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I. Arbeitshypothese und Fragestellung 1

I Arbeitshypothese und Fragestellung

Ziel der Arbeit ist es, Chimaren des prokaryotischen ufaltianals KcsA aus dem
Bakterium Streptomyces lividananit Substitutionen der eukaryotischen, auf T-
Lymphozyten vorkommenden, Kaliumkanale Kv1.1, Kv1.3 undc2Kin der
Porenregion bzw. der Region zwischen den transmembraS&gmenten S5 und S6 zu
klonieren und in Bakterienmembranen zu exprimieren. De#eYga sollen mit den
Chimaren flur entsprechende Kaliumkanal-Liganden wichtigeliigsstrukturen bzw.
Aminosauren in Kvl.1, Kvl1.3 und %K in Bindungsassays identifiziert und
charakterisiert werden. Als Kaliumkanal-Liganden dienenrbieie aus Tiergiften
isolierte und rekombinant hergestellte Kanaltoxine. ImaDetrgaben sich folgende
Fragestellungen:

1. Lasst sich die Subregion | der S5/S6-Region von rSK2 bzile davon als KcsA-
Ska und KcsA-Skb in KcsA klonieren und die Chimare exmien? Sind die
Kanalchiméren isoliert aul3erhalb der Bakterienmembaifietramer stabil?

2. Welche Rolle spielt eine Mutation an Position F103Lugdizh der Expression und
Stabilitat des tetrameren Kanals?

3. Wie verandert sich das Bindungsverhalten der Skorpi@ngitingotoxin (HgTX)
und Kaliotoxin (KTX) als Kanalliganden des Kv1.1- und Kvl1.3-Kangegenuber
Substitutionen in der Subregion Il der Porenregion vasACan Positionen 81
(KcsA-Kv1.1-L81M) bzw. 81 und 82 (KcsA-Kv1.3-L81M/Y82H Chimare VIII)
und welche Rolle spielen diese Positionen im RahmeBidelung?

4. Wie verandert sich das Bindungsverhalten der Skorpi@ngitingotoxin (HgTX)
und Kaliotoxin (KTX) als Kanalliganden der KcsA-Kv1.3-Chimarfdl gegeniber
einer Substitution G56T in der Subregion | der Porenkanzeiregind welche
Rolle spielt diese Substitution?

5. Wie wird das Bindungsverhalten der Chimare IV als Proteim
Liposomenmembranen beeinflusst?

6. Welche Probleme ergeben sich in Bindungsversuchen, deuvsweftung und
Interpretation?

7. Welches sind die Aussichten der Strukturaufklarung und Charsikteng von

Kaliumkanalen und Liganden?
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Il Einleitung

1. Kaliumkanale: Definition und Struktur

Kaliumkanéle sind nahezu ubiquitér in erregbaren undt mlegbaren Zellen verteilt
[87]. Als eine heterogene Gruppe von integralen Membranpestesnd sie durch
unterschiedliche elektrophysiologische und pharmakologisckégenschaften
charakterisiert [11]. Sie sind beteiligt an der Weitenlegt und Modulation von
Aktionspotentialen und an der Aufrechterhaltung des Menpotentials. So
beeinflussen sie viele physiologische Prozesse wie #&ieisetzung von
Neurotransmittern, elektrophysiologische Eigenschaftemn vderzmuskel- und
Erregungsleitungszellen sowie Stoffwechsel- und Sekrdgishsngen unerregbarer
Zellen [38], bei denen das Membranpotential zur Reguladien Signaltransduktion
eine Rolle spielt [61].

Die grol3e Familie der Kaliumkanale wird nach der Zahl dan§membranbereiche (S)
und der Porenregion (P) in verschiedene Strukturklasserteilht@ie beiden in dieser
Arbeit untersuchten Kanalklassen der spannungsgesteuelkieKandle und
kalziumaktivierten niederkonduktiven SK-Kanéle gehtren zussdader 6S/1P-Kanale
(Abb. 1a) [100,44,80]. Durch Klonierung vieler Kaliumkanéle korggeeigt werden,
dass die Kanalpore aus vier flankierendeb/ntereinheiten (Abb 1a) mit jeweils den
zuvor genannten 6 transmembrandren Domadnen S1-S6 und ei@bijgenden
Einheit zwischen S5 und S6 gebildet wird (Abb. 1b) [65]. Dieateére Architektur und
die Struktur der Porenregion konnte in Kristallstrukturasettyaufgeklart werden [19].
Die P-Domane enthalt eine konservative AminosaureseqieX@[Y/F]G), genannt
Signatursequenz, in der C-terminalen Halfte, die dieukadelektivitat vermittelt [35]

(T= Threonin; X= Leucin/ Valin/ Isoleucin; G= Glycin; Y=yfosin; F= Phenylalanin).
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1.1 Spannungsgesteuerte Kaliumkanale (Kv)

Neun Familien spannungsgesteuerter Kaliumkanale wurdemthisbeschrieben [86].
Die aus Drosophila melanogaster klonierten Karfatekey Shalhy Shaw und Shal
zeigen sich zu auf Saugerzellen befindlichen Kvl, Kv2, Kv3 K homolog [47,1].
Viele dieser Kaliumkanadle sind auf Grund ihrer physioloigesn Rolle in
Zellmembranen und pathophysiologischen Eigenschaften imhmBa von
Erkrankungen gut charakterisiert [14].

In spannungsgesteuerten Kaliumkanalen weist das Transemesegment S4 eine
regelmaflige Abfolge positiv geladener Aminosaurerestedaifals Spannungssensor
fungiert [10]. Die positiv geladenen Aminosauren (K odégrbBfinden sich an jeder
dritten Position, jeweils durch zwei hydrophobe Aminosdilgetrennt, es ergibt sich
fir Kv-Kanéle eine konservative Struktur (R/K-X+nit X als beliebig hydrophobe
Aminosaure und n als Zahl zwischen vier und sieben [78]. lBepolarisation der
Membran Uber einen fur den Kanal charakteristischenrt Waduziert der
Spannungssensor die Offnung des Kanals [74,55].

Die Diversitdt einiger spannungsgesteuerter und kalziumatkéavie (I1.1.2)
Kaliumkanédle beruht u.a. auf der Fahigkeit verschiedenetntereinheiten
Heteromultimere zu bilden [41,88,14]. Die Interaktion der d&Wntereinheiten wird
durch eine zytoplasmatische Tetramerisierungsdomane 3 g)lvermittelt, die
aminoterminal lokalisiert ist [63,94].

Schnelle inaktivierende A-Typ-Kv-Kandle vomShakefTyp kdnnen eine
Inaktivierungsdomane im N-terminalen Bereich aufweisd#ia, nach dem ,ball and
chain“- Mechanismus die zytoplasmatische Porenseite k@zh nder Offnung
verschliel3t [3]. Neben dieser N-Typ-Inaktivierung ist auate eC-Typ-Inaktivierung
bekannt, die sich an C-terminalen Aminosauren der P-Deméand des 6.
Transmembransegmentes (S6) abspielt [102,32]. Mit dem-Kwtereinheiten sind
zytoplasmatische Kf-Untereinheiten vergesellschaftet, die eine ebenso grataly/
aufweisen. Sie binden die aminoterminale Domé&ne undewetnen &ahnlichen
Inaktivierungsmechanismus auf, wie die N-Typ-InaktivieruBgmit kann ihre Co-
Expression drastisch das Inaktivierungsverhalten deointereinheiten verandern
[79,67].



