen von 1.70-5 kHz digitalisiert und auf die Festplatte
gespeichert. Alle Messungen wurden in Hoch-Rubidium-Extrazellularldsung durchgefihrt.
Das Haltepotential war bei allen Experimenten -80 mV. Alle Experimente wurden bei
Raumtemperatur durchgefthrt.

3.2 Messlésungen und applizierte Substanzen

Fir die Messungen befanden sich die Oocyten unter stdndigem Durchfluss in einer
extrazelluldren Badldsung die wie folgt zusammengesetzt war (Alle Angaben in mM): NaCl
5, CaCl, 1, MgCl, 2, Rb" 50, Hepes 5. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7.2 eingestellt. Der
zu untersuchende Kanalblocker Pb?* wurde der extrazelluléren Messldsung as Chloridsalz
zugesetzt. Als Vorrat wurde eine 10 mM PbCl,-Ldsung angesetzt. Da PbOH, ein sehr
niedriges Loslichkeitsprodukt besitzt (Loslichkeitsprodukt Pb(OH), = 1.43x10%), wurde der
pH-Wert mit HCI auf 4 eingestellt um Prazipitation von Pb®* a's Bleihydroxid zu vermeiden.
Mit der Stammldsung wurde die Pb?*-haltige Extrazellular-Lésung vor jeder Messung neu
hergestellt.

4 Datenerfassung und Auswertung

Fir die Programmierung der Pulsprotokolle, Steuerung des Verstarkers und Aufnahme der
Daten wurde das Programm PULSE (HEKA) verwendet. Die Stromaufnahmen wurden mit
PULSFIT (HEKA) ausgewertet. Die Daten wurden mit Kaedagraph (Synergy Software,
Reading, PA, USA) weiterverarbeitet. Alle Mittelwerte wurden mit Standardfehler
angegeben.

Spannungsabhangigkeit der Aktivierung und Analyse von thermodynamischen
Veranderungen der Aktivierung in Kanal-Mutanten: Die Spannungsabhéngigkeit der
Aktivierung wurde aus deaktivierenden Einwértsstromen berechnet, die nach einer Serie von
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Pulsen auf Spannungen unterschiedlicher Stéarke durch Repolarisation zuriick zum
Ruhepotential erzeugt wurden. Die negativen Amplituden I dieser Strome konnten als
direktes Mal3 fur die Letfahigkeit G verwendet werden. Die Werte der Leitfahigkeit G
wurden auf die maximale Leitféhigkeit bei +60 mV (Gma) normalisiert und mit einer
einfachen Boltzmannfunktion gefittet die den Ubergang zwischen zwei Zustdnden
(geschlossen und offen) beschreibt. (V% Potential der halbmaximalen Aktivierung, V.
Membranpotential k: Steigungsfaktor):

G 1
- Vin ~Vas2
™ 1+e K

Der Steigungsfaktor k fast den Term RT/zF zusammen, F ist die Faraday-Konstante, R ist die
Gaskonstante, T ist die Temperatur (Kelvin) und z ist die Anzahl der wéhrend der Aktivierung
pro Kanal tber die Membran verschobenen Ladung.

Die Differenz in der freien Gibbs Energie zwischen dem geschlossenen und offenen Zustand
bei 0 mV (AGO) wurde nach folgender Gleichung berechnet:

AG, =0.2389zFV,,
Die durch die Mutationen verursachten Verénderungen in AGO ergaben sich as
AAG, =AG,™ - AG,"

Aktivierungskinetik  makroskopischer  Strome:  Fur die  Bestimmung  der
Aktivierungskinetik wurden Stromspurfamilien durch Depolarisation auf Potentiale
unterschiedlicher Stérke erzeugt und 10- 90% des maximalen Anstiegs der einzelnen
Stromspuren zu Beginn des Testpotentials auf eine elnfach-exponentielle Funktion gefittet.

(I: Strom, A: relative Amplitude, t: Zeit, 7. Zeitkonstante)

Deaktivierungskinetik makroskopischer Strome: Tailstrome wurden in 50 mM Rubidium
aus der Repolarisation zum Ruhepotential (-80 mV) nach Vorpulsen verschiedener Stéarke
erzeugt. Die Kinetik der Tailstrome wurde mit einem Fit einer exponentiellen Funktion mit
einer Zeitkonstante beschrieben (vergl. Aktivierungskinetik).

|:Ab+Ale—L

n

(I: Strom, A: relative Amplitude, t: Zeit, 7. Zeitkonstante)
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Analyse der Interaktion zwischen Kanal und Pb®": Die Konzentrationsabgangigkeit der
Pb**-Bindung an KCNA1 wurde anhand der Fraktion des nichtinhibierten Tailstroms nach
Applikation von verschiedenen Konzentrationen Pb®* (0.1 uM bis 50 puM) bei einer Spannung
nahe der Aktivierungschwelle (-40 mV) des Kanas bestimmt. Die so entstandene
Konzentrations-Wirkungsbeziehung konnte mit einer Funktion beschrieben werden, die vier
unabhéngige Bindungsstellen annimmt.

(o el Y
I, Pb?* |+ Kd

Um die Bindungsaffinitdét der Kanal-Mutanten zu bestimmen, wurden mindestens zwel
verschiedene Pb**-Konzentrationen (2.5 und 10 pM) eingesetzt. Die Gleichgewichts-
Dissoziations-K onstante Kd wurde nach folgender Gleichung berechnet:

Kd=| —1 -1]Pb2+]

1-(11/14)*

Fur Kanal-Mutanten mit veranderten Aktivierungseigenschaften wurden die Pulsprotokolle in
Bezug auf Testpulsdauer und Stérke angepasst. Die Testpulse sollten Tailstréme erzeugen, die
10% der Stromamplitude des maximal aktivierten Kanals nicht Uberschreiten.



V  Ergebnisse

1 Der Block von Kv1.1 durch Pb*" ist spannungsabhéngig

Zu Anfang wurde die Wirkung von Pb?* auf Kv1.1 bei verschiedenen Membranpotentialen
getestet. Der Kanal wurde mit Depolarisation von -60 mV bis+60 mV in 10 mV-Schritten mit
einer Lange von 200 ms aktiviert. Repolarisierung auf -80 mV nach jedem Testpuls erzeugte
einwérts gerichtete Tailstrome. Abb. 1 zeigt die Aktivierungskurven der normalisierten
Tailstromamplituden bei extrazellularer Zugabe von 50 pM Pb*. Pb?* verschiebt die
Offnungswahrscheinlichkeit von Kv1.1 zu mehr positiven Potentialen hin. Fits mit einfach-
exponentiellen Boltzmannfunktionen zeigen, dass 50 uM Pb** eine Verschiebung des
Potentials der halbmaximalen Aktivierung (V%= -27.2 mV * 0.48 nach 0.0 mV + 0.46, n=4)
um ~ +27 mV erzeugt. Die Steigung der Leitfahigkeits-Spannungskurve wurde ebenfalls
beeinflusst. Der z-Wert wurde durch 50 pM Pb*" von 3.9 + 0.25 auf 2.9 + 0.14 reduziert.
Werden die Tailstromamplituden I nach Pb*-Applikation auf die maximale
Taillstromamplitude der Kontrolle normiert, kann man eine Abnahme der maximalen
Leitfahigkeit um ~18% beobachten (Abb. 2b links). Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass
der inhibierende Effekt von Pb** auf Kvl.l bel niedrigen Testpotentiden nahe der
Aktivierungsschwelle des Kanals (zwischen -40 und +10 mV) auf die Reduzierung des
Stroms durch die Verschiebung der Aktivierungskurve zu positiveren Potentialen hin

zuriickzufthren ist.
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Abb. 1: Spannungsaktivierungskurven von Kvl.1wt in Abwesenheit (Kreise) und Anwesenheit von 50 pM Pb**
(Dreiecke). Die Kurven zeigen die Tailstromamplituden (lwi) im Verhéltnis zur maximalen Tailstromamplitude
(Imax) der Kontrolle (links) und auf Imax normalisiert (rechts). Die durchgezogenen Linien kennzeichnen Fits mit
einfachen Boltzmannfunktionen. Es ergaben sich Werte fur das Spannungspotential bei halbmaximaler
Aktivierung (Vi) und der Steigung der Kurve (z) fur die Kontrolle von -27.2 mV + 0.48 und 3.8 £ 0.25 und in

Anwesenheit von 50 pM Pb®* von 0.0 mV + 0.48 und 2.9. + 0.14. Alle Symbole repréasentieren Mittelwerte £+ SEM
von 4 Oocyten.

2 Beeinflussung der Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik
von Kv1.1 durch Pb*

Es wurde der Effekt von extrazelluldrem Pb®* auf die Aktivierungskinetik von Kv1.1
untersucht. (Daten zur Verfigung gestellt von Madeja). Die Aktivierungkinetik der Kv1.1-
Auswartsstrome wurde durch einen Fit von 90% des Stromanstiegs wéhrend der
Aktivierungsphase mit einer einfach-exponentiellen Funktion quantifiziert. Die daraus
resultierenden Aktivierungs-Zeitkonstanten 1o sind in Abb. 2 als Funktion der Spannung
aufgetragen. Die T.o-Werte der Kontrollmessungen wie auch unter Einfluss von 50 pM Pb**

sind stark spannungsabhangig und zeigen eine exponentielle Beschleunigung der Aktivierung
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Abb. 2: Effekt von Pb*" auf die Aktivierungskinetik von Kvl1.1. Spannungsabhangigkeit der Aktivierungs-
Zeitkonstanten in Kontrollmessungen (Kreise) und in Anwesenheit von 50 uM Pb* (Rechtecke). Die Aktivierungs-
Zeitkonstanten t5; wurden durch einen einfach exponentiellen Fit von 90% des Stromanstiegs der
Aktivierungsphase des Kanals nach Depolarisierung erhalten. Alle Symbole reprasentieren Mittelwerte +SEM, n =
4. Die Daten wurden freundlicherweise von M. Madeja zur Verfliigung gestellt.

bei zunehmender Starke der Testspannung an. Pb®*-Zugabe verlangsamt den
Aktivierungsverlauf. Der Effekt von 50 pM Pb®* entspricht einer Verschiebung der t.-Werte
entlang der Spannungsachse um ~29 mV, unabhéngig vom Testpotential. Das entspricht
ziemlich genau der Verschiebung der spannungsabhéngigen Aktivierung von Kv1.1 zu
positiven Potentialen in Anwesenheit von Pb** (vergl. Abb.1). Sie kénnte deshalb eine Folge
der verzogerten Aktivierungszeitspanne wahrend der Kanalaktivierung sein. Offensichtlich
stabilisiert Pb** einen geschlossenen Zustand von Kv1.l und erschwert so die
spannungskontrollierte Aktivierung und das Erreichen eines ionenleitenden Zustandes.

Wichtige Hinweilse auf einen moglichen Mechanismus, dem die Verschiebung der
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung von Kv1.1 zugrunde liegen konnte, lieferte die
Charakterisierung der Deaktivierungskinetik von Kv1.1. In Abbildung 3A sind
Tallstromspuren  fir enige Testpotentialle nach  Zugabe von  verschiedenen
Bleikonzentrationen abgebildet. Die untere Reihe zeigt dieselben Stréme nach Normierung
auf die Spitzenamplitude der Kontrolle. Hier l&sst sich deutlich eine Beschleunigung der
Deaktivierung mit Zunahme der Pb**-Konzentration erkennen. Dieser Effekt ist auRerdem

abhangig von der Grole des vorhergegangenen Testpotentials. Bei -40 mV wird eine
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Séttigung schon bei Anwesenheit von 2.5 uM Pb* erreicht, wahrend bei einem Testpotential
von -10 mV Zugabe von 50 uM Pb** noch eine beachtliche Zunahme der Beschleunigung der
Tailkinetik hervorruft. Es wurden alle Deaktivierungszeitkonstanten (tgesr) durch Fits mit
einfach-exponentiellen Funktionen bestimmt und in Abb 3B gegen die Testpotentiae
aufgetragen. Wie schon in Abb. 3A beobachtet, wird die Deaktivierungskinetik mit Zunahme
der Pb*-Konzentration deutlich schneller. Im Bereich von -10 mV bis 40 mV ist die
Verminderung der tgeai-Werte spannungsunabhangig. Sowohl die tgex-Werte der Kontrolle
als auch Teet in Anwesenheit von Pb*" steigen mit Testpotentialen zunehmender Stérke an
und erreichen ein Plateau bei 30 bis 40mV. Bei niedrigen Potentialen (-40 mV bis -20 mV)
sind die Verhdtnisse komplizierter. Hier erreichen die tgea-Werte in Anwesenheit und
Abwesenheit von Pb?* ein Minimum, dabei kommt es bei hohen Pb?*-K onzentrationen (10-
50 uM) zu einer Anndhrung der Deaktivierungskonstanten. Es kann aufgrund der
Spannungsabhangigkeit der Pb?*-Effekte vermutet werden, dass die offene Kanal-Fraktion bei
niedrigen Potentialen keine Pb?*-lonen gebunden hat und daher eine hnliche Kinetik wie der
Kontrollstrom zeigt, wahrend im Fall von stdrkeren Depolarisationen auch Kandle mit
gebundenen Pb*-lonen und veranderter Kinetik 6ffnen. Diese Theorie wiirde fiir einen
" gating-modifizierenden" Mechanismus der Pb®*-Inhibition sprechen, der firr eine Klasse von
Spinnentoxinen wie Hanatoxin (Grammostola spatulata), und Heteropodatoxin (Heteropoda
venatoria) beschrieben wurde (Schwartz, et a., 1997; Sanguinetti et al., 1997). Dagegen
macht dieses Verhalten einen Mechanismus der Kanal-Inhibition durch einen auf3eren Block
der ionenleitenden Pore unwahrscheinlich.
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Abb. 3: Einfluss von Pb*" auf die Deaktivierungskinetik von Kv1.1. A: Stromspuren der Tailstrome in Anwesenheit
von 2,5 pM, 10 pM und 50 pM Pb®". Nach verschiedenen Testpotentialen (+10, -20, und -40 mV) wurden die
Tailstrome durch Repolarisation zurlick zum Haltepotential (-80 mV) erzeugt. Jeder Testpuls hatte eine Lange
von 200ms. Die untere Reihe zeigt die normierten Aufnahmen fur alle drei Pb®*-Konzentrationen. Fiir das
Testpotential -40 mV sind Stromspuren bei Anwesenheit von 0.5 uM und 2.5 pM Pb** dargestellt, da die Strome
ab 10 pM vollstandig blockiert werden. B Deaktivierungs-Zeitkonstanten tqer bei verschiedenen Pb**-
Konzentrationen, aufgetragen gegen das Testpotential. Kreis: Kontrolle, Rechteck: 2.5 uM, Dreieck: 10 uM, Raute
50 uM. Datenpunkte entsprechen Mittelwerten + SEM, n= 4.
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3 Konzentrationsabhangigkeit der Pb**-Bindung