II. Einleitung 4

1.2  Kalziumaktivierte Kaliumkanéle (SK ca)

Kalziumaktivierte Kaliumkanale haben die Abhangigkeit vder intrazellularen
Kalziumkonzentration als Initialisierungsfaktor zur Khitoung gemeinsam. Sie
werden auf Grund ihrer Einzelkanalleitfahigkeitseigensehafin Picosiemens, pS)
eingeteilt in SK-Kandle (small conductance, 2- 25 pS), Ht#e (intermediate
conductance, 25- 100 pS) und BK- oder maxi-K-Kanale (large ctamtzes 100- 300
pS) [47].

Kalziumgesteuerte Kaliumkanéle weisen einen &hnlichen Aufbas vier a-
Untereinheiten auf, wie die Kv-Kanéle, allerdings dnaldie a-Untereinheiten der
kalziumabhangigen Kaliumkanale Bkeine zusétzliche transmembranare Domane, SO,
am N-terminalen Teil. Bei SK-Kaliumkanalen spielt dd&ndung des intrazellularen
Kalziums an Calmodulin und die Bindung dieses Komplexedem zytoplasmatischen
C-Terminus der S6-Domane in der Aktivierung zur Offnung ein@grolle [50,20].
Wahrend die BK-Kanale sowohl spannungs- als auch ka#hhéngig aktiviert

werden, sind IK- und SK-Kandale spannungsunabhéangig [1].

2. lonenkandle  im Immunsystem  als  Angriffspunkte  de r

Immunsuppression

Die Gruppe der Kaliumkanéle weist eine grof3e funktionatie strukturelle Vielfalt
auf. Die Mdglichkeit der Kaliumkanale, Heteromultimesaes unterschiedlichen-
Untereinheiten zu bilden [37,51], sowie der Einfluss andeffakultativ
vergesellschafteter Untereinheiten auf die Kanale po@¢nziert diese Vielfalt um ein
Mehrfaches. Durch die Strukturaufklarung der Kaliumkaratsen sich spezifische
Inhibitoren einzelner Kanaltypen entdecken und entwickeln. griwad der
zellspezifischen Verteiung der unterschiedlichen Kaliumika lasst sich durch
Inhibition eines spezifischen Kanaltyps die Zellaktivitatesi Organsystems selektiv
beeinflussen [34,59].

In den Zellen des Immunsystems gibt es verschiedene Kanalgrotéer deren

Inhibition durch Kanalblocker eine Suppression des Immunsysgtattfinden kann. In
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der therapeutischen Immunsuppression nach z.B. Orgariatajon bietet sich die T-
Zelle mit ihrer spezifischen lonenkanal-Struktur alsigeetes Ziel an [15].

Nach Entdeckung und Identifikation eines Kv-Kaliumkanals aufenden T-Zellen
[17,7] wurden auch andere Kandle auf T-Lymphozyten entdg@jktNeben den
Kaliumkanélen spielen auch Chloridkanéle [77] sowie Kalziutdlaselbst eine Rolle
[81]. Unter den Kaliumkanalen sind die spannungsgesteudfteKanale Kvl1.3
[72,52] und Kv3.1 [6,30], vorwiegend auf CDB8uppressor- und zytotoxischen T-
Zellen gefunden worden [1]. Die Expression von Kv1.1 ist anreifen CDACDS8-
Thymozyten entdeckt worden [23].

Unter den kalziumgesteuerten Kaliumkanalen spielt vomdngen der IK-Kanal
hiKcal bei der T-Zell-Proliferation eine tibergeordnete Rolledi&m Aktivitatserhalt der
T-Zelle [29,45,21]. Als ein auf Apamin, einem Bienengifinstver Kanal lie3 sich der
SK-Kanal SK2 auf Jurkat-Zellen, einer humanen leukdmischeZellline,
identifizieren [43]. Uber die Prasenz von SK2-Kanalenraahschlichen T-Zellen ist
ebenfalls berichtet worden, wenn ihre Rolle auch nodtlaunst. Wahrscheinlich sind
sie an einer Kalium-Hintergrundleitfahigkeit beteiligt oftermen Heteromultimere mit

anderen K, a-Untereinheiten [1].

2.1  T-Zellaktivierung

Eines der frihzeitigen Ereignisse in der T-Zellaktivierung d&e Erhéhung des
intrazellularen Kalziumspiegels, die letztendlich Puoduktion von Zytokinen und zur
Zellproliferation fuhrt [62]. Zu den Ereignissen vor dealXumausschittung im
Rahmen der T-Zellaktivierung gehoren: Nach Bindung an d&elfRezeptor-CD3-

Komplex kommt es zur Aktivierung einer Tyrokinase, die ribeés die Phospholipase
C (PLC) aktiviert. Die PLC spaltet aus Phosphatidylind<it6-Bisphosphat (PHp

Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat {JPab. IR verursacht die
Freisetzung von Kalzium aus intrazellularen Speichewéhrend DAG die

Proteinkinase C (PKC) aktiviert, die ihrerseits Uber dasGen die Transkription
ankurbelt und selbst Kv-Kanéle phosphoryliert. Mit eigksichzeitigen Depolarisation

der Zellmembran 6ffnen sich Kv-Kanale, und-knen flieRen aus der Zelle, was den
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Einstrom von weiteren Ghlonen zur Folge hat. Durch die Erhdéhung des
intrazellularen Kalziums und die Bindung an Calmodulin dwidie Phosphatase
Calzineurin aktiviert. Sie ist der Angriffspunkt anderer Immswppressiva wie
Cyclosporin A oder FK-506 (Tacrolimus), die Calzineurin ldrien [98,73].
Calzineurin seinerseits dephosphoryliert einen zytoplasotegn Transkriptionsfaktor
[6]. Neben der Sekretion des Interleukin-2 wird auch im Rahaer Proliferation die
Expression weiterer Kv1.3- und hikl-Kandle stimuliert. Durch den erhdhten
intrazellularen C&-Spiegel 6ffnen sich auch die kalziumgesteuerten Kaliumé&ana
hiKcal und kalziumabhangige Kalziumkanale CRAC, Uber die di@abstimmung
weiteren Kalziumeinstroms und somit eine Modulation leemunantwort stattfindet
[29]. Ein funktioneller Unterschied zwischen dem spannungsgeden Kvl1.3-Kanal
und dem kalziumaktivierten hi¢l-Kanal besteht darin, dass Kv1.3 in der Initiation zur
Proliferation der T-Zelle eine unerlassliche Rolle kpigvdhrend hlk,l-Kanale
anschlieBend den aktivierten Zustand der T-Zelle aufrebhtten [9].

Kaliumkanéle haben somit einen bedeutenden, wenn autkkir@h, Einfluss auf die
intrazellulare Kalziumkonzentration, indem sie durc deustritt aus der Zelle das
Membranpotential erniedrigen und somit die treibende tKiiaf den Kalziumeintritt
liefern [62].