Am Beispid des intensiv studierten Spinnentoxins Hanatoxin konnte gezeigt werden, dass
gating-modifizierende Substanzen insgesamt vier Bindungsstellen, jeweils eine in den vier
Spannungssensordomanen des Kv-Kanaltetramers, besetzen kdnnen (Schwartz et a., 1997).
Da in dieser Studie ein spannungsabhangiger Kaliumkanal untersucht wird, der im
heterologen  Expressionssystem aus vier identischen Untereinheiten mit vier
Spannungssensordomanen besteht, ist es moglich, dass ein funktioneller Kv1.1 Kana vier
Pb**-lonen bindet, wobei jede Untereinheit eine identische Bindungsstelle besitzt. In
Anwesenheit von Pb®* kénnten mindestens fiinf verschiedene Kanalpopulationen existieren,
Kandle, die frei von Pb** sind und Kanéle die ein bis vier Pb®*-lonen binden. Deshalb miissen
fir eine Messung der Konzentrationsabhangigkeit der Pb®-Inhibition des Kanals
Bedingungen gefunden werden, bei denen ein Pb*-lon ausreicht, um den Kana zu
blockieren, d. h. die Fraktion der Kande mit gebundenem Pb®* sollte der Fraktion des in
seiner Leitfahigkeit blockierten Kanas entsprechen. Eine solche Situation liegt
wahrscheinlich bei negativen Potentialen nahe der Aktivierungsschwelle des Kanals vor. Ein
Blick auf die Aktivierungskurven in Abb 1 zeigt, dass eine nahezu vollstandige Inhibition der
Kangle bei einem Einsatz von 50 pM Pb®* bei einem Testpotential von -40 mV nahe der
Aktivierungsschwelle erreicht werden kann. Hohere Pb?*-K onzentrationen als 50 pM wurden
in den Bindungsexperimenten nicht verwendet, da die Loslichkeit von Pb?* bei einem pH-
Wert der Messlésung von 7.2 gering ist und Pb(OH), ausféllt (Loslichkeitsprodukt von
Pb(OH), = 1.43x10%°). AuRerdem sollten Oberflachen-Ladungseffekte durch zu hohe
Konzentrationen an Kationen in der extrazelluldaren Messlésung vermieden werden, da sie zu
unerwinschten Verdnderungen in der Spannungsabhangigkeit der Kanalaktivierung fihren
kénnen, die die eigentlichen Messdaten verfa schen wirden (vergl. Einleitung). Abb. 4 zeigt
die Fraktion der nichtinhibierten Kande as Funktion der Pb*-Konzentration. Die
Datenpunkte sind Mittelwerte der Tailstromamplituden, gemessen bei einem Testpotential
von -40mV und einem Tailpotential von -80 mV in Anwesenheit verschiedener Pb?*-
Konzentrationen. Die Abhangigkeit der nichtinhibierten Tailstromfraktion von der Pb**-
Konzentration lasst sich am besten mit Gleichung (1) beschreiben, die vier gleichwertige und
unabhangige Bindungsstellen annimmt. Aus dem Fit (Abb. 4, durchgezogene Linie) ergibt
sich eine Dissoziationskonstante (Kq) von 2.05 pM.
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Im Vergleich zeigen die Daten fur die Fraktion des nichtinhibierten Tailstroms deutliche
Abweichungen von einer Kurve, die aus einer Funktion mit einer einfachen Bindungsstelle
resultiert (Abb. 4A, gestrichelte Linie). Auch eine Gleichung, die eine vollstandige Besetzung
von vier Bindungsstellen annimmt (Abb. 4B gestrichelte Linie) beschreibt die Datenpunkte
vergleichsweise unzureichend. Die konzentrationsabhangigen Verdnderungen der Fraktionen
des nichtinhibierten Tailstroms stimmen mit einem einfachen Bindungsmodell mit vier
unabhangigen und gleichwertigen Bindungsstellen tberein.

(Mit der aus Gleichung 1 resultierenden Dissoziationskonstante von 2.05 pM wirde der
Kanal theoretisch bei Pb”**-Konzentrationen > 1000 uM eine vollstandige Besetzung aller vier
Bindungsstellen erreichen (Abb.4C, gestrichelte Linie).
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Abb 4: Konzentrationsabhangigkeit der fraktionellen Besetzung von Kv1.1 mit Pb®*. Die Fraktion des
nichtinhibierten Tailstroms wurde nach einer 200 ms Depolarisation auf -40 mV bei einem Tailpotential von -80
mV gemessen. Die durchgezogene Linie entspricht einem Fit der Datenpunkte mit der Funktion
Io=([Pb*"]/[Pb?]+Ky)*, die vier unabhéngige Bindungsstellen annimmt mit Ks= 2.05 fiir eine einzelne
Bindungsstelle. A: Die gestrichelte Linie ist ein versuchter Fit auf I/lo=(1-[Pb®"]/[Pb*]+Ky ) mit nur einer
Bindungsstelle und einem Kd = 326 nM. B: Die gestrichelte Linie wurde mit der Funktion I/lo=1-([Pb?*]/[Pb*]+K 4 )*
erzeugt die eine volle Besetzung von 4 Bindungsstellen annimmt mit Kd= 62 nM. C: Die gestrichelte Linie zeigt

den Verlauf fur die volle Besetzung von 4 Bindungsstellen fur Kd= 2.05 pM.

4 Kinetik der Erholung aus der Pb**-Inhibition

Es wurden Untersuchung zum zeitlichen Verlauf der Erholung aus der Pb?*-Inhibition bei

Testspannungen verschiedener Stérke durchgefihrt, um weltere Informationen Uber die
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Anzahl und Besetzung der putativen Pb**-Bindungsstellen zu erhalten. Das folgende
sequentielle Bindungsschema beinhaltet vier gleichwertige und unabhéngige Bindungsstellen:

4k0n 3kon 2k on kOI'l
C P CH]_ — CH2 4_—>CH3 < CH4

Kot 2Kt Kot AK it

C ist der ungebundene Kanal und CH,, steht fiir Kanale, die ein bis vier Pb**-lonen gebunden
haben. Ko ist die Assoziations-Geschwindigkeits-K onstante zweiter Ordnung (M™*s™?) fur die
Bindung von Pb** an eine enzelne Bindungsstelle, ko ist die Dissoziations
Geschwindigkeits-Konstante erster Ordnung (s') fir eine einzelne unabhangige
Bindungsstelle.

Abb. 5 zeigt ein Auswaschexperiment zur Untersuchung der Kinetik der Erholung der Kande
nach Pb®*-Inhibition. Drei Testpulse verschiedener Stérke wurden in schneller Reihenfolge
appliziert. Die erste Depolarisierung nach -40 mV liegt nahe der Aktivierungsschwelle von
Kv1l.l. Der zweite Puls ist eine Depolarisation nach -20 mV, der dritte auf 0 mV. Das
Pulsprotokoll wurde in einem Zeitabstand von 5 ms wiederholt, um eine ausreichende
Aufldsung der schnellen Dissoziationskinetik zu erhalten. Es wurde zu Beginn eine Pb*-
Konzentration von 100 UM eingesetzt, um eine nahezu vollstéandige Besetzung der putativen
Bindestellen des Kanals mit Pb®* zu erreichen. Es sollten dann theoretisch ~90% der Kandle
bei Annahme von vier Bindungsstellen vollstandig besetzt sein (vergl. Abb. 4C). Nach
Entfernung von Pb* aus der Messkammer konnte eine sofortige Zunahme der
Tailstromamplitude bei Depolarisation auf 0 mV und -20 mV beobachtet werden. Innerhab
von 400 s wurden fast die Kontrollstromamplituden vor Pb**-Zugabe erreicht. Der Verlauf der
Erholung konnte in beiden Fallen mit einer einfach-exponentiellen Funktion mit tomy= 18s
und tomv= 8s ausreichend beschrieben werden (Abb. 5A). Die Erholung bei niedriger
Depolarisation auf -40 mV besitzt dagegen einen sigmoidalen zeitlichen Verlauf. Die
Zunahme der Tailstromamplitude setzt erst mit einer Verzdgerung von ~15s ein und erreicht
nach 400s Auswaschzeit nur ~40% der Kontrolle. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung
mit der Erwartung, dass ein vollstandig besetzter Kanal mit vier Bindungsstellen bei sehr
niedriger Depolarisation nicht 6ffnen kann bevor nicht alle Pb**-lonen vom Kanal dissoziiert
sind. Fur die Annahme, dass der Kanal vier unabhangige Bindungsstellen besitzt, sollte der

Dissoziationsverlauf der Gleichung (2) folgen.
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Der durch Gleichung (2) beschriebene sigmoidale Verlauf sollte weniger stark betont sein,
wenn bei starkeren Depolarisationen auch Pb?*-gebundene Kande gedffnet werden kénnen.
In Abb. 5B wurde der Verlauf der Erholung bel -40 mV mit einer auf Gleichung (2)
basierenden Funktion der vierten Potenz beschrieben. Es ergab sich ein Wert fir die
Dissoziationszeitkonstante von 4,7x102 s*. In Abbildung 5C wurde in einem Doppel-log
Graph der Logarithmus der Tailstromamplitude nach schwacher Depolarisation auf -40 mV
gegen (1-¢™) aufgetragen. Die Datenpunkte liegen auf der Gerade einer linearen Funktion
mit Koft = 4.7x10°s*(durchgezogene Linie). Die Gerade hat eine Steigung von 3.7. Das stimmt
mit der Annahrung der relativen Stromamplituden in Abb 5B an eine Beziehung der vierten
Potenz Uberein. Dieses Ergebnis liefert ein weiteres wichtiges Argument, dass mehrere,

vieleicht 4 Bindungsstellen fiir Pb?* auf Kv1.1 existieren.
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Abb. 5: Erholung aus der Inhibition durch Pb* bei Depolarisation verschiedener Starke. A: Die Stromaufnahmen
wurden durch ein dreifaches Pulsprotokoll erhalten, das nach 5 s wiederholt wurde. Die hier dargestellten
Aufnahmen wurden vor Ag)plikation von 100 UM Pb?** (1), in Anwesenheit von 100 uM Pb** (2) und 400 s nach
dem Auswaschen von Pb®" aus dem Bad aufgenommen. B: Der Graph zeigt die relativen Tailstromamplituden
nach Depolarisation auf -40 mV (ausgefillte Kreise), -20 mV (offene Kreise) und 0 mV (Rechtecke) in
Abhéngigkeit von der Zeit. Stromzunahme nach Depolarisation auf -20 mV und 0 mV konnten mit einer einfach-
exponentiellen Funktion beschrieben werden und ergaben tau-Werte Tomv= 18 S, T-2omv= 8s. Links ist die Zunahme
der relativen Tailstromamplitude nach schwacher Depolarisation auf -40 mV vergroRert dargestellt. Die
durchgezogene Linie entspricht einer Anndhrung an 1/lp= A(l-e"kc’ﬁ) mit Ko= 4.7x 10°s™ und A= 0.45. C: Die
relative Stromamplitude nach Depolarisation auf -40 mV, logl/lo, wurde gegen log(1-e™" aufgetragen. Die
durchgezogene Gerade ist ein Fit der Datenpunkte mit logl/lp= mlog((l-e"k°")+b, m ist die Steigung (3.7) und b ist
die Schnittstelle mit der Y-Achse.
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5 Eingrenzung der potentiellen Pb*-Bindungsstelle mit einer

Chimarenstrategie

Kanal AV, Anzahl der
Messungen n
Kv1.1 28.0£1.9 7
Kv1.2 18.2+0.4 8
Kv1.3 18.1+1.1 7
Kv1l.4 14.0+0.9 7
Kv1l.5 124+1.1 8
Kv2.1 2.2+0.4 7
Kv3.1 5.2 +0.7 6
Kv3.2 6.6 +0.7 7
Kv3.4 9.9 +0.7 S
Kv4.2 28.3+1.1 3

Tabelle 1: Verschiebungen der Spannungs-Aktivierungskurven verschiedener Kv-Kandle auf der
Spannungsachse in Anwesenheit von 50 uM Pb* (Die Daten wurden freundlicherweise von M. Madeja zur
Verfligung gestellt) Zahlen entsprechen Mittelwerten + SEM, n= 5-8.

Tabelle 1 zeigt, dass die Mitglieder der Shaker Kv-Kana Familie (Kv1.1 bis 1.6) unter den
bisher auf Pb?*-Sensitivitat untersuchten spannungsabhangigen Kaliumkanaen im Oocyten-
Expressionssystem die grofte Spannungsverschiebung bei Pb**-Applikation aufweisen, man
kann also vermuten, dass diese K anale eine vergleichsweise hohe Pb**-Affinitét besitzen. Die
niedrigste Affinitét besitzt folglich Kv2.1 (Spannungsverschiebung um lediglich 2.2 mV).
Abbildung 6 zeigt eine Konzentrations-Wirkungskurve fur Kv1.1 und Kv2.1. Aus den Kg-
Werten von Kv1.1 (327 nM fur eine Bindungsstelle, 2.0 uM fir eine von vier unabhangigen
Bindungsstellen) und Kv2.1 (51 pM fur eine Bindungsstelle, 310 uM fir eine von vier
unabhangigen Bindungsstellen) 1&sst sich eine ~ 150-fach geringere Ph2+-Affinitéat fur Kv2.1
ableiten.
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Abb 6: Konzentrationsabhangigkeit der fraktionellen Besetzung von Kv1.1 (Kreise) und Kv2.1 (Rechtecke) durch
Pb®". Die Fraktion des nichtinhibierten Tailstroms wurde nach einer 200 ms Depolarisation auf -40 mV (Kv1.1)
oder -20 mV (Kv2.1) bei einem Tailpotential von -80 mV bzw. -50 mV gemessen. Die durchgezogenen Linien
entsprechen einem Fit der Datenpunkte mit der Funktion I/lo=([Pb>J/[Pb*]+Ky ), die vier unabhangige
Bindungsstellen annimmt oder mit I/Io=([Pb2+]/[Pb2+]+Kd ) fur eine einzelne Bindungsstelle mit den Kyq-Werten fir
Kv1l.1 (327 nM flr eine Bindungsstelle, 2.0 uM fir eine von vier unabhéngigen Bindungsstellen) und Kv2.1 (51
UM fur eine Bindungsstelle, 310 uM fiir eine von vier unabhangigen Bindungsstellen), Datenpunkte entsprechen
Mittelwertex SEM. n= 4-8.

Um eine potentielle Pb?*-Bindungsstelle auf einen Bereich der Kanalproteine der Shaker-
Familie einzugrenzen, wurden im Vorfeld dieser Studie (M. Madeja, unverdffentlichte Daten)
eine Vielzahl von Chiméren zwischen Kv1.2 und Kv2.1 auf Pb®*-Sensibilitdt getestet. Als
Mal3 wurde wieder die Verschiebung der Spannungsaktivierung zu positiveren Potentialen hin
untersucht. Am deutlichsten war ein positiver Spannungsshift bei der Kv2.1-Chimere Mul5
mit der Linker-Region zwischen dem S3 und dem S4-Segment von Kv1.2 zu erkennen. Abb
7A zeigt die Aminosduresequenz dieses kritischen Abschnittes im Vergleich zu Kv1.2 und
Kv2.1, platziert unter einem konventionellen Topologiemodell einer einzelnen Kv-o-Kanal
Untereinheit. In den Sequenzen sowieim Modell sind die Antelle von Kv2.1 blau geféarbt. Rot
steht fur den S3-S4-Linker von Kv1.2. Abb. 7B zeigt die Spannungsverschiebung in den
Aktivierungskurven nach Zugabe von 50 uM Pb* fir Mul5 (links ~14 mV) und Kv2.1
(rechts ~4.4 mV). Das konnte ein Hinweis darauf sein, dass der S3-S4-Linker die Pb**-
Bindungsstelle beinhaltet, oder dazu beitrdgt. Da der S3-HA-Linker en Tel der
Spannungssensordomane des Kanals ist und sich in der Primérsequenz so wie auch in der
kirzlich bestimmten Kristallstruktur der Spannungssensordoméane des bakteriellen Kv-Kanals
KVAP (Jiang et a., 2003a) in unmittelbarer N&he zum Spannungssensor (S4-Segment)

57



befindet, konnte das eine Erklarung fir die modulierenden Effekte von Pb** auf die
Aktivierung von Kv-Kandlen der Shaker-Familie sein. Auch der bisher am umfassendsten
charakterisierte Gating-Modulator, das Spinnentoxin Hanatoxin, bindet mit hoher Affinitét
und Spezifizitdt an mindestens drei Aminosduren im S3-S4-Linker des Kv-Kanals Kv2.1
(Schwartz et a., 1997; Li-Smerin et a., 2000a, 2000b). Kv2.1-Kanéle zeigen bel Bindung von
Hanatoxin sehr dhnliche Eigenschaften (Verschiebung der Aktivierung zu positiveren
Potentialen und Beschleunigung der Deaktivierungskinetik) wie hier fiir Pb®* beschrieben.
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Spannungssensordomane Porendoméne

KCNB1 ~ VWKFFKGPLNAI DLLAI LPYYVTI FLTE- SNKSVLQFQNV- - - - RRWQ FRI MVRI LRI LKLARHSTG
KCNA2  AGFFTNI MNI I DI VAI' | PYFI TLG TELAEKPEDAQQRGQQAMSLAI LRVI RLVRVFRI FKLSRHSKG

Mu15 WKFFKGPLNAI DLLAI LPYYVTLG TELAEKPEDAQQGQQANMSLAI LQ FRI MRI LRI LKLARHSTG
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Abb 7: Aminoséuresequenz im S3-S4-Linker und Pb®*-Effekt auf die Spannungsaktivierung von Mul5 und Kv2.1.
A: Topologie-Modell einer einzelnen Kv-a-Kanal Untereinheit, blau gefarbt ist der Anteil von Kv2.1, der rot
gefarbte Teil entspricht dem Linker zwischen den Transmembransegmenten 3 und 4 von Kv1.2 in der Chimére
Mul5. Darunter dargestellt sind die Aminosduresequenzen dieses Abschnittes im selben Farbcode.
Schwarzgefarbte Buchstaben entsprechen den positiv geladenen Aminoséuren im Spannungssensorelement S4
B: Spannungsaktivierungskurven fir Mul5 und Kv2.1 als Kontrolle (Kreise) und in Anwesenheit von 50 pM Pb**
(Rechtecke). Die durchgezogenen Linien reprasentieren einen Fit mit einer einfachen Boltzmannfunktion.