3. Kv1l.3, Kv1.1 und Sk c,2 exprimiert auf T-Zellen als Ziel der

Immunsuppression

Wahrend Kv1.3 zusammen mit ¢kKanalen auf normalen proliferierenden humanen
T-Zellen eine hohe Expressionsrate aufweisen, zeifjt sine Expression von K
Kanalen auf humanen leukdmischen Jurkat-T-Zellen, éieZellaktivierung sogar
heruntergeregelt wird [18]. Jurkat-T-Zellen werden vorwiegemin vitro Versuchen
mit T-Lymphozyten verwendet, da ihre Proliferation gut steuern ist und sie T-
Lymphozyten phanotypisch anndherend entsprechen. Srengeren wie normale T-
Lymphozyten Kvl1.3-Kanale, aber an Stelle von hlkKanalen exprimieren sie
niederkonduktive SK2-Kanéle. Die SKx2-Kandle Ubernehmen auf Jurkat-Zellen die

funktionelle Rolle von hlkk,1-Kanédlen auf normalen T-Zellen [9]. Jurkat-T-Zellen
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haben als leukamische Zellen ihre Proliferationssteueteitwgeise verloren, weshalb
die Expression von S§-Kanélen bei Zellaktivierung sogar heruntergeregelt wird [18].
Kvl.1 hingegen wird zusammen mit Kv1.3 vorwiegend auf unreiferd CD8
Thymozyten exprimiert, wahrend auf reifen CBH8 und CD4CD8" Lymphozyten
hauptséchlich Kv1.3 zu finden ist. Beide Kanéle scheinenwicigige Bedeutung in
der frihen Entwicklung und Proliferation von Thymozyiene zu haben [23]. Kv1.3
eignet sich somit als Angriffspunkt einer Immunsuppressan reifen proliferierenden
T-Lymphozyten. Durch eine Hemmung von Kv1.1 Kaliumkanalefdd sich die
Reifung wunreifer Thymozyten hemmen, wahrend c2KKandle gehauft auf

Lymphozyten der leuk&dmischen T-Zell-Linie Jurkat anzégresind.

4, Expression von Kaliumkanal-Chiméaren als die mole  kularen

Angriffspunkte

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Porenregion zién einem bakteriellen
Kaliumkanal KcsA und Kv-Kanédlen [66] lassen sich charastische
Bindungsstrukturen der Kanalrezeptor-Liganden-Interaktioned&aryotischen Kanals
in KcsA-Kv-Chimaren untersuchen. Die Rezeptor-Ligandeersittion lasst sich in
Bindungsassays mit den isolierten Kanalchimaren und ®kdgxinen als Liganden
naher charakterisieren [57].

KcsA stammt ausStreptomyces lividangnd hat im Vergleich zu eukaryotischen Kv-
Kanalen nur 2 transmembrandre Regionen [93]. Er isttskiminer, hat aber mit
ebenfalls tetramerer Struktur eine zu eukaryotischen &waken homologe
Porenregion [104]. Strukturelle Untersuchungen konntenagigtass KcsA und Kv-
Kanale eine austauschbare Porenregion aufweisen [46,89,13].

Peptidliganden isoliert aus verschiedenen Tiergifteny @beh einige synthetische
Liganden inhibieren manche Kaliumkanéle, indem sie anadidere Porenregion der
Kanale binden und diese verschlieRen (Abb 1b). Fur dieSkagpiongiften isolierten
Toxine Kaliotoxin (KTX) ausAndroctonus mauretanicusnd Hongotoxin 1 (HgTX
aus Centruroides limbatuskonnte fur bestimmte Kv-Kanale eine Blockierung der

Kanalpore festgestellt werden [47]. Ebenso zeigten siclduBgen zwischen aus
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Bienengift isoliertem Apamin und S [31]. Mit Hilfe strukturell definierter Toxine
konnten so Aufschliisse Uber die Struktur der au3eremiegien verschiedener Kv-
Kanale erhalten werden [25].

In dieser Arbeit sollen Unterregionen der Kaliumkari&éd.1, Kv1.3 und SK:2 in die
Porenregion des KcsA substituiert werden und durch EinfUuhrengzelner
Punktmutationen fur die Bindung mit Liganden charakteriséeac Aminoséuren
identifiziert werden [58,103].

5. Identifikation von charakteristischen Bindungsst rukturen

5.1 Bindungsassays

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens zwischen den versarelanalchimaren
und radioaktiv markierten Skorpiontoxinen als Liganden bisteiln Bindungassays an
[24,85]. In homologen kompetitiven Bindungsassays werden Liganded
Kompetitoren benutzt, die die gleiche Affinitdt zum Betor haben. In dieser Arbeit
wurden mit **@-markierte und unmarkierte Liganden benutzt. Im Falle HgTX;
wurde eine Doppelmutation HgEXA19Y/Y37F eingefuhrt, um den Einfluss des Jod-
Atoms auf die Bindungseigenschaften des Toxins zum Kadglichst gering zu halten
[47]. Fur die jodierten und unmarkierten Liganden konnte thécle Affinitat zum
Rezeptor festgestellt werden [53].

Anhand des Massenwirkungsgesetzes lassen sich verschi€olestanten in Rahmen
von Bindungsassays ermitteln, die flr einen Liganden undréeaptor spezifisch sind,
und miteinander vergleichen. Auf diese Weise lasst siok Aussage Uber eine
veranderte Affinitdt eines Liganden zu einem Rezeptorhergcder vielleicht an nur
einer Aminoséure verandert wurde. So lasst sich fdststebb diese Aminosaure
moglicherweise eine wesentliche Funktion in der LiganBezeptor-Interaktion tragt.
Das Reaktionsgleichgewicht einer Bindungsreaktion istichitrewenn die Rate neuer
Liganden-Rezeptor-Komplexe gleich der Rate der Ligandezeptor-Dissoziationen
ist [69,70].
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Aus dem Massenwirkungsgesetz ergeben sich folgende itidefen und

Zusammenhange:

Kg: Gleichgewichtsdissoziationskonstante:
Konzentration von Liganden, bei der im Reaktionsglgésticht 50% der
Rezeptoren besetzt sind, in Mol/l oder Molag=Ko/ Kon.
In homologen Bindungsexperimenten, bei denen der markiadeinmarkierte
Ligand die gleiche Affinitat zum Rezeptor hat, giltj=KKi= ICso- [Radioligand].

Ki: Gleichgewichtsinhibitionskonstante:
Konzentration unmarkierter Liganden, bei der 50% der Rem&ptohne
Anwesenheit markierter oder anderer Kompetitoren besetdf in Mol/l oder
Molar. K; verhalt sich proportional zur kg

kon Gleichgewichtsassoziationsrate:
Anzahl von Bindungen pro Zeiteinheit, spezifisch fur einerstibenten
Rezeptor und einen bestimmten Liganden, in Mblain™. Die Werte liegen
meist um 18 M™min™.
kon= ko— kori/ [Radioligand]

kob: Observierte Gleichgewichtsassoziationsrate:
Zeigt, wie schnell das Reaktionsgleichgewicht erreichtiisMolar™*min™. kg
verhalt sich proportional zu,k Ko ist abhangig vondg, ket und [Radioligand]
(siehe kp).

Koft: Gleichgewichtsdissoziationsrate:
Anzahl von Bindungslésungen pro Zeiteinheit eines bestwmrhiganden von
einem bestimmten Rezeptor, in fin

ICs0: Hemmkonzentration ,inhibitory concentration” 50%:
Molare Konzentration eines Kompetitors, bei der giezdfische Bindung eines
Radioliganden um 50% reduziert wird.