Sichtbar ist ein positiver Spannungsschift fur Mu15 um 14 mV und fir Kv2.1 um 4.4 mV. Messungen erfolgten an
einer Oocyte.
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6 Versuch der Lokalisierung von an der Pb**-Bindung beteiligten

Aminosauren im S3-S4-Linker von Kv1.1 durch Mutagenese

Um Aminosduren einer putativen Pb?*-Bindungsstelle im S3-S4-Linker zu identifizieren,
wurde der Effekt von Punktmutationen in diesem Bereich auf die Pb?*-Affinitat hin
untersucht. Als Zielkanal wurde Kv1.1 verwendet, da dieser aufgrund des sehr grof3en AV,
Wert (+27.2 mV) bei Pb2+-Applikation als Mitglied der Shaker-Familie mit der gréRten Pb*-
Affinitét betrachtet werden kann. Abbildung 8 vergleicht die Aminosduresequenzen des S3-
HA-Linkers von Kv1.2 mit Kv1l.1l. Beide Sequenzen zeigen eine hohe Anzahl identischer
Aminosauren (grau unterlegt) besonders im C-terminalen Bereich des S3-34-Linkers, so dass
angenommen werden kann, dass Aminosauren, die an einer putativen Bindungsstelle in dieser
Region beteiligt sind, in beiden Kandlen konserviert sind. Das ist wichtig, dawir bisher durch
die Chimare Mul5 nur einen Indiz fir Pb**-Bindung im S3-S4-Linker von Kv1.2 haben. Die
Moglichkeiten der Koordinierung von bivalenten Kationen in Proteinen sind sehr vielfdtig.
Prinzipiell konnten alle polaren, hydrophilen und negativ geladenen sowie auch aromatische
Aminosauren as Koordinierungspartner in Frage kommen. Weiterhin ist zusétzliche
Koordinierung durch Wassermolekile und Carboxylgruppen der Hauptgruppen maoglich. Es
wurden daher systematisch 20 Aminosauren von T268 bis S287 des S3-4-Linkers (vergl.
Abb. 8) zu Alanin oder Lysin substituiert.

TMS-3 S3-SA4-Linker TMSA4

KCNA2 MNI | DI VAI | PYFI TLGTELAEKPEDAQQGQRAMSLAI LRVI RLVRVFRI FKLSR
KCNA1 MNFI DI VA | PYFI TLGTEI AEQ- EGNQKGEQATSLAI LRVI RLVRVFRI FKLSR

Abb 8: Vergleich der Aminosduresequenzen des S3-S4-Linkers von Kv1.1 und Kv1.2. Die mit einem schwarzen
Balken versehenen Bereiche entsprechen dem N-Terminus von S3 (links) und dem C-Terminus des
Spannungssensors S4 (rechts) mit positiv geladenen Aminosauren in blau. Die grau unterlegten Aminosauren
des S3-S4-Linkers sind in beiden Kanélen identisch. Der durch blaue Punkte markierte Bereich T268 bis S287
wurde in KCNAL1 in der Punktmutagenese zu Ala und Lys mutiert.

Der Austausch durch die kleine neutrale Methylgruppe von Alanin sollte Auskunft Uber eine
direkte Interaktion der Seitenkette der Zielaminosiure mit dem Pb*-Kation geben, die
Substitution mit der positiv geladenen Aminosaure Lysin sollte, im Vergleich zum
Alaninaustausch, im Fall einer Beteiligung der Aminoséure an der Pb**-Bindung zu einer
Verstarkung der Abnahme der Pb**-Affinitét fiihren. Alle Mutanten konnten in Oocyten als
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funktionelle Kanée exprimiert werden. Die Pb?*-Sensitivitat wurde anhand der Fraktion der
nichtinhibierten Tailstromamplitude in Anwesenheit von zwei Pb?*-K onzentrationen, 2.5 UM
und 10 uM, bestimmt. Die Messung erfolgte bei einem Deaktivierungspotential von -80 mV.
Der depolarisierende 200 ms Vorpuls lag, abhangig von der Aktivierungsschwelle der
einzelnen Mutanten, zwischen -30 mV und -40 mV. Aus den nichtinhibierten Stromfraktionen

mut

wurde dann ein Kyq -Wert unter der Annahme von vier unabhangigen Bindungsstellen nach

folgender Glechung berechnet:

Kd=|—2 ——1(Pb2+]

1-(1/1,)*

Abb. 9 zeigt das Verhdtnis Kd™/Kd" fir die Ala und Lys Mutanten in zwel
Balkendiagrammen. Unter den Alaninmutanten falt as erstes E283A im C-terminalen
Abschnitt des S3-S4-Linkers durch eine ~ acht-fache Verminderung der Pb?*-Affinitét auf.
Ein Lysin in derselben Position erzeugt eine vergleichbare Erhéhung des Kg-Wertes (~
sieben-fach). Eine signifikante Reduzierung der Pb*-Affinitdt zeigten auRerdem die
Punktmutanten E272A und E272K (Kd™'-Kd"“-Verhdltnis von 3 bzw 5). Die groRte
Anderung der Pb**-Affinitdt (~ 10-fach) besitzt die Mutante T286K, wahrend die
entsprechende Alanin-Mutante T286A keine bemerkenswerte Anderung des Kg-Wertes
aufweist. Es konnte keine Mutante mit einer fiir Kv2.1 vergleichbaren niedrigen Pb*-
Affinitat (~150-fach niedriger als Kv1.1) identifiziert werden. Die Doppelmutante E272,
283A zeigte im Vergleich zu E283A nur eine leicht erhéhte Anderung in der Pb®*-Sensitivitét,
was einer Addition der Anderung der Kd- Werte beider Einzelmutanten entsprechen konnte.
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S287A . S287K 3
T286A ] T286K I,
A285A \ A285K [
Q284A IR Q284K IR
E2g3A IS E283K .
G282A IR G282k I
K281A | K281K
Q280A | Q280K 1
N279A 3 N279K |
Q278A . Q278K |3
E277A IR E277K .
Q276A IR Q276K Ik
E275A | E275K |
A274w IR A274K |
1273A | & 1273K |3
E272A I E272K 3
T271A I T271K I
G270A . G270K 3
L269A I L269K I
T268A I T268K |
wit || wit |
0 2 4 6 8 10 0 5 10 15
Kdmut/Kd wt Kdmut/Kd wt

Abb 9: Kd-Verhaltnis von wt-Kanal und Kanalmutanten. Die Fraktion des nichtinhibierten Tailstroms wurde in
Anwesenheit von 2,5 pM und 10 uM Pb?* bei einem Tailpotential von -80 mV nach einem Vorpuls auf -30 mV bis
-40 mV abhéangig von der Aktivierungsschwelle der Mutante, gemessen. Die Berechnung der Kd-Werte erfolgte
nach Kd=(1/(1-(1/l)**)-1)[Pb*]. Die Balken entsprechen den Mittelwerten des Kd-Verhltnis von wt-Kanal und
Kanalmutanten £ SEM, n=3-7.

7 Perturbationen im Aktivierungsverhalten von Kv1.1 durch
Mutationen im S3-S4-Linker

Die Mutationen innerhalb des S3-S4-Linkers fihrten zu  Perturbationen  der
Aktivierungsparameter von Kv1.1. Diese lassen sich als Anderungen in der freien Energie
AGO, dem Energiebetrag der fir den Ubergang vom geschlossenem zum offenen Zustand des
Kanals notwendig ist, beschreiben (AAGO kcal/mol). Genauere Angaben zur Berechnung von
AAGO aus den Fits der Aktivierungskurven mit einfachen Boltzmanfunktionen finden sich
unter Methoden, Abschnitt 4. In Abb 10 sind die AAGO-Werte fur ale innerhalb des S3-4-
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Linkers eingefiihrten Mutationen dargestellt. Mutanten mit |AAGO| <1 werden bezlglich der
thermodynamischen Aktivierungsei genschaften als mit dem wt-Kanal gleichwertig betrachtet.
Auf dem ersten Blick falt auf, dass die meisten Ala-Mutanten mit [AAGO| >1 negative AAGO-
Werte besitzen (11 von 20), equivalent zu einer Stabilisierung des offenen Zustandes des
Kanals, wahrend Substitution mit der positiv geladenen Aminosaure Lys tendenziell positive
Anderungen von AGO im S3-S4-Linker von Kv1.1 erzeugen (9 von 20) und daher das Offnen
des Kanals erschweren. Die Position S287 reagiert alerdings auf eine Substitution mit Lys
mit einer deutlichen Verschiebung von AGO in negative Richtung. Vergleicht man die
Verteilung der Mutanten mit JAAGO| > 1, so findet man diese im Fall von Lys-Substitutionen
gehauft im COOH-termialen Abschnitt, die Aminosauren mit den grofRten AGO-Anderungen
(T286K, S287K) sind dagegen am N-terminalen Ende platziert. Wéahrend Lysin-Mutationen
im Abschnitt 1273 bis G282 keine bedeutsamen AGO-Anderungen hervorrufen, fuhrt dort die
Neutralisierung von geladenen und polaren Seitengruppen durch Alanin-Substitution zu einer
Ansammlung von Mutanten mit Verschiebungen von AGO in negative Richtung. Auffallig ist
die Mutation T286K. Sie zeigt die stérkste Verschiebung von AGO in positive Richtung und
besitzt auRerdem die stérkste Verminderung der Pb?*-Sensitivitét (vergl Abb 9). In Abb. 11
sind die Spannungsaktivierungskurven der Mutanten in den Positionen, fur die signifikante
Verminderung der Pb**-Konzentration gefunden wurde, dargestellt. Die deutlichste
Verschiebung der Spannungsaktivierung zu positiven Potentialen sowie eine Verschiebung zu
positiveren AGO —Werten zeigt die Mutante T286K.
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Abb. 10: Perturbationen in den Aktivierungsparamentern von Kv1.1 durch Ala- und Lys-Mutationen im S3-S4-
Linker A: Darstellung von AAGO-Werten, die aus Veradnderungen der Spannungsaktivierungskurven durch

Punktmutationen

im S3-S4-Linker

resultieren.

Links Ala-Punktmutanten, rechts Lys-Punktmutanten. B:

Anderungen der Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung der Punktmutanten. Dargestellt ist die Differenz der V¥4
Werte von wt-Kanal und Kanal-Mutante (mV), links Ala-Punktmutanten, rechts Lys-Punktmutanten. Die Balken
entsprechen den Mittelwerten des Kd-Verhaltnis von wt-Kanal und Kanalmutanten + SEM, n=3-8.
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Abb. 11: Spannungsaktivierungskurven von Ala- und Lys-Mutanten an Positionen, in denen veminderte Pb2+-
Affinitdt gefunden wurde. Es werden die Aktivierungskurve vom wT-Kanal (Kreise) sowie die Kanalmutante

(Rechtecke) zusammen in einem Graph dargestellt. Die durchgezogene Linie entspricht einem Fit mit einer
einfachen Boltzmannfunktion.
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VI Diskussion

1. Effekte von Pb?" auf die Aktivierung von Kv1.1

In dieser Arbeit wurden die inhibierenden Eigenschaften von Pb?*-Kationen auf den
spannungsaktivierten Kaliumkanal Kv1.1 untersucht. Es konnte beobachtet werden, dass Pb**
in geringen Konzentrationen (50 pM) ene deutliche Verschiebung  der
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu postiveren Potentialen verursacht. Auch die
Steilheit der Spannungsabhangigkeit der Kanalaktivierung nimmt in Anwesenheit von Pb**
ab. 50 pM Pb** verursachten aufRerdem eine relativ leichte Reduktion der maximalen
Sromamplitude (vergl. Abbl, Ergebnisse). Eine durch divalente Kationen verursachte
Spannungsverschiebung der Kanalaktivierung konnte auch bei anderen klonierten
lonenkanalen in Anwesenheit von Pb?* (vergl. Tabelle 1, Ergebnisse) oder bei vergleichbaren
Konzentrationen an Zn*" bei Kv1.5 beobachtet werden (Zhang et al. 2001; Kehl et al., 2002;
Teisseyre et al., 2002).

Die Effekte des Pb*" auf die Spannungsabhangigkeit der Kv1.1-Aktivierung sind vermutlich
nicht durch eine Neutralisation der fixen Oberflachenladung der Membranoberflache zu
erkléren (vergl. Einleitung). In einer Studie zur , Surface-Charge Theorie® (Elinder et al.,
1996) wurde beschrieben, dass Sr** in einer Konzentration von 5 mM bei klonierten Kv-

Kandlen nur eine Verschiebung von Vi, um 4.2 £ 0.3 mV (n=8) verursacht.
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Eine Verénderung in der Steigung der Spannungsaktivierungskurve oder eine Reduktion der
maximalen Stromamplitude wurde nicht beobachtet. Da eine viel geringere Konzentration (50
1M) an Pb** eine deutlich groRere Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung
verursacht (~27 mV), muss angenommen werden, dass der Pb**-Effekt auf eine spezifische
Bindung von Pb?* an Kv1.1 zuriickzufiihren ist.

Eine einfache Erklarung ware, dass Pb** eine Bindungsstelle in Kv1.1 besetzt, was zu einer
Verdnderung des Verhaltens des Spannungssensors fuhrt: Der geschlossene Zustand des
Kanas wird stabilisert und im Vergleich zum Wild-Typ Kanal werden stérkere
Depolarisationen bendtigt, um den Kana zu oOffnen. Fur diese Erkldrung spricht die
Beobachtung, dass die Aktivierung des Kvl.1-Kanals in Anwesenheit von Pb* stark
verzogert ist (vergl. Abb 2, Ergebnisse), d. h. Pb®* bewirkt eine Verlangsamung des
Ubergangs des geschlossenen Kanals in den offenen Zustand (gating). Dazu passt die
beobachtete V erschiebung von V., zu positiveren Potentialen.