EGso: effektive Konzentration ,effective concentration” 50%
Molare Konzentration von Radioliganden, bei der sich 5886 maximalen

Antwort zeigt.
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5.2  Phage-Display

Eine weitere Mdglichkeit der Identifikation charakteristisc Bindungsstrukturen der
Kanalporenregion, bzw. ldentifikation neuer Ligandei® die Aktivitat des Kanals
beeinflussen, bietet der Phage-Display [49].

Das Kanalprotein wird hierzu mit einer kommerziellen Phagdiothek inkubiert, die

Phagen enthalt, die sich nur durch eine Sequenz von sielbeinasmder folgenden
Aminosauren des Mantelproteins unterscheiden. In derlioBibk sind alle

Moglichkeiten der Kombination dieser Sequenz mehrfachtharmen, um die
Wabhrscheinlichkeit der Bindung einer konsensuellen SequerdieaPorenregion zu
erhohen. Um unspezifische Phagenbindung méglichst gering lkenhavurde die

Phagenbibliothek zuvor mit dem KcsA-Kanal inkubiert und dethtnigebundene
Uberstand zur weiteren Inkubation mit den Kanalchimarenvemdet. Zur Elution

bindender Phagen aus der Porenregion wurde dann Kanaltoxiengeiv

Eine so identifizierte konsensuelle Proteinsequenz, die i@nPdrenregion bindet,

kénnte dann hinsichtlich ihrer Beeinflussung der Aktivitat bienendurchlassigkeit

des Kaliumkanals elektrophysiologisch untersucht werden [28].

Abb. 1la+b: Schematische Darstellung der

tetram eren Struktur spannungsgesteuerter

Kv-Kanéle und einer Chimare. a:  Kaliumkanal-
Tetramer bestehend aus 4 Kv-a-Untereinheiten
und der porenbildenden Region (Mitte). Es kann
unter Umstanden auch aus unterschiedlichen
Untereinheiten geformt sein. b: Modell der Inter-
aktion zwischen einem Kanaltoxin (hier KTX)
und einer Chimare von Kv1.3 im Bakterienkanal
KcsA (Chimére KcsA-Kv1.3). Dargestellt sind
die transmembrandren Regionen M1-2 zweier
Untereinheiten, der Selektivitatsfilter mit der
Signatursequenz  und  fur die  Bindung
charakteristische Aminosauren.

m
i

NHy €Oy

b}

selective filter

Aiyar et al.

[2

K channel
tetramer

Kaczorowski et al.
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" Material

1. Chemikalien und Gebrauchmaterialien

Falls nicht anders angegeben, wurden samtliche Chemikalierden Firmen Baker,
Difco, Fluka GibcoBRL, Macherey-Nagel, Merck, RiedeHdaen, Roth, Serva und
Sigma-Aldrich in p.A.- oder Reinstqualitat bezogen.

Enzyme, Molekulargewichtsstandards, Nukleosidtriphosphate Antikrper wurden
von den Firmen Bio-Rad, Boehringer Mannheim, Clontechtrioyen, New England
Biolabs, Novagen, MBI Fermentas, Pharmacia BiotechmBga, Qiagen, Stratagene,
Sigma und USB erworben.

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG erworben. Himge der verwendeten
Oligonukleotide befindet sich im Anhang (1X.8).

Es wurden Kodak MR und MS Roéntgenfilme verwendet.

Fertige Kanalproteine und Chimaren-Plasmide wurden vabot Legros im Institut
fir Neurale Signalverarbeitung zur Verfiigung gestelft®Jod- markierte und
unmarkierte Toxine sowie Vektoren zu deren Expression wurdelbestem Dank vom
Labor Dr. H.-G. Knaus, Institut fir Biochemische Pharntegie, Universitat
Innsbruck und vom Labor Dr. M.L. Garcia, Department @nbrane Biochemistry and

Biophysics, Merck Research Laboratories gestellt.

Eine Auflistung verwendeter Materialen und Chemikali¢misAnhang (IX) zu finden.
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Vv Methoden

1. Molekularbiologische Methoden

1.1 Handhabung von Bakterienstammen

1.1.1 Kultivierung von Bakterienstammen

[91]

Einer bei -70°C gelagerten Glycerin-Dauerkultur (in LB-Nied, 25% (v/v) Glycerin)
des Bakterienstamms wurde ein Aliquot entnommen und aef &B-Platte mit dem
geeigneten Antibiotikum ausgestrichen. Die Zellen wurden IBeN37°C kultiviert. Die

Platten wurden anschlielend bei 4°C bis zu 4 Wochen gelagert

1.1.2 Praparation kompetenter Bakterien

[40]

Von einer frischen Platte wurde 1 Kolorite coli XL1-Blue-Zellen gepickt und eine 10
ml U.N. Kultur in SOB-Medium mit entsprechenden Antilkiatangelegt. Es wurden 3x
100 ml SOB-Medium mit Antibiotika mit je 1 ml der U.N. Kul angeimpft und je 1 ml
einer 2 M Md*-Lésung zugegeben. Die Kultur wurde im Warmluftschiittler 189
Upm und 37°C inkubiert, bis sich die Bakterien in der Idbarischen
Wachstumsphase (QB = 0,34-0,45) befanden, das Wachstum wurde protokolliert.
AnschlieRend wurden die Bakterien 10 min auf Eis abgekuhlt, ziamnifugiert (2500

x g, 4°C, 10 min). Der Uberstand wurde vollstandig abgenomdierRellets in je 30
ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und 40-60 min aufirikigbiert. Die Bakterien
wurden erneut zentrifugiert (2500g, 4°C, 10 min), die Pellets in je 4 ml eiskaltem TB-
Puffer resuspendiert und mit jeweils 300 pl DMSO zu eimetkBnzentration von 7%
versetzt. Die Suspension wurde 10 min auf Eis inkubiert und a@f8eht zu 20Qul-
Portionen aliquotiert und sofort in flissigem Stickstoff efrmen. Die Lagerung
erfolgte bei -70°C.
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Die Transformationseffizienz der Zellen wurde bestimmieim Transformationen mit

definierten Mengen an Plasmid-DNA durchgefuhrt wurden.

1.1.3 Transformation von Bakterien

[91]

Zur Transformation deE. colrStamme XL1Blue ER2738 und M15pREP4 wurden
100 ul einer Suspension kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA (2@gjOoder
einem Ligationsansatz (IV.1.4.5) 20 min auf Eis inkubi®tach Hitzeschock (90 s,
42°C) und Abkuhlen auf Eis (5 min) wurden die Bakterienme#laf LB/Amp-Platten
(XL1-Blug ER2738) bzw. auf LB/Amp/Kana-Platten (M15pREP4) ausplattiad
anschlieRend G.N. bei 37°C kultiviert.