Weitere Hinweise welcher Zustand oder Zustandswechsel wéhrend der Aktivierung des
Kanals durch Pb?* beeinflusst wird, liefert die Untersuchung der Effekte von Pb*" auf die
, Gating”-Strome (vergl. Abb. 1). Die Experimente erfolgten an einer Porenmutante (W434F)
des Shaker Kv-Kanals, der direkt mit Kvl.1l verwandt ist. Die Mutante besitzt keine
lonenleitfahigkeit mehr (Perozo et al., 1993) und erlaubt deshalb die Messung der ,, Gating*-
Strome. Diese werden durch die Verschiebung von Ladungen des Spannungssensors im
elektrischen Feld der Membran wahrend der Aktivierung des Kv-Kanals hervorgerufen. lhre
Kinetik wurde als Zeitintervall der Abnahme der Stréme bis auf ihren halbmaximalen Wert
(tos) gemessen. Betrachtet man die Grol3e der bewegten Ladungen (Q) in Abhangigkeit des
Testpotentials (Vq), so zeigte sich eine Verschiebung der Q/V-Beziehung zu positiveren
Potentialen hin (Abb. 1B, in Anwesenheit von Pb?* Verschiebung von Vs Um ~+19 mV).
AuRerdem wurde durch Pb?* die maximale Amplitude der Gating-Stréme verringert, und die
,on-gating*-Strome  (gating-Strome, die durch Ubergang des Spannungssensors vom
deaktivierten in den aktivierten Zustand hervorgerufen werden) wurden verlangsamt. (Abb
1C, Erhdhung von tosin Anwesenheit von Pb®* ~ 189%, 0 mV). Off-gating" -Stréme (gating-
Strome, die durch Ubergang des Spannungssensors vom aktivierten in den desktivierten
Zustand hervorgerufen werden) erfuhren hingegen eine Beschleunigung (Abb. 1D,
Verringerung von tosin Anwesenheit von Pb*" auf ~75%, 0 mV).

Die beobachtete Verschiebung der Q/V-Beziehung, sowie die Verlangsamung der Kinetik der
on-gating-Stréme liefern ein starkes Indiz, dass Pb?* die Bewegung des Spannungssensors im
elektrischen Feld, die mit der Aktivierung der Kv-Kande verbunden ist, stark beeinflusst.
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Zusammenfassend |&sst sich feststellen, dass Die Modulation der gating-Stréme durch Pb?* in
guter Ubereinstimmung mit den Effekten von Pb*" auf die Aktivierung der lonenleitfahigkeit
von Kv1.1ist.

Die Beobachtung, dass Pb®* die Kinetik der , off-gating-Stréme* sowie die Deaktivierung von
Kv1.1 beschleunigt, ist von erheblicher Bedeutung. Diese |&sst weitere Schllisse Uber einen
maglichen Mechanismus der Pb?*-Modulation zu. Eine Schlussfolgerung ist, dass Kv1.1-
Kangle, die Pb®* gebunden haben, einen offenen, K* leitenden Zustand einnehmen konnen.
Diese Fraktion an offenen Kandlen unterscheidet sich von offenen Kanalen, die kein Pb®*
gebunden haben, durch eine verdnderte (beschleunigte) Deaktivierungskinetik, d.h. durch
einen beschleunigten Ubergang in den geschlossenen Zustand. Das ist ein weiteres starkes
Argument dafiir, dass Pb?* einen spannungskontrollierten Schritt der Kv1.1 Kanalaktivierung
beeinflusst. Aus diesen Uberlegungen folgt auch, dass die Kinetik der Deaktivierung als Mald
fir den Anteil an offenen Kv1l.1 Kanden mit besetzten Pb**-Bindungsstellen genommen
werden kann.

Bei sehr niedrigen Potentialen nahe der Aktivierungsschwelle von Kv1.1 konnte keine
wesentliche Veradnderung der Desktivierungskinetik beobachtet werden. Das heil3t, dass unter
diesen Bedingungen die Fraktion der offenen Kanale auch der Fraktion der von Pb**-freien
Kanale entspricht. Dies war eine wichtige Voraussetzung zur Bestimmung der Zahl der Pb**-
Bindungsstellen pro Kv1.1-Kanal.
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Abb 1: Effekt von Pb?" auf Gating-Strome der nichtleitfihigen Shaker-Mutante W434F. Messung erfolgte in
Oocyten (Xenopus laevis), cut-open-Technik. Offene Kreise zeigen Datenpunkte der Kontrolle, gefiillite Kreise
zeigen Datenpunkte fur Messungen in Anwesenheit von Pb** (200 puM). A: Aufnahmen bei Potentialen von -70
mV bis +30 mV in 20 mV-Schritten. WASH: Gating-Stréme aufgenommen 20 min nach dem Auswaschen von
Pb*. B: Ladungs-Spannungsbeziehung des on-Gating-Stroms. Die Werte fiir die gating-Ladungen (Qon) wurden
auf die entsprechenden Maximalwerte der Kontrolle normalisiert Die Symbole reprasentieren Mittelwerte + SEM
(n=3).C: Spannungsabhéngigkeit des zeitlichen Verlaufs des on-gating-Stroms. to s beschreibt das Zeitintervall der
Abnahme der Stréme bis auf ihren halbmaximalen Wert der Kontrolle. Die Symbole reprasentieren Mittelwerte +
SEM (n=5). D: Spannungsabhéngigkeit des zeitlichen Verlaufs des off-gating-Stroms. tos beschreibt das
Zeitintervall der Abnahme der Strome bis auf ihren halbmaximalen Wert der Kontrolle. Die Symbole
reprasentieren Mittelwerte £+ SEM (n=5). Die hier prasentierten Experimente wurden von M. Madeja durchgefihrt
und freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

2. Mechanismus der Modulation von Kv1.1 durch Pb%

Diein dieser Arbeit durchgefihrten Bindungsstudien ergaben deutliche Hinweise, dass Kv1.1
mehrfache Pb”*-Bindungsstellen besitzt. So war die Konzentrationsabhangigkeit der
Besetzung von Kv1.1 mit Pb**-lonen bei niedrigen Potentialen nahe der Aktivierungsschwelle

des Kanals, besonders im Bereich von Pb**-Konzentrationen die zu einer fast vollstandigen
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Inhibition flhrten, steiller as fir eine Beziehung, die ein stoichiometrisches Verhdltnis
zwischen Kanal und Pb?*-lon von 1:1 annimmt. Die Daten konnten gut mit einem einfachen
Bindungsmodell mit vier unabhangigen, gleichwertigen Pb**-Bindungsstellen beschrieben
werden (vergl. Abb. 4, Ergebnisse). Auswaschexperimente (vergl. Abb.5, Ergebnisse)
ergaben eine starke Spannungsabhangigkeit der Kinetik der Erholung von Kv1.1 aus der Pb?*-
Inhibition. Bei nur einer Pb?*-Bindungsstelle auf dem Kvl.1-Kanal wiirde man keine
Spannungsabhangigkeit der Erholung aus der Inhibition erwarten. Hingegen wurde bei
niedrigen Potentidlen nahe der Aktivierungsschwelle des Kvl.1-Kanals eine deutliche
Verzogerung der Erholung des Kv1.1 Kanals beobachtet. Das spricht dafir, dass die Kv1.1
Kandle bei niedrigen Testpotentialen erst 6ffnen kénnen, wenn ale an den Kvl.1-Kand
gebundenen Pb**-lonen die vier Bindungsstellen des Kv1.1-Kanals verlassen haben.

Auch die Abhangigkeit der Deaktivierungskinetik, sowohl von der Stérke des Testpotentials
wie auch von der Pb®*-Konzentration, weist auf eine Komplexitat der Bindungsverhaltnisse
durch die Existenz von verschiedenen Kv1.1-Kanalpopulationen hin, die eine unterschiedliche
Anzahl an Pb**-lonen gebunden haben. Daher wurden in dieser Studie Randbedingungen fiir
die Bindungsstudien gesucht, bei denen die Fraktion der offenen Kv1.1 Kanéle der Fraktion
der Kandle, die kein Pb** gebunden haben, annahrend entspricht, um die Besetzung der
Bindungsstellen des Kvl.l-Kanals in Abhangigkeit zur  Pb*-Konzentration
elektrophysiologisch messen zu kénnen. Das ist offensichtlich bei niedrigen Testpotentialen
nahe der Aktivierungsschwelle des Kanals der Fall (siehe oben, Schwartz et al., 1997a).
Zusammenfassend kann die Schlussfolgerung aus den Bindungsstudien gezogen werden, dass
Kv1.1 vier Bindungsstellen fir Pb®*-Kationen aufweist. Sowohl ein Hill Koeffizient von 3.1
aus dem Fit der Konzentrationsabhangigkeit der Pb®*-Inhibition mit einer Langmuir
Gleichung as auch die angemessene mathematische Beschreibung des Verlaufes der
Erholung aus der Pb**-Inhibition mit einer Funktion der vierten Potenz unterstiitzen die
Vermutung, dass jewells eine der vier a-Untereinheiten eine unabhéngige und gleichwertige
Pb**-Bindungstelle besitzt. Da vier Bindungsstellen gleichzeitig besetzt werden koénnen, kann
vermutet werden, dass sie sich réumlich nicht Uberlappen.

Die fur die Bindungsstudien untersuchte Inhibition des Kanals bei niedrigen Potentiaen,
resultiert hauptséchlich aus der Verschiebung der Spannungsaktivierungskurve zu positiveren
Potentialen in Anwesenheit von Pb?*. Das lasst darauf schlieRen, dass die hier beschriebene
Bindung von Pb*" an Kv1.1 auch fiir die beobachtete Verlangsamung des Ubergangs vom
geschlossenem zum offenen Zustand des Kanals (Beeinflussung der Aktivierungskinetik

sowie der Gating-Strome) verantwortlich ist.
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Die modul atorischen Effekte von Pb?* auf die Aktivierung von Kv1.1 sind charakteristisch fiir
einen relativ neu beschriebenen Mechanismus der Kv-Kanal-Inhibition, der auf einer
Modifizierung des Schatverhaltens des Kanals wéahrend der spannungsabhéngigen
Aktivierung beruht. Dieser Mechanismus wurde am intensivsten an dem Spinnentoxin
Hanatoxin untersucht, welches als , Gating-Modifizierer* Kv2.1 Kanédle inhibiert. Wie bei
Pb**-Inhibition resultiert der Kanalblock durch Hanatoxin hauptsachlich aus einer
Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu positiven Potentialen.
Hanatoxin bewirkt eine drastische Beschleunigung der Deaktivierung und Bindungsstudien
bei niedrigen Potentialen weisen auf vier Toxinbindungsstellen pro Kv2.1-Kanal hin
(Schwartz et al., 1997a, 1997b; Li-Smerin et a., 2000; vergl. Einleitung). Es wird
angenommen, dass Hanatoxin elnen geschlossenen Zustand des Kanals vor dem eigentlichen
Offnen der Pore stabilisiert, und dadurch die Kanalaktivierung verzogert. Somit beeinflusst
die Bindung von Hanatoxin (wie auch die von Pb*") das Schaltverhalten des Kv-Kanals
wéhrend der spannungsabhangigen Aktivierung. Die in den Arbeiten Uber Hanatoxin wie
auch in den hier durchgefiihrten Pb**-Bindungsstudien gemessenen deaktivierenden
Tailstréme beschreiben den Ubergang vom offenen zum geschlossenen Zustand des Kanals.
Die Veranderung der Kinetik dieser Tailstréme durch Hanatoxin und Pb?* l&sst deshalb
vermuten, dass bede  Gating-Modifizierer  die  direkte  Kopplung  der
Konformationsinderungen des Spannungssensors bei Aktivierung an das Offnen der

ionenleitenden Pore beei nflussen.

3. Lokalisation der Pb**-Bindungsstelle auf Kv1.1

Pb** zeigt die in dieser Arbeit beschriebenen Effekte auf Kv1.1 nur, wenn es von der
extrazelluldren Seite der Membran appliziert wird. Folglich kommen as potentielle
Bindungstelle fiir Pb?* Bereiche des Kanals in Frage, die zur extrazellularen Oberflache des
Kanals hin lokalisiert sind oder fiir Pb?* von der uleren Membranfldche aus zuganglich sind.
Fur extrazelluldr wirksame inhibitorische Substanzen von Kv-Kanden wurden bisher zwel

Rezeptorregionen charakterisiert und im Detail studiert (vergl Einleitung). (1)Verschluss des
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lonentransportweges durch Bindung von inhibitorischen Substanzen an die &auflere
Porenregion des Kanals (Skorpiontoxine, Gross et a. 1996, Goldstein et a., 1994, Aiyar et
al., 1995) oder durch eine verlangerte Interaktion von Kationen wie Ba®* mit den
lonenbindungsstellen innerhalb des Selektivitétsfilters von Kv-Kandlen (Neyton und Miller,
1988a,b; Harris et a., 1998; Jiang et a., 2000).

(2) Modifikation des spannungsabhangigen Schaltverhaltens des Kanals durch Bindung der
Substanzen an Bereiche innerhalb der Spannungssensordoméne. Zwe gut untersuchte
Beispiele fur diesen Typ der Modulation sind das Spinnentoxin Hanatoxin sowie die
Interaktion von Mg?* mit zwei negativ geladenen Aminosduren in  den
Transmembransegmenten S3 und S4 von eag-Kandlen (vergl Einleitung, Schwartz et d.,
1995, 1997a; Silvermann et a. 2000). In beiden Falen wird eine Modulation der
konformationellen Anderungen des Spannungssensors wahrend der Kanalaktivierung as
Mechanismus vermutet (Terlau et a., 1996; Silvermann et al., 2000; Tang et a., 2000).

Im Vorfeld dieser Studie wurde versucht, mit einer Chimérenstrategie eine Region des Kv-
Kanals Kv1.2 zu identifizieren, die die putative Pb**-Bindungstelle enthdlt (M. Madeja,
unverdffentlichte Daten). Die Beobachtung, dass der Kv-Kanal Kv2.1 eine ~ 100 Mad
geringere Pb**-Sensitivitét als der Kanal Kv1.1 besitzt, 14sst vermuten, dass die Mitglieder der
Shaker-Familie eine Pb**-Bindungsstelle besitzen, die auf Kv2.1 nicht vorhanden ist. Dann
ware es theoretisch moglich, die Pb?*-Sensitivitét durch den Austausch homologer Domanen
auf Kv2.1 zu Ubertragen. Als MaR fiir eine erhéhte Pb**-Sensitivitat wurde die Verschiebung
der Spannungsaktivierungskurve zu positiveren Potentialen entlang der Spannungsachse
gedeutet. Sie wurde als Hinweis fir eine direkte Beteiligung der ausgetauschten Region an
der Bindung von Pb®* gewertet.

In den ersten Experimenten wurden Chiméren untersucht, in denen ganze funktionelle
Doménen ausgetauscht wurden. Die putative Pb*-Bindungsstelle konnte so auf die
Spannungssensordoméne  (S1-$4) eingegrenzt werden. Bel enem Austausch. der
Porendomane wurden keine Anzeichen auf eine erhdhte Pb*-Sensitivitat gefunden.
Offensichtlich ist diese Modulation der Kanalaktivierung auf eine Interaktion von Pb*" mit
Elementen der Spannungssensordoméne zurlickzufihren. Dieses Ergebnis bestétigt die
Vermutung, dass Pb**-Inhibition auf eine Modulation der spannungsabhéngigen Aktivierung
beruht und Pb?* als Gating-Modifizierer funktioniert.