1.2 Praparation von DNA

1.2.1 Praparation von Plasmid-DNA aus 3-5 ml-Kultur  en (Miniprep)

[5,82]

Die Anzucht des plasmidtragenden Bakterienstammes erfalggesiner Einzelkolonie
in 3-5 ml SB-Medium mit 10Qug/ml Ampicillin G.N. bei 37°C im Warmluftschuttler
(180 Upm). Die Flussigzellkultur wurde pelletiert (10000 x g, BT, min) und das
Bakteriensediment in 300l Zell-Resuspensionspuffer resuspendiert. Nach Zugabe v
300 ul Zell-Lyse-Lésung wurde vorsichtig durchmischt, bis dieséyder Bakterien
durch Klarwerden der Loésung angezeigt wurde. AnschlieBend wuBdén pl
Neutralisations-L6sung zugegeben, durch mehrfache Inversiechrdigcht und 5 min
bei 10000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde die wassrigges® abgenommen und
auf eine zuvor mit 1 ml Wizard Miniprep DNA Purificatid®esin bestlickte Wizard
Miniprep Saule Ubertragen. Samtliche Flussigkeiten wurdéeinar Promega’s Vac-
Man Apparatur durch die Saule gesogen. Die Saule wurde minl 2ZSaulen-
Waschlésung gewaschen und erneut unter Unterdruck kurz getrodulfeeinem
neuen 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen wurde die Saule dann mit BsgHCI, pH 7,4, 1
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min inkubiert und die DNA in einer Tischzentrifuge (10000 x gs8K) aus der Saule

eluiert.

1.2.2 Praparation von Plasmid-DNA aus 50 ml-Kulture  n (Midiprep)

[64]

Die Praparation wurde mit dem “NucleobSAX -System von Macherey-Nagel
durchgefuhrt.

50 ml LB/Amp-Medium wurden mit einer Einzelkolonie plasmadfendelE. coli XL 1
Blue Zellen von einer LB/Amp-Platte angeimpft und 0. N. bei°@G7im
Warmluftschittler (180 Upm) inkubiert.

Die Bakterienkultur wurde zentrifugiert (6060g, 4°C, 10 min) und das Pellet in 4 ml
Puffer S1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Puffer @&2levvorsichtig durch
Invertieren gemischt und die Suspension 5 min bei RT inkuld&tSuspension wurde
mit 4 ml Puffer S3 versetzt, vorsichtig durchmischt und 10 amihEis stehengelassen.
Die ausgefallten Proteine wurden anschliel3end pelletiert (10@0@°C, 15 min) und
der die Plasmide enthaltende Uberstand uiber Filterpapfegine zuvor mit 2 ml Puffer
N2 aquilibrierte Saule Nucleobond AX 100 gegeben. Die Sautdevzweimal mit je 4
ml Puffer N3 gewaschen und danach die an die Séule getmmddasmide mit 3 ml
Puffer N5 eluiert. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von\Ql% Isopropanol
gefallt. Nach Zentrifugation (15008 g, RT, 30 min) wurde das Pellet zweimal mit
70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in Tris-HCI, pHarigenommen. Die
Ausbeute an DNA wurde photometrisch bestimmt (IV.1.8.1) die Konzentration auf

1 pg/ul eingestellt.

1.2.3 Praparation von Phagen-DNA

[71]

Jeweils 1 ml einer 1:100 Verdinnung einer E.coli ER2738 U.N. Kwitwde mit dem

zu sequenzierenden Phagen-Plaque infiziert, im Warmlifideh(37°C, 175 Upm, 5h)
inkubiert und anschliel3end in der Tischzentrifuge pelletiet@Q0 Upm, 30 Sek). Der
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Uberstand wurde erneut pelletiert und 500 pl dieses Ubdestal0 min mit 200 pl
PEG/ NaCl bei RT inkubiert. AnschlielBend wurde wieder #egiert (14000 Upm, 10
min, RT) und das Pellet in 100 pul Jodit-Puffer resuspendient Ausfallung der DNA
wurden 250 ul 96% Ethanol zugefiigt, wie gehabt zentrifugiert undPdiet in 500 ul
70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde nach Trockneer ifakuumzentrifuge in
30 pl 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, aufgenommen. Phagen-DNA wurdetgmetrisch
guantifiziert (IV.1.7) und sequenziert (1V.1.9).

1.3  Mikrodialyse von DNA

Bis zu 50 pl eines DNA-haltigen Reaktionsansatzes wurden auf einen
Mikrodialysefilter (Millipore, 0 13 mm, Porengr63e 0,028n) pipettiert. Die Dialyse

erfolgte gegen bidestilliertes Wasser (20-30 min).

1.4  Enzymatische Modifikationen von DNA

1.4.1 Restriktionsverdau von DNA

[91]

Eine bestimmte Menge DNA wurde zusammen mit der gewinschten
Restriktionsendonuklease in einem nach Herstellerangi@ibetas Enzym geeignetem
Restriktionspuffer und geeigneter Reaktionstemperatur fur 1-thkbbiert. Der
Restriktionsverdau wurde durch gelelektrophoretische Auftreniyhd.5) oder mit
dem GFX-DNA-Aufreinigungs-Kit, Amersham, (IV.1.6) gestbppGleichzeitiger
Verdau mit zwei Enzymen konnte nur bei Ubereinstimmung désrderlichen
Reaktionsbedingungen der jeweiligen Enzyme stattfinden. WarParallelverdau
Aufgrund der Pufferbedingungen nicht mdglich, wurde sequentiefidaut und

zwischen den Restriktionen eine Mikrodialyse (1V.1.3) gdggd durchgefihrt.
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1.4.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

[91]

Um Religationen der durch Restriktionsendonukleasen lireaes Vektor-DNA
wahrend der Ligation zu verhindern, wurde die DNA dephospieot.y!

Die zu dephosphorylierende DNA wurde mit alkalischer Bhatase (1 U pro pmol 5'’-
Enden) in AP-Puffer 1h bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde &fis€end mit dem
GFX-DNA-Aufreinigungs-Kit, Amersham gereinigt (IV.1.6).

1.4.3 Ligation von DNA-Fragmenten

[91]

Es wurden 20 ng Vektor-DNA mit einem dreifachen molaren Ubesschn Fragment-
DNA in einem Gesamtvolumen von 10-20 pl in Ligationspuffer InU T4-DNA-
Ligase inkubiert. Fir Ligationen von Fragmenten mit glatEnden iflunt end wurde
mindestens 4 h ligiert, flr Ligationen von Fragmenteniingrhangenden EndestiCky

end betrug die Inkubationsdauer 1 h bei RT.

1.5 Agarosegelelektrophorese von DNA

[91]

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenteins@tze mit DNA-
Probenpuffer versetzt) erfolgte je nach GrolRe der aefznémden Fragmente in
horizontalen Agarosegelen (1-2% (w/v) in TAE-Puffer) unferwendung von GNA-
100 Elektrophoresekammern (Pharmacia Biotech). Als Lauipdifnte TAE-Puffer
mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid als Nachweisreagenz. Die angelegter&pey variierte

zwischen 70 und 100 V, die Trenndauer betrug 30-90 min.
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1.6 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

[76]

Die Extraktion von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit demefsham Pharmacia
Biotech GFXJ PCR-DNA und Gelelutionssystem.

Das DNA-haltige Gelstick wurde unter UV-Licht (366 nm) ausgedemigewogen
und pro 10 mg Gel mit 10 ul Gelelutionspuffer | versetzt. UStdtitteln wurde 10 min
bei 60°C inkubiert und danach eine GFX-Saule mit dem gel@sdstiick beladen.

Bei der Aufbereitung von PCR-DNA oder Restriktions-Ansatavurde eine GFX-
Saule einfach mit 500 pl Gelelutionspuffer &aquilibriert uneg dNA-LOsung
hinzugefigt.

Die Séaule wurde in ein Sammelréhrchen gestellt und 30 sel0BB0 x g zentrifugiert.
Dann wurde die Saule mit 500 pl Waschpuffer gewaschen wmeditezentrifugiert. Die
Saule wurde in ein neues Eppendorf-Réhrchen gebracht en®MA nach 1 min
Inkubation mit 50 ul Tris-HCI, pH 7,4, unter Zentrifugierg. 0000 x g, 30 sek) eluiert.