Um die Position der putativen Pb*-Bindungsstelle auf eine Region innerhalb der
Spannungssensordoméne S1-$4 zu begrenzen, wurden eine Vielzahl weiterer Chimaren,
untersucht. Diese Chimaen wurden unter Berlicksichtigung des konventionellen 6-
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Transmemebran-Segment Modells der Topologie von Kv-Kandlen konstruiert. Es wurden
einzelne Elemente wie Transmembransegmente und Linkerregionen ausgetauscht. Bei diesen
Chimaren konnte eine Erhohung der Sensitivitat fir Pb®* beobachtet werden, wenn im
ausgetauschten Bereich der S3-S4-Linker des Pb**-sensitiven Kanals Kv1.2 enthalten war.
Mit der Chimdre Mul5 konnte ein minimaler Abschnitt von 20 Aminosduren, der den
vollstandigen S3-S4-Linker enthalt, identifiziert werden, der bei Ubertragung auf Kv2.1 zu
einer deutlichen Erhéhung der Pb®*-Sensitivitat fiihrt. (vergl. Abb. 7 Ergebnisse).

Bisher gibt es wenig Informationen tiber den Aufbau einer Pb?*-Bindungsstelle in Proteinen.
Uber Anzahl und chemischen Charakter der an einer Pb**-Bindung beteiligten Liganden in
einer Proteinumgebung habe ich keine Hinweise in der Literatur finden konnen. Einen
Hinweis liefert aber die Beobachtung, dass Pb®* in der Lage ist calciumabhangige
Kaliumkandle (SK und BK-Kande), Troponin C-abhangige ATPase und Camodulin-
abhéngige Phosphodiesterase zu aktivieren (Ying-Jun et al., 1999; Habermann et al., 1983;
Chao et a., 1995). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Pb?* in submikromolaren
Konzentrationen an Ca®*-Bindungsstellen von regulatorischen Molekiilen wie Calmodulin
und Troponin C bindet (Habermann et al., 1983, 1985; Chao et a., 1990). Die Bindung von
Pb** an diese Ca*-regulatorischen Proteine filhrt daher offensichtlich zu funktionellen
Konformationsanderungen in diesen Signal proteinen, die eine Interaktion und Stimulation der
Zielproteine ermdglichen. Das weist auf eine Koordinierung von Pb®* durch dieselben
Liganden wie bei Ca®*-Bindung hin. Die Ca®*-Bindungsstellen in Calmodulin und Troponin C
in diesen Proteinen sind sehr gut charakterisiert.

In der Literatur werden sie als EF-Hand-Motiv bezeichnet (Uberblick: Lewit-Bentley und
Rety, 2000). In einem Helix-Schleife-Helix Bereich wird Ca?* durch sechs bis acht negativ
geladene und ungeladenen polare Sauerstoffatome koordiniert, die von den Seitenketten
negativ geladener Aminosduren wie Glutamat und Aspartat oder in Form von
Carbonylgruppen der Hauptketten bereitgestellt werden (vergl. Abb.2). Auch Sauerstoffatome
von gebundenen Wassermol ekillen kénnen betelligt sein.

Interessanterweise wurde eine Modulierung des Gatings von Shaker Kv-Kanden durch hohe
extrazellul&re K onzentrationen an Ca’*-lonen (40 mM) beschrieben, die groRe Ahnlichkeit zu
den in dieser Arbeit beschriebenen Pb®*-Effekten aufweist (Gomez- Lagunas et al., 2002). Der
Ca’*-Block ist spannungsabhangig und verursacht eine Beschleunigung der Kinetik der off-
gating-Stréme und der Kanaldeaktivierung bei Repolorisation der Membran. Méglich wére
deshalb, dass auch Ca®* mit einer sehr viel geringeren Affinitdt mit der putativen Pb**-
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Bindungsstelle interagiert. Auskunft dariiber kdnnten kompetetive Bindungsstudien mit Pb?*
und Ca®* geben.

Fir den bakteriellen Kv-Kana KVAP existiert eine Kristallstruktur des Spannungssensors
(Jiang et a., 2003). Abb. 3 zeigt die Aminosauresequenzen der S3-S4-Linker von Kv1.2,

{a)

helixE

loop

helix F

Abb. 2: Darstellung des EF-Motivs. Links: Ribbondarstellung des EF-Motivs. Die Schleife zwischen den beiden
helikalen Elementen E und F liefert die Ca®*-Bindungsstelle. Mitte: Das EF-Hand-Motiv kann durch eine rechte
Hand symbolisiert werden. Der Zeigefinger zeigt die Ausrichtung der Helix E, Helix F verlauft in Richtung des
Daumen und der gebogene Mittelfinger entspricht den 12 Aminosauren in der Loopstruktur, die die Ca®-
Bindungsstelle enthalt. Rechts: Das Ca’*-Kation wird in einem der EF-Hand Motiven des Signalproteins Troponin
C durch sechs Sauerstoffatome koordiniert. Diese werden von den Seitenketten der Aminoséauren D9, N11, D13,
E20, von einer Hauptgruppe in Position 15 und einem Wassermolekiil bereitgestellt (aus Brandon und Tooze,
Jntroduction to Proteinstructure,)

Kv1.1 und Kv2.1im Vergleich zu der entsprechenden Sequenz des KvAP-Kanals. Die S3-4-
Linker der Shaker Kv-Kandle Kv1.1 und Kv1.2 besitzen einen hohen Anteil an identischen
Aminosduren von ~70% (vergl. Abb. 8, Ergebnisse) und enthalten eine Vielzahl an
Aminosduren mit negativ geladenen sowie hydrophilen Seitenketten, die moglicherweise an
einer Bindung von Pb** beteiligt sein konnten. Die Struktur des Spannungssensors von
eukaryotischen Kv-Kandlen kann im Kontext der Kristalstruktur des vollstandigen
spannungsabhangigen bakteriellen KvAP-Kanads (Jiang et al., 2003) diskutiert werden.
Sequenzhomologien von KVAP mit Kandlen der Shakerfamilie besonders im Bereich S3b-$4
weisen auf eine dnliche Struktur der Spannungssenssordomanen in eukaryotischen Kv-
Kandlen hin (Ruta et a., 2003; Jiang et a., 20033, b). Abb. 4A zeigt einen vergrolderten
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Ausschnitt aus der Spannungssensordomane mit den helikalen Elementen S3a, S3b und S2
(blau). Der fiir die Pb?*-Bindung relevante S3-S4-Linker entspricht den helikalen Elementen
S3b und dem N-terminus von $4 (vergl Abb 3). Ein zusétzlicher Bereich von ca 10
Aminosduren in der Kv1.1 und Kv1.2-Sequenz stellt eine Erweiterung des Loops zwischen

S3b S3-$4 Linker A

KvAP  El PALVPAGLLALI EGHLAG LGLFRLVRLLRFLRI LLI I SR
Kv2.1 DLLAI LPYYVTI FLTESNKSVL QFQNV RRWQ FRI MRI LRI LKL- AR
Kvl.1 DI VAI | PYFI TLGTEI AEQEGNQKGEQ ATSLAI LRVI RLVRVFRI FKL- SR
Kvl.2 DI VAI | PYFI TLGTELAEKPEDAQQGQRQAMSLAI LRVI RLVRVFRI FKL- SR
Mul5 DLLAI LPYYVTLGTELAEKPEDAQRGQQANMSLAI LQ FRI MRI LRI LKL- AR

Abb. 3: Sequenzvergleich des S3-S4-Linkers der Kv-Kanéle Kv1.1, Kv1.2 und Kv2.1 mit der homologen Region
des bakteriellen Kv-Kanals KvAP. Die durch Balken markierten Bereiche entsprechen den helikalen Elementen
S3b und S4 der KvAP-Kristallstruktur. Die grau markierten Positionen in der Kv2.1 Sequenz kennzeichnen die
Aminosauren 1273, F274 und E277, die an der Interaktion mit Hanatoxin beteiligt sind. Der grau gekennzeichnete
Bereich in Mul5 entspricht der Sequenz des ausgetauschten S3-S4-Linkers von Kv1.2, die fiir eine Ubertragung
der Pb%*-Sensitivitat auf Kv2.1 notwendig ist.

S3b und $4 im Vergleich zu KvAP dar (vergl. Abb. 3). Daher kann Uber die Struktur oder
Orientierung dieses Bereichs keine Aussage gemacht werden. Helix-Loop-Helix Strukturen
werden im Spannungssensor durch die Verknipfung der helikalen Elemente S3a und S3b,
sowie im Spannungssensor-Paddel (S3b bis $4) ausgebildet (vergl. Abb.4). Die Abfolge der
Elemente Helix-Loop-Helix wie auch die Lange der potentiellen Schleife zwischen S3b und
4 von ~10- 12 Aminosauren passt auf das Motiv der EF-Hand. Die Lage und Ausrichtung
der helikalen Elemente im Spannungssensor zeigen aber zumindest in dieser Konformation
des KvVAP-Kanals, keine Ahnlichkeiten zum generellen EF-Hand-Motiv ~ der
Calciumbindungsstel len.

Wie in Abschnitt 1 diskutiert, zeigen die modulatorischen Effekte von Pb?* beziiglich der
Aktivierung und Deaktivierung und der Stoichiometrie der Bindungsstellen eine grofe
Ahnlichkeit zum gatingmodifizierenden Mechanismus der durch Hanatoxin vermittelten
Kanainhibition (Schwartz et a., 1997a). Beide Inhibitoren gehtren zur Klasse der Gating-
Modifizierer. Diese Ubereinstimmungen in der Beeinflussung der Kanalaktivierung konnte
ein Hinweis darauf sein, dass sich die Bindungsstellen fiir Pb®* und Hanatoxin tberlappen
oder sogar homologe Aminosaurepositionen in den durch Pb* und Hanatoxin modulierten
Kanden an der Bindung beider Effektoren beteiligt sind. Bindungsstudien mit Hanatoxin an
Chiméren und Punktmutanten zeigen, dass Hanatoxin mit drei Aminosauren in der S3-$4
Linkerregion von Kv2.1 interagiert (Schwartz et a., 1997b; Li-Smerin 2000, 2001). Diese
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Positionen sind im Sequenzvergleich in Abb. 3 wie auch in der KvAP-Struktur (Abb 4)
markiert und befinden sich tatsachlich in einem Bereich, der durch die Chiméare Mul5 als
essentiell fiir die Pb®*-Bindung definiert wurde.

Um zu Uberpriifen, ob homologe Positionen auf Kv1.1 in diesem fiir die Hanatoxinbindung
wichtigen Bereich an der Bindung von Pb** beteiligt sind, wurden zunéchst fiinf
Aminosauren, T267 bis E272, (vergl. Abb. 8, Ergebnisse) der Rethe nach zu Alanin und Lysin
mutiert. Es konnte aber nur eine Position E272 mit einer geringflgig verminderten
Pb* Sensitivitat (3- bzw 5-fache Erhéhung des Kd™'-Kd"-Verhaltnis) identifiziert werden.
Daher wurde die Mutagenese auf die Region des Loops zwischen S3b und S4 bis
einschliefdlich der Position S287 um 15 Aminosiuren erweitert. Substitution von E283 mit
Alanin oder Lysin fiihrt zu einer 8-fachen Verminderung der Pb?*-Sensitivitat. Austausch von
T286 gegen Lysin verursachte eine 10-fache Reduzierung der Pb*-Affinia. Eine
Alaninsubstitution in dieser Position bewirkt weder eine Perturbation im Gatingverhalten
noch weist sie eine veranderte Pb®*-Sensitivitét auf. Im Fall von E272 und E283 fiihren
Alanin und Lysinmutationen zu einer vergleichbaren Reduzierung der Pb?*-Sensitivitéat (vergl.
Abb. 10, Ergebnisse). Moglicherweise ist die Seitenkette von T286 nicht direkt an einer Pb*-
Koordinierung beteiligt, da sonst ein Austausch gegen eine Methylgruppe durch Alanin-
Substitution zu einer Verminderung der Pb**-Affinitat fihren sollte. Auffalligerweise fihrt
die Einfihrung einer positiven Ladung zu einer Verschiebung des V.,-Wertes der Mutante
T286 zu mehr positiven Potentialen, was dem Effekt der Pb?*-Bindung an Kv1.1wt entspricht
(vergl Abb 10, Ergebnisse). Eine Erkl&rung wére, dass die positive Ladung der
Lysinseitenkette in Position 286 elektrostatische Krafte innerhalb der eigentlichen Pb**-
Bindungstelle ausiibt, was zu vergleichbaren Effekten auf das Gating der Mutante fihrt, wie
sie bei Pb*-Bindung an Kv1.1 beobachtet wurden. Gleichzeitig verliert die Mutante S286K
an Pb**-Affinitét, da die Zuganglichkeit der Pb**-Bindungstelle fir Pb* aufgrund der
positiven Ladung des Lysins erschwert wird. Eine dhnliche Beobachtung wurde fur eine
Mutante L342H im Bereich des S3-34-Linkers des HERG-Kanals gemacht. Diese Muation
eliminiert die Modulation des HERG-Kanals durch Mg* (Tang et a., 2000). Es ist
unwahrscheinlich, dass Leucin an einer Bindung von Mg®* beteiligt ist. Trotzdem werden die
Bindungseigenschaften von Mg®* oder die Kopplung des Mg*-Effekts mit dem
Spannungssensor verédndert. Auch konnte die Einfuihrung eines mdoglicherweise positiv
gel adenen Histidins die Zuganglichkeit der Bindungsstelle fir Mg erschweren.

Es konnte keine Mutante mit einer fiir Kv2.1 vergleichbaren niedrigen Pb?*-Affinitat (~150-
fach niedriger als Kv1.1) identifiziert werden. Die moderaten Veranderungen der Pb*-
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Sensitivitét durch Mutationen in den oben genannten Positionen konnte auf eine schwache
elektrostatische Interaktion von Pb* mit diesen hydrophilen und negativ geladenen
Aminosauren hinweisen. Eine vergle chbare Beobachtung wurde fir die Mutation E519A im
Bereich des S3-34-Linkers des HERG-Kanals gemacht (Johnson et al., 2001). Sie verursacht
eine moderate Verminderung der modulatorischen Effekte von extrazellularen Ca®* auf
HERG in mikromolaren Konzentrationen. Es ist unwahrscheinlich, dass diese Position an
einer hochaffinen Ca’*-K oordinierungstelle, vergleichbar mit einem EF-Hand Bindungsmotiv,
beteiligt ist. Es besteht daher die Vermutung, dass zusétzlich andere, bisher nicht identifizierte
Bereiche des Kanals Kv1.1 an der Pb?*-Bindungsstelle beteiligt sind und dass diese fiir den
Unterschied der Pb?*-Sensitivitdt zwischen den beiden Kv-Kanden Kv1.l und Kv2.1
verantwortlich sind und die hohe Pb?*-Affinitat von Kv1.1 mitbestimmen.

Das ist Uberraschend, da mit der hier durchgefiihrten Mutagenese der in der Chiméare Mul5
ausgetauschte Bereich des S3-34-Linkers vollstandig untersucht wurde. Die Interpretation der
durch den Linkeraustausch erworbenen Pb®*-Sensitivitdt von Mul5 stellte eine wichtige
experimentelle Grundlage fur den nachfolgend durchgefiinrten Mutagenesescan im S3-$4-
Linker dar. Hierbei wurde vorausgesetzt, dass die wesentlichen Elemente der Pb*-
Bindungsstelle mit dem Austausch des S3-S4-Linkers auf den Pb**-insensitiven Kanal
Ubertragen wurden und die Erhdhung der Pb**-Sensitivitat aus einer direkten Interaktion
dieser , neuen“ Bindungsstelle mit Pb*" resultiert. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden,
dass andere Regionen malgeblich an der Pb**-Bindungstelle beteiligt sind.