1.7  Konzentrationsbestimmung von DNA durch Extinktio nsmessung

Zur Bestimmung von Ausbeute und Reinheit praparierter DNAL(B/1) wurde die
Extinktion bei 260 und 280 nm gemessen. Die Nukleinsaurelésurde in geeigneter
Verdinnung in HO gegen Wasser als Blindwert unter Verwendung von Quarzkiivette
(Schichtdicke 1 cm) gemessen (Gene Quant RNA/DNA CadtmlaPharmacia
Biotech). Das Verhéaltnis der ExtinktionensFE,so diente dabei der Giteabschatzung

der Praparation.



IV. Methoden 18

1.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

1.8.1 Standard PCR

[90]

Die Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Ketteaktion wurde in einem
Gesamtvolumen von 5@l bzw. 100 pl bei Uberlappender PCR (1V.1.8.2a) im

folgenden Ansatz durchgefihrt:

Matrize: Plasmid-DNA 50 ng

Oligonukleotid 1 20 pMol
Oligonukleotid 2 20 pMol
dNTPs 0,5 mM
PCR-Puffer (10x) Bl bzw. 10 pl
TurboPfu-Polymerase 1,25 U

Bei Amplifizierung von DNA-Fragmenten hohen GC-Gehaltwurde dem
Standardansatz DMSO (5% (vi}.) zugegeben.

Der Ansatz wurde zur vollstandigen Denaturierung 3 min bat 9dkubiert. Die PCR-
Reaktion erfolgte in einem Trio-Block (Biometra Tritleated Lid in 20

Temperaturzyklen unter folgenden Bedingungen:

Denaturierung 94°C 1 min
Hybridisierung (T4°C) 20-60 s, mit QuickChange(1.8.2b) 55°C 1 min
Synthese 72°C 1 min/kb., mit QuickChangé8°C, 2 min/kb

Zur Berechnung der Schmelztemperaturep dler Oligonukleotide wurde die
nachstehende Gleichung verwende}:=T4 x Anzahl (G + C) + Z Anzahl (A + T).

Bei unterschiedlichen Schmelztemperaturen der verwendeligonukleotide wurde
die Hybridisierung bei dem niedrigerep-Wert durchgefuhrt.

Zur vollstandigen Synthese der Produkte wurde der Ansathlsafsend 10 min bei
72°C inkubiert, danach bei 4°C gelagert. Das PCR-Produkt wutdech

Gelelektrophorese (1V.1.5) analysiert, gereinigt (IV.1.6npd anschlielend in

Klonierungen eingesetzt.
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1.8.2 Hot start PCR

[12]

Um eine unspezifische Anlagerung von Oligonucleotiden an Nia-Blatrize wahrend
der Aufwéarmphase und eine damit verbundene Amplifizieruregwiinschter Produkte
zu vermeiden, wurde die Pfu-Turbo Polymerase erst nachr &neminitigen
Inkubationszeit in den Ansatz pipettiert. Dieses Vedahwurde bei allen PCR-

Reaktionen angewendet.

1.8.3 In vitro-Mutagenese

a) Overlap-PCR

[39]

Mit Hilfe der Overlap-PCR wurden Sequenzen in ein DNA-Rragt eingefiihrt. Dabei
wurden zunéchst zwei separate PCR-Ansatze durchgefliihedwai komplementaren
Oligonukleotiden, die die Sequenz enthielten und zwei fipelzén Oligonukleotiden
aus dem Bereich, der in 3’-Richtung der zu mutierendeiti®@dag. Bei langeren
einzufihrenden Sequenzen wurden in einer der ersten sepaf@ReAnsatze 3 Primer
verwendet, die aufeinander folgend und teilweise Uberlapfiendie einzufiihrende
Sequenz kodierten. Damit wurde eine groRere Uberlappungsieneuvor in den
ersten PCRs synthetisierten Fragmente geschaffen und ansehlieBenden PCR mit
Hybridisierungsreaktion ein Syntheseabbruch verhindert. ddi@ltenen Fragmente
wurden gelelektrophoretisch aufgereinigt (IV.1.6) und in &quirealdMengen in eine
dritte PCR eingesetzt. In dieser Reaktion erfolgten Eyiaridisierung der Fragmente
in ihrem Uberlappenden Bereich und die Synthese eines doppgigen DNA-
Molektls durch zwei Zyklen ohne den Einsatz von Oligonuldeot unter folgenden

Bedingungen:

Denaturierung 94°C 2 min
Hybridisierung 40°C 3 min
Synthese 72°C 3 min.
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Nach Zugabe der spezifischen Oligonukleotide wurde dieseSeatjgeenz enthaltende
DNA-Molekldl wie in 1V.1.8.1 amplifiziert, das PCR-Produkt lgjektrophoretisch

aufgereinigt (IV.1.6) und in Klonierungen eingesetzt.

b) Einfihrung von Mutationen und Deletionen durch QuickChange

[95]

Alle Punktmutationen und Deletionen wurden mit dem Quickigél Site-Directed
Mutagenesis Kit von Stratagene eingefuhrt.

Hierbei wurde bakteriell replizierte Plasmid-DNA als Kzt und zwei komplementare,
die Mutation/ Deletion enthaltene Primer in einer 8tad-PCR (1V.1.8.1) eingesetzt.
Als DNA-Polymerase wurde Pfu-Turbo eingesetzt, welche Rtiener bei der PCR
einfach verlangert, ohne die Mutation/ Deletion zu rdein. In einem anschlieRenden
Restriktionsverdau mit 10 U des Restriktionsenzyms Dpn | wulide methylierte
bakterielle Matrize anschliel3end verdaut, so dass nuegigierte unmethylierte DNA
mit der Mutation/ Deletion intakt blieb.

Das unverdaute Produkt konnte direkt in E.coli ;>0lue transformiert werden
(IV.1.1.3). Zur Kontrolle wurde die extrahierte Plasmid®Niner Mini-Praparation

(IV.1.2.1) sequenziert.

1.9 Sequenzierung von DNA

[92]

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA erfolgte unter Verwenddes ABI
PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Kits und des ABI 3NA D
Sequenziergerats (Perkin Elmer). Die Probenaufbereitumy die Beschickung des
Gerats wurde von den Mitarbeitern der Servicegruppe "Sequengieam ZMNH

durchgefuhrt.
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2. Proteinbiochemische Methoden

2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
[54]
Die Analyse von Proteinen und Proteingemischen erfolgte ddiskontinuierliche
SDS-Polyacrylamidelektrophorese in Mini-Protean Il Elgih@resekammern (Bio-
Rad). Die Abmessungen und Zusammensetzungen von Trenn-anmue®yel waren
wie folgt:
Trenngel: Hohe 4,5 cm, Dicke 1,5 mm

9-15% (v/v) Acrylamidlésung (Protogel, Biozym) in Trenlpyefer

1 mg/ml APS, Jul/ml TEMED
Sammelgel:. Ho6he 0,8 cm, Dicke 1,5 mm

3% (v/v) Acrylamidldsung (Protogel, Biozym) in Sammelgéigu

1 mg/ml APS, Jul/ml TEMED
Nach vollstandiger Polymerisation erfolgte die Elektropkerbei einer Spannung von
200 V in Laufpuffer, dabei diente der Farbstoff des Pmpb#fers als Laufzeitmarker.
Die Proteinproben wurden zuvor in Laemmli-Probenpufix) (aufgenommen. Die
Proben wurden nativ (U= unboiled) oder bei Bedarf durch 5 Eninizten auf 95°C
denaturiert (B= boiled).
Die Polyacrylamidgele wurden nach der Elektrophorese ihek@&sung inkubiert (RT,
20 min) und anschlieBend zur Entfernung der Hintergrundfgrioaih Entfarbeldsung

gewaschen.