Der Austausch des S3$4-Linkers konnte Konformationsdnderungen in der Struktur von Kv2.1
verursachen, die eine Beteiligung von Regionen aul3erhalb des ausgetauschten Elements an
der Pb?*-Bindung ermdglichen. Mul5 (V= -18 mV) besitzt im Vergleich zu Kv2.1wt (V=
0.6 mV) eine zu negativen Potentialen verschobene Spannungsabhangigkeit der Aktivierung.
Verénderungen im Gating konnten auch bei Deletionen und Mutationen innerhalb des S3-S4-
Linkers von eag-Kandlen beobachtet werden (Tang et a., 1996, 1997, 1998, 2000). Das
kénnte ein Hinweis sein, dass der Linkeraustausch eine Konformationsdnderung des
Spannungssensors  hervorruft, die u. a auch die Pb*-Bindungsstelle beeinflusst.
Beispielsweise konnten fir Splicevarianten das bovinen Homolog des eag-Kanals mit
unterschiedlichen Langen des S3-$4-Linkers Unterschiede in der Sensitivitét fur die
Modulation durch Mg?* festgestel It werden (Schonher et a., 1999).

Es stellt sich die Frage, ob und welche Elemente der Spannungssensordomane sich in
raumlicher N&he der an der Pb?*-Bindung beteiligten Aminossuren im S3-S4-Linker befinden
und vielleicht wesentlich an der Pb**-Bindungsstelle beteiligt sind. Abb. 4B zeigt einen
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vergrélderten Ausschnitt aus der Spannungssensordoméane mit den Elementen S3a, S3b und S2
(blau). Hier sind zwei Aminossuren markiert die an der Mg**-Bindung in eag-Kv Kanden
beteiligt sind. Es handelt sich dabel um zwel negativ geladene Aspartatreste D278 in S2 und
D327 in S3b, die in diesen Positionen nur in eag-Kanden zu finden sind. Die Neutralisierung
der negativen Ladungen dieser Aminosauren durch Interaktion mit Mg® fuhrt zu einer
deutlichen Verlangsamung der Aktivierungskinetik von eag (Silverman et al., 2000).

In der KvAP-Struktur besitzen diese beiden Aminoséuren eine rdumliche Entfernung von ~
18 A voneinander. Die Koordinierung von Mg?* erfordert aber eine viel grofere raumliche
Néhe der Liganden. In hochaufldsenden Proteinstrukturen mit gebundenem Mg betrégt der
Abstand zwischen den Zentren von Mg® und koordinierenden Sauerstoffatomen ~ 2.2A
(Kankare et al., 1996; Larsen et al., 1997; Sliz et d 1997). Daher kann vermutet werden, dass
sich die helikalen Elemente S3b und S2 im eag-Kanal in atomarer Néhe zueinander befinden.
Diese Abweichung von der KvAP-Struktur kann zum einen mit generellen strukturellen
Unterschieden beider Kandle begrindet werden. Es muss aber auch beachtet werden, dass es
sich hierbei um flexible Strukturen handelt, die potentiell ihre réaumliche Lage in
Abhangigkeit vom Zustand des Kanals verandern konnen. So konnten durch fluorometrische
Messungen Verdnderungen in der Struktur des Spannungssensors, wahrend der
spannungsabhangigen Aktivierung von Shaker-Kandlen festgestellt werden (Mannuzzu et dl.,
1996; Cha und Bezanilla 1997, 1998; Chaet al., 1998, 1999; Ghandi ett a., 2000).

Vieleicht ist fir die Mg®Bindung in eag-Kanden eine Konformation der
Spannungssensordomane erforderlich, die der Kana wdahrend der spannungsabhangigen
Aktivierung in Form von Ubergangszustanden einnimmt, bevor er in eine offene
Kanalkonformation Uibergeht. Es ware moglich, dass Kv1.1 sich bei Pb?*-Bindung in einer
vergleichbaren Konformation wie der Mg?*-bindende eag-K anal befindet. In diesem Fall kann
nicht ausgeschlossen werden, dass sich, wie fir den eag-Kanal gezeigt, das S2-Element in
atomarer Nahe zu S3b und $4 befindet und an der Pb*-Bindungsstelle beteiligt ist. Fir
Shaker-Kandle gibt es Hinweise auf eine direkte Interaktion von S4 und S2 Uber Salzbrticken
(Silvermann et al., 2003), insbesondere im N-terminalen Bereich von $4, aso in der Néhe der
Positionen E283 und T286 (vergl. Abb. 3).
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Abb. 4: Strukturmodell des Kv-Kanals basierend auf rontgenkristallographische Daten des KvAP-Kanals Jiang et
al., 2003). A: Der Ausschnitt aus dem Modell zeigt vergréRert die Elemente S3a, S3b, S4 und S2 in blauer Farbe.
Die rot gefarbten Aminosauren entsprechen den Positionen von 1273 (S3b), F274 (S3b) und E277(S3b) die im
Kv2.1 an der Hanatoxinbindungsstelle beteiligt sind. B: Der Auschnitt zeigt vergrdssert die Elemente S3a, S3b,
S4 und S2 in blauer Farbe. Die rot quférbten Aminoséauren entsprechen den Positionen von D278 (S2) und D327
(S3b), die im eag-Kanal an der Mg”"-Bindungsstelle beteiligt sind. C: Der selbe Ausschnitt der KvAP-Struktur wie
in B, die rotgefarbte Seitenkette entspricht der Position E272 in Kv1.1. D: Die Kanalstruktur zeigt drei KvAP a-
Untereinheiten, die Porendomane ist in orange dargestellt, der Spannungssensor (S3a, S3b und S4) griin, das
S2-Segment ist rot gefarbt (Jiang et al., 2003a, modifiziert von R. Born).

Abb 4D zeigt ein Modell des spannungsabhangigen bakteriellen KvAP-Kanals, basierend auf
der Kristallstruktur (Jiang et al., 2003) des vollsténdigen Kanals (vergl. Einleitung). Es zeigt
die relative Position des Spannungssensorruders im Verhaltnis zur zentralen Porendoméne.
Grin dargestellt sind die helikalen Elemente S3a, S3b und S4. S3b und S4 bilden den
eigentlichen beweglichen Spannungssensor der positiv geladene Aminosduren trégt. Die
Struktur zeigt, dass sich dieser Bereich am auf3eren Rand der Kanalstruktur befindet, wahrend

das zentrale Element (orange) die Porendoméne bildet. Beide Elemente sind réumlich durch
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ein weiteres helikaes Elememt, dem S2-Segment (rot) voneinander getrennt. Die
Konformation des Kanas in der KvAP-Kristalstruktur (Abb 4C) stellt aufgrund der
Lokalisation des Spannungssensors nahe der intrazelluléren Seite der Membran vermutlich
den geschlossenen Kanal bei einem stark hyperpolaren Membranpotential dar. (Einleitung,
Jiang et al., 2003a). Es ist nicht ohne weiteres vorstellbar, dass die in Abb. 1 gezeigte
Konformation der putativen Bindungsstelle fir Mg bzw. Pb®* fiir geladene Kationen von der
extrazelluldren Seite her zuganglich ist. Das Problem der Zuganglichkeit der Bindungsstelle
gilt auch fur gatingmodifizierenden Spinnentoxine, welche viel groRere raumliche
Dimensionen besitzen als Metallkationen (Oberfl&che von Hanatoxin: ~20x30A, Takahshi et
a., 2000). Jiang et a. postulieren einen Mechanismus fur gating-modifizierende Toxine, der
sich von dem bisher angenommenen Mechanismus, der Stabiliserung der geschlossenen
Konformation des Kanals, unterscheidet. Diese Idee basiert auf der Beobachtung, dass fur die
Inhibition von KVAP durch das Toxin VSTX1 eine Depolarisation der Membran notwendig
ist (Jiang et a., 2003b). Offensichtlich ist eine Bindung des Toxins an das Spannungssensor-
ruder nur moglich, wenn dieser eine aktivierte Konformation e nnimmt.

Mackinnon und Mitarbeiter untersuchten die Position des Spannungssensorruders innerhalb
der Lipidmembran im geschlossenen und aktivierten KvAP-Kanal mittels einer molekularen
Biotinsonde, die kovaent an in die Struktur eingefihrte Cysteinreste gebunden war. Als Mal3
der Zuganglichkeit dieser Sonde diente ihre Fahigkeit Avidin zu binden, das zu beiden Seiten
der Membran hinzugefiigt wurde. Die Studien lieferten ein vorlaufiges Modell des offenen
KvAP-Kanals (Jiang et al., 2003b, vergl. Einleitung Abb. 3). In diesem Modell befindet sich
das Spannungssensorruder an der duReren Membranoberflache. Ubertragt man die Positionen
des Hanatoxinrezeptors in Kv2.1 auf die Struktur des offenen KvAP-Kanals, wirde sich die
Toxinbindungsstelle im offenen Zustand in einer extrazelluldr exponierten Lage befinden
(vergl. Abb. 5). Bindung eines Peptidinhibitors hélt den Spannungssensor in der aktivierten
Konformation fest und verhindert die Deaktivierung des Kanals be Membranrepol arisation.
Das konnte zu einem Verlust der lonenleitféhigkeit des Kanals durch eine verstérkte und
verlangerte C-Typ-Inaktivierung fiihren. Auch die in dieser Studie identifizierten, an der Pb?*-
Bindung beteiligten Aminosauren befinden sich in der KvAP-Struktur des offenen Kanals in
extrazelluldr exponierten Positionen (vergl. Abb. 3). Daher kann die Mdglichkeit, dass die

Bindung von divalenten Kationen wie Pb®* und Zn* eine aktivierte Konformation des
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Abb. 5: Position des Spannungssensorruders von KvAP in der Lipidmembran (Jiang et al, 2003b) A
geschlossener Zustand B offener Zustand. Das Modell basiert auf elektrophysiologischen Experimenten, in denen
die zustandsabhingige Zuganglichkeit des Spannungssensorruders mit einer molekularen Sonde untersucht
wurde (Jiang et al., 2003b), nahere Erlauterungen finden sich im Text. Der rote Kreis grenzt die Region ein, die
homolog zu der Hanatoxinbindungsstelle ist (vergl. Abb. 3).

Spannungssensors  stabilisiert, die zu einem Kollaps der Pore und verminderter
lonenleitfahigkeit fuhrt, nicht ausgeschlossen werden. Weiterflihrende el ektrophysiol ogische
Experimente kénnten sich daher mit der Frage befassen, ob Pb?*-Bindung, vergleichbar mit
HaTx-Bindung an Kv2.1, eine Depolarisation der Membran, d.h. eine offene Konformation
des Kanals erfordert.

Der shakerverwandte Kv-Kanal Kv1.3 besitzt eine ausgepragte C-Typ-Inaktivierung. Er bietet
daher ein interessantes Ziel fiir Untersuchungen des Effektes von Pb®* auf die Inaktivierung
von Kv-Kanden.

Interessanterweise wird die Inhibition von Kv1.5 durch zZn® durch eine Erhdhung der
extrazellulren K*-Konzentration vermindert (Zhang et al., 2001). Es ist bekannt, dass die K-
Konzentration die C-Typ-Inaktivierung von Shaker-Kandlen beeinflusst und extrazelluléres
K" essentiell fiir eine Stabilisierung des lonentransportweges der Pore ist. Untersuchung zur
Beeinflussung des Pb?*-Effektes auf Kv-Kanale durch Veranderungen der extrazellularen K*-
K onzentration kénnten daher Hinweise liefern, ob Pb** einen destabilisierenden Effekt auf die
Pore ausiibt und ob dieser durch K* vermindert werden kann.

Eine Vorraussetzung fur eine Zuganglichkeit des Spannungssensorruders ist die Annahme,
dass die Organisation der Doppellipidschicht der Membran in der Umgebung des

Kanalproteins unterbrochen ist und Platz fir Hohlungen lasst, die mit dem wassrigen Milieu

81



des extrazelluldren Raums kommunizieren. Geladene lonen wie Mg®* oder Pb?* kénnten so
zur Bindungsstelle im Spannungssensor diffundieren. Studien haben gezeigt, dass Teile des
Spannungssensorelement S4 nach EinfUhrung von Cysteinmutationen fir thiolreaktive
Reagenzien und Metall-Kationen zuganglich sind. (Larrson et a., 1996; Yusaf et a., 1996).
Das weist stark auf eine zum Tel wassrige Umgebung der beweglichen

Spannungssensorel emente hin.

4. Verursacht Inhibition von Kv-Kanalen durch Pb?*

physiologische Stérungen?

Wird ein Organismus hohen Konzentrationen des Schwermetalls Blei (Pb?*) ausgesetzt,
verursacht dieses eine Vielzahl von schwerwiegenden physiologischen Stérungen, die sich auf
die roten Blutzellen, Muskeln und inneren Organe auswirken konnen. Auch das Gehirn
erleidet Funktionsstérungen. Diese neurologischen Symptome einer Pb?*-Vergiftung auleren
sich sowohl in einer Depression der neuronalen Aktivitét mit Lahmungen und komattsen
Zustéanden als auch in einer Erhdhung der neuronalen Aktivitdt mit Unruhezusténden und
Krampfanfallen. Untersuchungen zum Mechanismus der Pb**-Effekte ergaben, dass Pb®*
inhibierende Wirkung auf die Aktivitét von spannungsabhangigen wie auch N-methyl-D-
asparta t(NMDA)-aktivierten Calciumkanden besitzt. (Audesirk et al., 1991a, 1991b;
Busselberg et al., 1991, 19944, 1994b; Peng et al. 2002). Es wurde auch eine herabgesetzte
Aktivitdt von NMDA-Rezeptoren und dem Enzym Adenylat-Cyclase beobachtet (Alkondon
et a., 1990; Uteshev et a., 1993; Yamada et al., 1995). Am intensivsten wurde die
blockierende Wirkung von Pb®* auf Calciumkanale untersucht. Dieser Effekt wird allgemein
als Hauptursache fiir die Neurotoxizitat von Pb* angesehen (Audesirk, 1993).

Wie in dieser Studie gezeigt, wird auch die Aktivitét von neuronalen spannungsabhéngigen
Kaliumkanalen durch Anwesenheit von Pb?* reduziert (Madeja et al., 1997). Es konnte auch
eine Modulation der transienten Auswértsstrome, sowie der durch Hyperpolarisation
aktivierten 1,-Strome durch Pb?* in dorsalen Wurzelganglien beobachtet werden (Talukder et
a., 1995; Da X et al., 2001, 2003). Kaliumkandl e spielen eine bedeutende Rolle in zelluldren
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Prozessen, die mit Anderungen des Membranpotentials zusammenhéngen wie z.B. die
Aufrechterhaltung des Ruhepotentials, Repolarisation der Membran nach Aktionspotentialen
und die Modulation von Aktionspotentialen (Connor, 1971; Byrne 1980; Hille, 1992). Daher
koénnte eine Einschréankung der Aktivitat von Kaliumkanalen durch Pb?* mit ein Grund firr die
beobachtete Erhthung der neuronalen Aktivitét nach Bleiintoxikation sein (Talukder et a.,
1995; Dai X et d., 2001).

Interessanterweise konnen vererbbare Krankheiten wie Episodische Ataxie und Myocymia,
auf Mutationen in Kv1.1 zuriickgefuhrt werden (Litt et al., 1994; Browne et al., 1994; Comu
et a., 1996; Scheffer et al., 1998). Die funktionelle Analyse einiger dieser Mutationen zeigten
Verdnderungen in den Gatingeigenschaften von Kv1.1, die Ahnlichkeiten mit den
modulatorischen Effekten von Pb?* haben. Beispielsweise zeigt die Mutation T226M im S2-
Segment eine Reduzierung der Stromamplitude, Verlangsamung der Aktivierung und
Deaktivierung sowie einen Schift der spannungsabhangigen Aktivierung zu positiveren
Potentialen (Zerr et a., 1998; Rea et a. 2002). Das kénnte ein Hinweis sein, dass die bel einer
Bleivergiftung beobachteten Krampfanfalle auch auf die Modulation von Kv1.1 durch Pb?*

zuriickzufiihren ist.
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VIl Zusammenfassung

Kv-Kande spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Membranspannung erregbarer
Zellen. Sie sind an der Steuerung der Aktivitét von neuronalen Zellen beteiligt. Eine Vielzahl
verschiedener Substanzen besitzen inhibierende und modulierende Effekte auf Kv-Kanéle.