2.2  Photometrische Quantifikation von Protein

Die AbschlieRende Kanalprotein-Konzentration in der Loswngde photometrisch
durch eine Wellenlangen-Rasterabtastung (wavescan) mit Rlestometer zwischen
200 nm und 340 nm dargestellt, wobei zur Abschatzung der Konzemtraer

Absorptionsunterschied zwischen 280 nm und 320 nm genutzt wurdelniZrechnung
wurde ein Extinktionskoeffizient von 0.578 angenommen, al€Dlentspricht 0.578

mg/ml Protein. Der Extinktionskoeffizient errechnetehsiwmis der Aminosauresequenz
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der Kanalproteine, der mit Hilfe des Online-Programms ,PratiRatool* des
Schweizerischen Institutes fur Bioinformatik (SIB) unteder Web-Seite

http://www.expasy.org/tools/protparam.htenrechnet wurde.

2.3  Western Blot-Analyse

2.3.1a Elektrophoretischer Transfer

[99]

Fir den Proteintransfer aus einem SDS-PAA-Gel (MMM) auafne
Nitrocellulosemembran (Protran Nitrocellulose BA 85, O, Schleicher & Schiill)
wurde eine MINI TRANSBLOT-Apparatur (BioRad) verwendetdN der SDS-PAGE
wurde unter Blotpuffer ein Transferstapel (Schwamm, Filiggra Gel, Membran,
Filterpapier, Schwamm) luftblasenfrei aufgebaut. Derktedphoretische Transfer
erfolgte bei 4°C in Blotpuffer (200 mA, 120 min). Als Molekigawichtsmarker wurde
BenchMark (Gibco BRL) verwendet, dessen farbige Banden auf die vam

Ubertragen wurden, was zusatzlich als Kontrolle des Terndiente.

2.3.1b Dot Blot

Es wurden 100 ul des in Lésung befindlichen Proteins aus der Edutfaginer in PBS
eingeweichte Nitrozellulose mit der Schleicher & Schudlakuum-Filtration

immobilisiert und anschlielRend bei RT getrocknet.

2.3.2 Immunologischer Nachweis an Nitrocellulose ge  bundener Proteine

[4]

Nach Beendigung des elektrophoretischen Transfers bzw. ateBIBX-Immobilisation
wurde die Nitrocellulosemembran unter Schitteln in Biaskng inkubiert (30-60 min,
RT). AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit in Blogding geeignet verdiinntem

Antiserum bzw. Erstantikérper (2h, RT oder 4°C, 4.N.)ciNdreimaligem Waschen
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mit PBS (je 5 min) wurde die Membran in dem in PBS 1:5000 verdiriPéroxydase-
gekoppelten Schaf-Anti-Maus-Zweitantikorper geschittelt (9GER-60 min, RT).
Die Membran wurde erneut mit PBS gewaschen (5x, je 5 mim) mn die

Chemilumineszenz-Reaktion eingesetzt (1V.2.2.3).

2.3.3 Antikdrpernachweis durch Chemilumineszenz

Die Antikoérperreaktion wurde durch die bei der Substratumsgtzdarch die
Peroxydase entstehende Chemilumineszenz nachgewiegehleDibran wurde 1 min
bei RT mit Detektionsreagenz (1:1 Mischung aus Detektisosljen | und II)
inkubiert. Die Lésung wurde entfernt und restliche Flissiglaich kurzes Pressen
zwischen Filterpapieren beseitigt. Nach luftblasenfrei®edecken mit Klarsichtfolie
wurde die Membran einem Réntgenfilm exponiert (30-60 s, Kodak®©eMR).

2.4  Expressionin Escherichia coli

[4]

Zur Uberexpression von Proteinen erfolgte die Klonierungedésprechenden DNA in
die jeweiligen Expressionsvektoren, so dass ein durclmdefd_eserahmen mit der fur
den Fusionsanteil kodierenden Sequenz gewébhrleistet vaah Wransformation des
empfohlenerk.coli Stamms (IV.1.1.3) wurde eine 5 ml-Kultur (LB bzw. Superbroth
supplementiert mit Antibiotikum) aus einer Einzelkolonie spitragenderkE. coli
Zellen angeimpft und im Warmluftschittler inkubiert (180 U@rh, 37°C). Flr eine
weitere Vorkultur wurden aus dem 1. Inkubationsansatz 10 poemben und 100 ml
Medium fir die Expression einer 1 Liter Kultur angeimpiir eine 8 Liter Expression
wurden 50 pl der 1. Vorkultur entnommen und 500 ml SB-Mediugeiampft. Die 2.
Vorkultur wurde im Warmluftschittler inkubiert (180 Upm, @.N, 3)°®on dieser
Vorkultur wurde ein nach folgender Formel abgeschatztdanvén entnommen und
mit Medium auf 1 bzw. 8 Liter aufgeftillt, so dass diar&ultur eine Olgy, von ~ 0,2
hatte:

0,2/ ODyp0 * 1000 ml bzw. 8000 ml = x ml Vorkultur
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Die Startkultur wurde dann bis zu einer &fvon 0,5 bis 1,0 im Warmluftschuttler
inkubiert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTGQ(8,InM f.c.)
induziert und die Kultur weitere 2-6 h (32°C) bis zu einerg@don 1,5 oder einer
abnehmenden Qfgy inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend sedimentied lbis
zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert.

Zur Kontrolle des Expressionsverlaufs wurden in regeln&f3fgostanden Proben der
Kultur genommen, die Bakterien sedimentiert, in Prpbéier aufgenommen und durch
SDS-PAGE (1V.2.1) analysiert.

Die Modifikationen, die sich aus der Verwendung verscheddExpressionssysteme

ergaben, werden im Folgenden (1V.2.4.1) aufgeflhrt.

2.4.1 Expression in E. coli mit dem pQE-System

[83]

Die fur das Zielprotein kodierende DNA wurde in den Vektor p@Qbzw. pQE70
kloniert und das Plasmid i&. coli M15pREP4-Zellen transformiert. Das gewilnschte
Protein wurde als Fusionsprotein mit einer N-terminalenE@®) bzw. C-terminalen

(pPQE70) Poly-Histidin-Doméne exprimiert.