In dieser Arbeit wurde die Modulation der Aktivierung von Kv-Kanédlen der Shaker-Familie
durch divalente Kationen des Schwermetalls Blei (Pb*") am Beispiel des Kanals Kv1.1 im
heterologen Expressionssystem mittels der Two-Elektrode Voltage Clamp Technik
untersucht.

Die Pb?*-Effekte auf Kv1.1 zeigen eine groRe Ahnlichkeit zu der Modulation der Aktivierung
eines anderen Kv-Kanals Kv2.1 durch den Gating-Modifizierer Hanatoxin: Die Inhibition des
Kvl.1-Kanals durch extrazellulares Pb®* wird hauptsachlich durch die Verschiebung der
Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu positiveren Potentialen hin verursacht. Es konnte
eine Verlangsamung der Aktivierung und eine Beschleunigung der Deaktiverungskinetik in
Anwesenheit von Pb®* beobachtet werden. Eine genauere Analyse der Deaktivierungskinetik
zeigte, dass dieser Effekt stark vom Membranpotential abhangig ist.

Die Konzentrationsabhangigkeit der Pb*-Inhibition von Kv1.l wie auch die
Dissoziationskinetik von Pb*" in Auswaschexperimenten bei Membranpotentialen nahe der
Aktivierungsschwelle des Kanals lassen sich gut mit Modellen beschreiben, die vier
gleichwertige und unabhangige Bindungsstellen pro Kv1.1-Kanal annehmen.

Diese Ergebnisse weisen auf einen ,gating-modifizierenden® Mechanismus der Pb**-
Inhibition von Kv1.1 hin. Es kann vermutet werden, das Pb*" mit Bindungsstellen innerhalb
der vier Spannungssensordomanen des Kanals interagiert.

Durch die Untersuchung von Kanal-Chiméren, in denen verschiedene homologe Regionen
von einem Kv-Kana mit hoher Pb?*-Sensitivitat (Kv1.2) auf einem Kv-Kana mit ~100-fach
niedriger Pb**-Sensitivitdt (Kv2.1) Ubertragen wurden, konnte ein Bereich von 20
Aminosauren im S3-S4-Linker identifiziert werden, der Pb?*-Sensitivitat auf Kv2.1 (ibertragt.

84



Innerhalb dieses Bereiches, konnten in Kv1.1 drei Positionen identifiziert werden, die nach
Zielgerichteter Mutagenese zu einer moderaten Verminderung der Pb?*-Sensitivitat von Kvi.1
fuhrten. Wahrscheinlich sind diese Positionen an einer schwachen elektrostatischen
Interaktion mit Pb®* beteiligt. Es ist daher moglich, dass noch andere Elemente des Kv1.1-
Kanals an der Pb**-Bindungsstelle beteiligt sind.

Kvl.1 ist an zelluldren Prozessen beteiligt, die mit Anderungen des Membranpotentials
zusammenhangen wie z.B. die Aufrechterhaltung des Ruhepotentials, Repolarisation der
Membran nach Aktionspotentialen und die Modulation von Aktionspotentialen. Daher kdnnte
eine Einschrankung der Aktivitat von Kaliumkanglen durch Pb?* mit ein Grund fir die

beobachtete Erhéhung der neuronalen Aktivitéat nach Bleintoxikation sein.
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1.

xg

amp
AS
ATP

bp
BSA

cDNA
CHTX
CTP
DHSH
DMSO
DNA
DNase
dNTP
dsDNA
DTT

Abkurzungsverzeichnis

Ohm

relative Erdbeschleunigung
micro (10°)

Adenin

Ampicillin

Aminosaure(n)
Adenosintriphosphat

Basen

Basenpaar(e)
Rinderserumal bumin
Cytosin

komplementdre DNA
Charybdotoxin
Cytosintriphosphat
Dehydrosoyasaponin |
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
2'-Desoxyribonukleotid-5* - Triphosphat
doppel strangige (doubl e strand) DNA
Dithiothreitol
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kb
KDS

LB

min
MOPS
MRNA

NH/AC

ssDNA
Std.

Taq
TE
Tris
™

0.N.
Upm
uv

Ethylendiamintetraessigsdure, Dinatriumsalz
Ethanol

Gramm

Guanosin

Hanatoxin

Inosin

Joule

kilo (10°)

Kilobasenpaare

Kaiumdodecylsulfat

Liter

Luria Bertani

milli (10°%)

Molar

Minute
(4-(N-Morpholino)-propan)-sulfonséure
messenger Ribonukleinsdure

nano (10°°)

Ammoniumacetat

Nukleotid

optische Dichte

Offener Leserahmen (open reading frame)
Polymerase-K ettenreaktion (polymerase chain reaction)
Pyrococcus furiosus

Polynukleotidkinase

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
einzelstrangige (single strand) DNA
Stunde

Thymin

Thermophilus aguaticus
TrisEDTA-Puffer
Tris(-hydroxymethyl)-aminomethan
Transmembranregion

Enzymeinheit (Unit)

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

ultraviolettes Licht

95



Y
viv
vol.
wt

wiv

Volt

Volumen pro Volumen
Volumen

Wild-Typ

Gewicht pro Volumen

Ein-Buchstaben-Symbole der Aminosauren

s»wUovr-rITm>»

Alanin
Glutamat
Histidin
Leucin
Prolin
Serin
Tryptophan

- m

< 4 0 Z2

Cystein
Phenylalanin
Isoleucin
Methionin
Glutamin

< T Z2 X ® O

Threonin

Tyrosin
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Aspartat
Glycin
Lysin
Asparagin
Arginin
valin



2. Klonkarten und Sequenzen der verwendeten

T7-Promoter
Sac 1(20)

Kpn1(26)

5" beta Globin UTR

Xma 1(89)

Bam HI (94)

Eco RI (100)

Xba 1(106)
HindIII (114)
Bst EII (125)

PolyA

Not 1(336)
SP6
3'beta Globin UTR

pGEM HE-Juel
3047 bp

AmpR

T7-Promoter
5’ beta Globin UTR
EcoRI (100)
_ Hindlll 127)

Insert
rKv1.10RF

AmpR

rkv1.1-pGEM HE-Juel
4839 bp

\\
HindIII (1906)
3'beta Globin UTR
PolyA
SP6

T7-Promoter
5" beta Globin UTR

AmpR

Kv2.10RF

Kv2.1-pGEM HE-Juel
6045 bp

Insert

1 O SP6

3'beta Globin UTR
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11

HindIlI (127) Insert rKv1.10RF HindIII (1906)

Eco RI (100) BstEII (455) Acc 111 (883) BstXI (1267) Bst EII (1917)

rkvl.1 cDNA

81 CAATTCCCCGGGGATCCGAATTCTGCAGATTCGACGGTATCGATAAGCT TGATGAT CCCCAATTCACTCGAGACGCGCTTCACT
165 GGGGGECCCTTAGGCGAGAGGAGT TTCCAAAT TGGGT AAAAGGCAGAGT GGAGGAGGGGAGGTGATAATTAGCAAAGT TGTAGAC
249 CTCTGAACCTTCTGGGT CTGAAGCCCCT CCCTGT GAGCGT GGGGGAGACT CACT CTCCGGT GEGEEGECCGT TTGGGT CCCCCC
M T V M

333 CACCCCTACTCCCTCGCTCCTTTACACCCCGGGECTCTCTCCTGGECCTCCTACCCCTGCACCCTGCATCCATCATGACGGTGATG

Bst El |

S GENADUEASAAPGMHUPQDGSYPRQADMHTDD

417 TCAGGGGAGAAT GCAGACGAGGCT TCGGECCGCT CCAGGT CACCCCCAGGAT GGCAGCTACCCAAGGCAGGCGGACCACGACGAC
H E CCE R V VI N | S GLRFETOQQLKTULAIOQFUPN

501 CACGAAT GCTGCGAGCGCGTGGT GATCAACAT CTCCGGECT GCGCT TCGAGACGCAGCTCAAGACT CTGGCCCAGT TCCCCAAC
T L L GNP KIKWRMRYFDWPLIRNEYFFDIRNRUPS

585 ACGCTGCTGGGCAACCCGAAGAAACGCATGCGCTACTTTGACCCTCTGAGGAATGAGTACT TCTTTGACCGCAACCGGECCCAGC
F D A | LYYY QS GGRLIRRPVNVYVUZPLIDMEFSEE

669 TTCGATGCCATCCTTTATTACTACCAGT CGEEEGEGEECECCT GCGCAGBCCGGT CAACGT GCCCCTGGACATGT TCTCCGAGGAG
I K F Y EL GEEAMMEIK K FIREUDE G F I K E E E R P L

753 ATTAAATTTTACGAGT TGGGCGAGGAGGCCAT GGAGAAGT TCCGGGAAGAT GAGGGECT TCATCAAGGAAGAGGAGCGCCCCCTA

Accl |1

P EKEYQRQVWLLFEYUPESSGPARVI A \

837 CCCGAGAAGGAGTACCAGCGCCAGGTGTGGECTGCTCTTTGAGTATCCGGAGAGCT CAGGACCTGCACGGGT TATTGCCATTGTA
S VvV MV I L | S | A\ F CL ETUL PEULKDUDIKDFTG

921 TCCGTCATGGTCATCCTCATCTCCATAGTCATCTTTTGCCTGGAGACT CTCCCTGAGCT GAAGGAT GACAAGGACTTCACGGGC
T | H R | D NT T V I Y T S N | F T D P F F | V E T L C

1005 ACCATTCACCGCATCGATAACACCACAGTCATCTACACTTCTAACATCTTCACAGACCCTTTCTTCATTGTGGAAACCTTGTGT
Il I WF S F E L VVRUFUFATCUPSIKTDTFF K NI M N F

1089 ATCATCTGGTTCTCTTTTGAGCTGGT GGTGCGCT TCT TCGCCTGCCCCAGCAAGACAGACTTCTTTAAGAACATCATGAACTTC
I D | vV A | | P Y F | T L G T E |1 A E Q E G N Q K G E Q

1173 ATCGACATTGTGGCCATCATCCCTTATTTCATTACCCT GGGCACAGAGATAGCT GAGCAGGAGGGGAAT CAGAAGGGCGAGCAG

Bst XI

A T S L A I L R V I R L V R V F R I F K L S RHS K G L

1257 GCCACTTCCCTGGCCATCCTCAGGGTCATCCGCTTGGTAAGGGT GTTCAGAATCTTCAAACT CTCCCGCCACTCCAAGGECCTT
Q |1 L G QTL KASMRETL G L L I F F L F |1 G V I L F

1341 CAGATCCTGGGECCAGACCCTCAAAGCTAGTATGAGGGAGT TAGGGCTGCTCATCTTTTTCCTCTTCATTGGCGTCATACTGITT
S S A VY F A EAEUEAESHT F S S I P DA F WWA VYV

1425 TCTAGTGCAGTGTACT TTGCGGAGGCGGAAGAAGCTGAGT CGCACTTCTCCAGTATCCCCGATGCTTTCTGGTGGGCGGTGGTG
S MT TV GY GDMY P V T I G G K | V G S L C A | A G

1509 TCCATGACCACT GTGGGATACGGT GACATGTACCCTGT GACAAT TGGAGGCAAGAT CGTGGEECTCCTTGT GTGCCATCGCTGGT
vV L T 1 A L PV P V I V S NF NY FY HRETEGE E Q

1593 GTGCTGACAATTGCCCTGCCCGTACCTGTCATTGTGTCCAATTTCAACTATTTCTACCACCGAGAAACT GAGGGGGAAGAGCAG
A QL L HVSSPNLASUD SUDLSIRRS S S T.I S K S

1677 GCTCAGTTGCTCCATGTTAGTTCTCCTAACTTAGCCT CTGACAGT GACCTCAGCCGCCGCAGCTCCTCTACTATCAGCAAGTCT
E Y M E | E E D MNN S | A HY R QA NI R T G NICT A

1761 GAGTACAT GGAGAT CGAAGAGGACAT GAACAAT AGCATAGCCCACTACAGGCAGGCTAATATCAGAACT GGTAACTGCACCGCA

Hi ndl || Bst El |

T DQNCVNKSIKTILILTDV*
1845 ACTGATCAAAACT GCGT TAATAAGAGCAAGCT CCTGACCGATGT TTAATTCTCTAGAGCAAGCTTGATCTGGT TACCACTAAAC

Aminosaure- und DNA-Sequenz der Kvl.l cDNA des Klones Kvl.1 pgem HE-Juel. Die fett-markierten
Aminosauren entsprechen den Positionen, die in dieser Studie zu Alanin und Lysin mutiert wurden. Es wurden via
Overlap-PCR (Methoden 1.7.1) Fragmente mit dem erwilinschten Aminosaureaustausch generiert und in das
Konstrukt Kv1.1 pgem HE-Juel kloniert (Methoden 1.6.1). Fur alle mutierten Positionen mit Ausnahme von T286
und S287 wurden Acclll/BstXI- Fragmente kloniert. Fir T286 und S287 wurden BstEll-Fragmente eingefugt.
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12 Eco RI (1000)

Insert

Bsp 1201 (869)

Kv2.1 cDNA
MP AGMTIKHGSRSTSSLPPEWPMETI VRS
85 TCCCCTATGCCGGCGEGCAT GACGAAGCAT GGCT CCCGCT CCACCAGCT CGCT GCCGCCCGAGCCCAT GGAGAT CGTGCGCAGC
K ACSRRVRLNVGGLAHEVLWRTLUIDRLPR
169 AAGGCGT GCT CTCGECGEGT CCGCCT CAACGT CEEREGRCT GBCGCACGAGGT ACT CTGGCGT ACCCT GGACCGCCT GCCCCGC
T RL GKLRDU CNTHD SULLEVCDUDYSL DDNE
253 ACGCGGCTGGGECAAGCT CCGCGACT GCAACACGCACGACT CGCT GCT CGAGGT GT GCGATGACTACAGCCT CGACGACAACGAG
Y FFDRHPGAFTJ SI|I LNFYRT GRLMHMMEEWM
337 TACTTCTTTGACCGCCACCCGGGCGCCT TCACCT CCATCCTCAACT TCTACCGCACT GGGCGACT GCACAT GATGGAGGAGATG
C AL SFSQELWDYWGI DEI YL EST CT COQARYH
421 TGCGCGCTCAGCT TCAGCCAAGAGCT CGACTACT GGGGCAT CGACGAGAT CTACCT GGAGT CCTGCT GCCAGGCCCGCTACCAC
Q K K EQMNEELI KREAETILIREREGETEFUDNT
505 CAGAAGAAAGAGCAGAT GAACGAGGAGCT CAAGCGT GAGGCCGAGACCCT ACGEGAGCCEGAAGCCGAGGAGT TCGATAACACG
C CAEKRKIKLWDULULEI KWPNSSVAAKI L A1 1
589 TGCTGCGCAGAGAAGAGGAAAAAACT CTGGGACCTACT GGAGAAGCCCAAT TCCTCTGTGGCTGCCAAGATCCTTGCCATAATT
Ss 1 MFI VL STI AL SL NTWLWPETLOQSULDTETFGNAQ
673 TCCATCATGITCATCGT CCTCTCCACCAT TGCCCTGT CCCTCAACACGCT GCCTGAGCTACAGAGCCT CGATGAGT TCGGCCAG
S TDNPQLAHVEAVCI AWFTMEYULULREFL S
757 TCCACAGACAACCCCCAGCT GGCCCACGT GGAGGCCGT GTGCATCGCATGGT TCACCATGGAGTACCTGCTGAGGT TCCTCTCC
Bsp120I
S PKKWKVFFKGPLNAI DLLAI L PYYV TI F
841 TCGCCCAAGAAGT GGAAGT TCTTCAAGGGCCCACTCAATGCCATTGACT TGT TGGCCATTCTGCCATACTATGTCACCATTTTC
EcoRl

L T ESNIKSVLQFQNVRRVVQI FRI MRI L R
925 CTCACCGAATCCAACAAGAGCGT GCTGCAAT TCCAGAAT GTCCGCCGCGT GGTCCAGATCT TCCGCATCATGCGAATTCTCCGC
Il L KL ARHSTSGLQSL GFTLRRSYNEWLGTLL
1009 ATCCTTAAGCT TGCACGCCACT CCACTGGCCTCCAGT CTCTGGGCT TCACT TTGCGGAGGAGCTACAATGAGT TGBGCTTGCTC
Il L FLAMGI MI FSSLVFVFAEIKDTEU DT DTKF K
1093 ATCCTCTTCCTTGCCATGGGCATTATGATCT TCTCCAGCCTTGT CTTCT T TGCTGAGAAGGAT GAGGACGACACCAAGT TCAAA
s 1 PASFWWATI TMTTVGYGDI Y PKTWLL G
1177 AGCATCCCAGCCTCTTTCT GGT GGGCCACCATCACCAT GACTACT GT TGGGT ATGGAGACAT CTACCCCAAGACT CTCCTGGGG
KI vG&6LCCI AGVLVI ALPI PI1 I V NNZFSE
1261 AAAATTGT TGGBGGGACT CT GCT GCATTGCAGGAGT CCTGGT GAT TGCTCT TCCCATCCCCAT CATCGT CAATAACTTCTCTGAG
FYKEOQKIRQEI KAI KRREALIERAKIRNGS SII V
1345 TTCTATAAGGAGCAGAAGAGACAGGAGAAAGCAAT CAAACGGCGAGAGGECT CTGGAGAGAGCCAAGAGGAAT GGCAGCATCGTA
S MNMKDAFARSI EMMDI VVEIKNGENMGK
1429 TCCATGAACATGAAGGATGCTTTTGCCCGGAGCAT TGAGATGATGGACAT TGT GGT TGAGAAAAAT GCCGAGAATATGGGTAAG
K DKV QDNHLSPNIKWKWTI KR RTULSETS S S K
1513 AAAGACAAAGT ACAAGATAACCACTTGT CTCCTAACAAAT GGAAAT GGACAAAGAGGACACT GTCTGAAACCACCTCAAGTAAG
S FETIKEQGSPEIKARSSSSPOQHTLNYVQQLE
1597 TCCTTTGAAACCAAGGAACAGGGAT CCCCTGAAAAAGCCAGATCGT CTTCTAGT CCTCAGCACCTGAACGT TCAGCAGT TGGAA
DMY NIKMAKTQSQPI1 L NTKESAAQSKP K E
1681 GACATGTACAATAAGAT GGCCAAGACCCAAT CCCAACCCAT CCTCAATACCAAGGAGT CAGCAGCACAGAGCAAACCAAAGGAA
ELEMESI PSPV APLUPTWRTESGVI DMRSMS
1765 GAACTTGAAAT GGAGAGT AT CCCCAGCCCCGTAGCCCCT CTGCCCACT CGCACAGAAGCGGGT CATTGACATGCGAAGTATGT CA
s!1 DS FIl S CATUDFWPEATRFSHSUPLTSL P S
1849 AGCATTGATAGT TTCATTAGCT GTGCCACAGACT TCCCTGAGGBCCACCAGAT TCTCCCACAGCCCT TTGACATCACTCCCCAGC
K T 6GG6GSTAPEV GWRGALGASGGRFVEANFP
1933 AAGACT GBEGGBCAGCACAGCCCCAGAAGT GEGCT GBCGRGGAGCT CT GEGT GCCAGT GGTGGTAGGT TTGT GGAGBCCAACCCC
S PDASOQHSSFFI ESPKSSMKTNNWPLKTILR
2017 AGCCCTGATGCCAGCCAGCACT CTAGT TTCT TCATCGAGAGCCCCAAGAGT TCCATGAAAACT AACAACCCT TTGAAGCT CCGA
AL KVNVFMESGDW®PS®PLILW®PVL GMYHDU&PLRNR
2101 GCACTTAAAGT CAACT TCATGGAGGGT GACCCCAGT CCACTCCTCCCCGT TCTAGGGATGT ACCATGACCCT CT CAGGAACCGG
G S AAAAVAGLECATLULWIDIKAVLSPESS SI Y
2185 GGGAGT GCTGCGGCT GCTGT CGCT GGACT GGAGT GT GCCACGCT TTTGGACAAGGCT GTGCTGAGCCCAGAGT CCTCCATCTAC
T TASAKTWPPRSWPEIKMHTAI A FNZFEAGVHDAQ
2269 ACCACAGCAAGT GCTAAGACACCCCCCCGGT CTCCTGAGAAACACACAGCAATAGCGT TCAACT TTGAGGBCGGGT GTCCACCAG
Yyl DADTUDUDESGQLULY SV DSSUPPIKSLUPGS ST
2353 TACATTGACGCAGACACAGAT GATGAGGGACAGCT GCTCTACAGT GTGGACT CCAGCCCCCCCAAAAGCCT CCCTGGEGAGCACC
S PKFSTGTRSEIKNHTFESSPLUPTSUPKFLR
2437 AGTCCGAAGT TCAGCACGGGGACAAGAT CCGAGAAAAACCACT TTGAAAGCT CCCCTTTACCCACCTCCCCTAAGT TCTTAAGG
N CIl Y STEALTGIK GPSGQEI KT CKILENHI S
2521 CAGAACTGTATTTACT CCACAGAAGCAT TGACT GGAAAAGGCCCCAGT GGTCAGGAAAAGT GCAAACT TGAGAACCACATCTCC

P DV RVLPGGGAHGSTRDOQS I *
2605 CCTGACGT CCGT GT GT TGCCAGGGGGAGGAGCCCAT GGAAGCACACGAGAT CAGAGCAT CTGAACT GCCCTGCCT TGGAGGAGA

Aminoséaure -und DNA-Sequenz der Kv2.1 cDNA des Klones Kv2.1 pgem HE-Juel. In der Chimére Mul5 wurde
der hier fett-markierte Bereich im S3-S4-Linker gegen die Kv1.1 S3-S4Linker-Sequenz: LGTEI AEQEGNQKGEQLAI
ausgetauscht. Es wurde ein rekombinantes Fragment via Overlap-PCR (Methoden 1.7.2) hergestellt und als
Bsp120l/EcoRI-Fragment in Kv2.1 pgem HE-Juel kloniert (Methoden 1.6.1).
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3. Verwendete Primer
Name Sequenz (5'......... 3) DNA-Tamplate Funktion
(+/-)-Strang
P100 gagcagatacgaatggctac pGEM HA-ul
(-) bp 217-bp 236
T7 aatacgactcactataggg pGEM HA-Jul
(+) bp3033-bp3
P105 ccetgggeacagcegatagetgagcag |FTKCNAL (Klon AN1) | site-directed
(+) mutagenesis (E272A)
P106 ctgctcagctatcgetgtgcccaggg rK CNA1 (Klon AN1) | site-directed
(-) mutagenesis (E272A)
P107 ttcattaccctggccacagagatagce rK CNA1 (Klon AN1) | site-directed
(+) mutagenesis (G270A)
P108 gctatctctgtggccagggtaatgaa rK CNA1 (Klon AN1) | site-directed
(-) mutagenesis (G270A)
P109 cttatttcattaccgcgggcacagag rK CNA1 (Klon AN1) | site-directed
(+) mutagenesis (L269A)
P110 ctetgtgccecgeggtaatgaaataag | TKCNAL (Klon AN1) | site-directed
(-) mutagenesis (L269A)
P111 taccctgggcgcagagatagctgag | TKCNA1L (Klon AN1) | site-directed
(+) mutagenesis (L271A)
P112 ctcagctatctctgcgcccagggta rKCNA1 (Klon AN1) | site-directed
(-) mutagenesis (L271A)
P113 tctcggtggtagaagtagttg rKvl.1 (Klon AN1) |Sequencing
(-) bp1638-bp1658
P114 ttccgtgaggacgagggcttcatcaagg |FKCNAL (Klon AN1) | Sequencing
aagaggag (+) bp793-bp828
P116 gatcaacatctctgggctg rKCNA1 (Klon AN1) | Sequencing
(+) bp525-bp543
P117 ctgggcacagaggcagctgagcagg |rKCNA1L (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (1273A)
P118 cctgctcagctgcctctgtgcccag rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed
) mutagenesis (1273A)
P119 ggcacagagatatgggagcaggagg |rKCNA1L (Klon AN1) | Site directed
g9 (+) mutagenesis (A274W)
P120 cccctectgetececatatetetgtgec rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed
) mutagenesis (A274W)
P121 cagagatagctgcgcaggaggggaat |IKCNA1 (Klon AN1) | Site directed
c (+) mutagenesis (E275A)
P122 gattcccctcectgcgceagctatetctg rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (E275A)
P123 gagatagctgaggcggaggggaatca | IKCNA1L (Klon AN1) | Site directed
g (+) mutagenesis (Q276A)
P124 ctgattcccctccgectcagctatcete rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (Q276A)
P125 gatagctgagcaggcggggaatcaga |IKCNA1L (Klon AN1) | Site directed
ag (+) mutagenesis (E277A)
P126 cttctgattcccecgectgctcagcetate rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
) mutagenesis (E277A)
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p127 ctgagcaggaggcgaatcagaaggg |rKCNAL (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (Q278A)
P128 cccttctgattcgcectcctgcetcag rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (Q278A)
P129 gagcaggagggggctcagaagggcg | KCNA1 (Klon AN1) | Site directed
ag (+) mutagenesis (N279A)
P130 ctcgcccttctgagcecccctectgete rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (N279A)
P131 gcaggaggggaatgcgaagggcgag | FKCNAL (Klon AN1) | Site directed
C (+) mutagenesis (Q280A)
P132 gctcgcccttcgcattccectectge rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (Q280A)
P133 gaggggaatcaggcgggcgagcagg | FKCNAL (Klon AN1) | Site directed
c (+) mutagenesis (K281A)
P134 gcctgetcgeccgcectgattceccte rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (K281A)
P135 ggaatcagaaggccgagcaggccac | rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (G282A)
P136 gtggcctgctcggcecttctgattce rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (G282A)
P137 gaatcagaagggcgcgcaggccactt | FKCNAL (Klon AN1) | Site directed
C (+) mutagenesis (E283A)
P138 gaagtggcctgcgegeccttctgattc | KCNA1L (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (E283A)
P139 cagaagggcgaggcggccacttccct | FKCNAL (Klon AN1) | Site directed
g (+) mutagenesis (Q284A)
P140 cagggaagtggccgcctecgecctictg | KCNAL (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (Q284A)
P14l tagtggtaaccagatc pGEMHelul Sequencing
() bp119-bp134
P142 ccattttcctcaccgaaatagctgagca | hKv2.1 Chimera
a9 (+) Kv2.1 S334Kv1.1
P143 gatgcggaagatctggaggatggcca | hKv2.1 Chimera
gg (=) Kv2.1 S3S4Kvl.1
P144 gcttetttgcctgece rK CNAL1 (Klon AN1) | Sequencing
(+) bp1121-bp1135
P145 tatttcattaagctgggcacagag rKCNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (T268K)
P146 ctctgtgcccagcttaatgaaata rKCNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (T268K)
p147 atttcattaccaagggcacagag rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (L269K)
P148 ctctgtgcccttggtaatgaaat rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (L269K)
P149 ttcattaccctgaagacagagatagc | rKCNAL (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (G270K)
P150 gctatctctgtcttcagggtaatgaa rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (G270K)
P151 taccctgggcaaagagatagetgag | rKCNA1L (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (T271K)
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P152 ctcagctatctctttgcccagggta rKCNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (T271K)
P153 ccctgggcacaaagatagcetgagce rKCNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (E272K)
P154 gctcagctatctttgtgcccaggg rKCNAL1 (Klon AN1) | Site directed
) mutagenesis (E272K
P155 tgggcacagagaaagctgagcagg | rKCNAL (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (1273K)
P156 cctgctcagctttctctgtgcecca rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
) mutagenesis (1273K)
P157 gcacagagataaaggagcaggaggg | IKCNAL (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (A274K)
P158 ccctcctgctectttatetetgtge rK CNAL (Klon AN1) | Site directed
) mutagenesis (A274K)
P159 catactatgtcaccctgggcacagag | hKv2.1 Chimera
(+) Kv2.1 S34Kv1.1#2
P160 catgatgcggaagatcctgaggatgge |hKv2.1 Chimera
) Kv2.1 S3S4KV1.1#2
P161 cccagcttcgatggce rK CNA1 (Klon AN1) | Sequencing
1711 (+) bp664-bp678
P162 cagagatagctaagcaggaggggaa |rKCNAL (Klon AN1)| Site directed
(+) mutagenesis (E275K)
P163 ttccectectgcettagetatetety rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (E275K)
P164 gagatagctgagaaggaggggaatc |rKCNAL (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (Q276K)
P165 gattcccctecttctcagctatctc rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (Q276K)
P166 tagctgagcagaaggggaatcag rK CNAL (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (E277K)
P167 ctgattccccttctgctcagcta rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (E277K)
P168 ctgagcaggagaagaatcagaagg |rKCNAL (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (G278K)
P169 ccttctgattcttctectgctecag rKCNAL1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (G278K)
P170 gcaggaggggaagcagaagggcga |rKCNAL (Klon AN1) | Site directed
g (+) mutagenesis (N279K)
P171 ctcgcececttctgettcecctectge rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
(-) mutagenesis (N279K)
P172 caggaggggaataagaagggcgagc | rKCNAL (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (Q280K)
P173 gctcgeccttcttattccectectg rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
) mutagenesis (Q280K)
P174 gggaatcagaagaaggagcaggcca | IKCNAL (Klon AN1) | Site directed
c (+) mutagenesis (G282K)
P175 gtggcctgctecttcttctgattcec rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed
) mutagenesis (G282K)
P176 tcagaagggcaagcaggccacttc rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed
(+) mutagenesis (E283K)
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P177 gaagtggcctgcttgcccttctga rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed

(-) mutagenesis (E283K)
P228 cagaagggcgagaaggccacttcc | KCNA1L (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (Q284K)
P229 ggaagtggccttctcgcccttctg rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed

-) mutagenesis (Q284K)
P230 gcgagcaggccgcttcectggec rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (T286A)
P231 ggccagggaagcggcctgctcge rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed

() mutagenesis (T286A)
P232 cgagcaggccaagtccctggecatc | KCNA1L (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (T286K)
P233 gatggccagggacttggcctgcetcg rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed

(-) mutagenesis (T286K)
P234 gcaggccactgccctggccatc rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (S287A)
P235 gatggccagggcagtggcectge rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed

-) mutagenesis (S287A)
P236 gcaggccactaagctggccatcctc rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (S287K)
p237 gaggatggccagcttagtggcctgc rK CNAL1 (Klon AN1) | Site directed

() mutagenesis (S287K)
P238 gtactttgcggcggcggaagaagc rKCNAL1 (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (E348A)
P239 gcttcttccgeccgecgcaaagtac rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed

(-) mutagenesis (E348A)
P240 gtactttgcgaaggcggaagaagc rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (E348K)
P241 gcttcttccgecttcgcaaagtac rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed

-) mutagenesis (E348K)
P242 tatttcattgccctgggcacagag rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (T268A)
P243 ctctgtgcccagggcaatgaaata rKCNAL1 (Klon AN1) | Site directed

() mutagenesis (T268A)
P244 gggcgagcagaagacttccctgg rKCNA1 (Klon AN1) | Site directed

(+) mutagenesis (A285K)
P245 ccagggaagtcttctgctcgecc rK CNA1 (Klon AN1) | Site directed

(-) mutagenesis (A285K)
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