2.5 Lyse von Bakterien

2.5.1 Aufschluss mit hydraulischer Motorpresse, Gew innung der

Bakterienmembranen

Die Bakterienkultur wurde zentrifugiert (8000 x g, 4°C, 10 min) dad Sediment in
BAK-Puffer (versetzt mit Proteinase-Inhibitoren(1 mM BN 2uM Leupeptin, M
Pepstatin Af.c)) aufgenommen (22,5 ml pro 1 | Bakterienkultur). Die Suspens
wurde in eine vorgekiuhlte Frenéhessure20K-Aufschlusszelle (Kapazitat: 40 ml)
Uberfuhrt. Die Bakterien wurden komprimiert (Spectronidrimeents/SLM Aminco,
20000 psi). Die Lyse erfolgte durch den Druckausgleich beimtbamen Offnen des

Ausflussventils der Aufschlusszelle. Der Vorgang wurdederholt, das Lysat
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anschlieBend bei 12000 x g 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uiretsivurde der
Ultrazentrifugation (110000 x g, 1 h, 4°C) zugefuhrt. Die pelietn
Bakterienmembranen konnten resuspendiert in Miller-Suectms —70°C gelagert
werden, oder der Ni-NTA-Agarosegel Extraktion zur Proteiadtion zugefuhrt

werden.

2.6  Proteinextraktion und —immobilisation auf NINTA  -Agarosepartikeln

[83]

Aufgrund der Poly-Histidin-Domane an den terminalen Enden Proteine konnten
diese mit auf einer festen Matrix gebundenen Ni-NT¥ckel-Nitrotriacetylsaure),
dessen freie Ligandenbindungsstellen am Nickel-Atom mitRady-Histidin-Domane
interagieren konnte, extrahiert bzw. immobilisiert wexd8ur Extraktion wurden die
Bakterienmembranen zuerst in 22,5 ml BBK-Puffer mit 40 mM b 1 L
Bakterienkultur U.N. bei 4°C auf einem Schuttler (175 Uprkubiert, um die Proteine
aus den Membranen zu l6sen. Dann wurde erneut ultrangmerif (100000 x g, 1 h,
4°C) und der Uberstand mit den Proteinen weiterverarbeitet.

Um unspezifische Bindung des Ni-NTA-Komplexes auszuschlie®earde wahrend
allen Bindungsreaktionen der pH auf 7,8 gehalten und 30 mM Imidagelgeben. Es
wurde Ni-NTA-Agarosegel zur Extraktion und eine magnéBs®Ni-NTA Agarose-
Sonde, die mit dem magnetischen 12-Réhrchen-Stander (Quiegahiert werden
konnte, zur Immobilisation von Protein benutzt. Zur Binglules Proteins an den Ni-
NTA-Komplex wurde 90 min auf dem Schuttler (175 Upm) bei 43Kubiert. Die
Bindung des Proteins an die magnetische Ni-NTA-Agaraset& wurde nach Elution
mit BBK | 400-Puffer mittels Dot Blot (IV.2.2.1b) verifiait.

Zur Elution wurde das Ni-NTA-Agarosegel nach Proteinbindung nerezuvor mit 2
Saulenvolumen (SV) BBK | 30-Puffer aquilibrierten Elutisgle mit
Spritzenvorsatzfilter (Milltex HA[J 45 um, Millipore) in freiem Fluss aufgetragen und
mit weiteren 2 bzw. 10 SV fur eine 1 bzw. 8 L Kultur gewasch2enn wurde das
Protein von der Ni-NTA-Agarose mit 1 bzw. 2 SV BBK | 4004feufeluiert. Letzte
Waschgéange und die komplette Elution wurden in 1 ml Fraktiandégefangen, um mit

der ODgodie Proteinkonzentration in den Fraktionen zu ermitteld ein Wasch- und
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Elutionsprofil erstellen zu konnen. Die Elutionsfraktionemt Proteinen wurden

konzentriert und entsalzt (IV.2.7).

2.7  Konzentration und Entsalzung von Proteinen

2.7.1 Zentrifugenfilter

Zur Verdichtung der Proteine wurden Microsep Microconcémtsa (Filtron

Technologoy Corporation) verwendet, deren PorengroRe sich Raoteingrofle
richtete. Fur Kanalprotein wurde ein 30 kDa Filter benutztTfixine ein 1 kDa Filter.
Es wurde bei 7500 x g zentrifugiert, bis das Volumen auf 500-2@Ingeengt war.
Durch mehrfaches Verdinnen mit BBK 4 mM DM und erneutgertgen konnte
entsalzt werden. Endprodukte wurden photometrisch bei 280 nmfaiemtund durch
SDS-PAGE (1V.2.1) analysiert.

2.7.2 FPLC-Saulenchromatographie

Zur schnellen Eliminierung des Imidazols aus der Elutioarde eine FPLC-
Saulenchromatographie (Fast Protein Liquid ChromatograpyC)

angewendet. Das Eluat wurde auf eine ,HiTtapesalting“-Saule mit ,Sephadéx
G-25 Superfine* als Matrix (Amersham) aufgetragen. Die dfhte des Laufpuffers
betrug 1 ml/min. Es wurden 1 ml Fraktionen gesammelt undPbéein enthaltenden

Fraktionen vereint und im Zentrifugationsfilter (IV.2.7kbnzentriert.
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2.8  Pharmakologische Charakterisierung von Kanalpro teinen

2.8.1 Phagen-Screening mit einer Phagenbibliothek
[71]

2.8.1a Inkubation

Zur ldentifikation charakteristischer Bindungsstellen inr dBorenregion von
Kanalprotein wurde mit einer Ph.DIE7Phagenbibliothek von New England BioLabs
inkubiert. Spezifisch bindende Phagen wurden in 3 Selektinden (Panning-Runden)
von Inkubation, Elution und Amplifikation der Phagen mé&m Skorpiongift KTX
identifiziert. Um unspezifisch bindende Phagen aus der Biekottu eliminieren,
wurde in einem der drei Inkubationen wahrend der drei Paiiimglen mit dem auf
magnetischer Ni-NTA-Agarose immobilisiertem Wildtyp-KaicsA inkubiert. In den
Inkubationsschritten wurden 200 ng Kanalprotein mit 2 * #aque forming units
(pfu) der Phagen in 400 ul BBK | 400-Puffer + 0.5% BSA inkul(#@t min, RT). Auf
dem magnetischen Rohrchenstander extrahiertes Katefprmurde 5 mal mit 500 pl
BBK | 20-Puffer gewaschen, anschlieRend mit 100 nM KTX in 50BBK | 20-Puffer
eluiert. Zur Elution von unspezifisch bindenden Phagen wurd®1DmT verwendet.
In allen Losungen wurden die Phagen titriert (IV.2.8.ach der 3. Panning-Runde
wurden Phagen-Plaques mit spezifisch bindenden Phagen isoliedie Phagen-DNA
sequenziert (1V.1.2.3).

2.8.1b Amplifikation

Die spezifisch bindenden Phagen der Elution bzw. des Ubdestamach Wildtyp
Inkubation mit KcsA wurden anschlieRend amplifiziert.etdu wurde eine 1:100
verdinnte U.N. Vorkultur von E.coli ER2738 in 20 ml LB-Mediumt den zu
amplifizierenden Phagen angeimpft und 5 h im Warmlbfigter (37°C, 175 Upm)
inkubiert. Danach wurden die Zellen pelletiert (10000 x g, 10 #fi@) und der die
Phagen enthaltende Uberstand erneut zentrifugiert. Derstiimd wurde mit 1/6 des

Endvolumens mit PEG/NaCl aufgefillt und die Phagen téN.4°C prazipitiert. Es
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wurde erneut zentrifugiert (10000 Upm, 15 min, 4°C) und dastRelle ml BBK | 20
resuspendiert. Erneut wurde 200 pul PEG/NaCl hinzugefugt, 1 Bisurikubiert und in

der Tischzentrifuge (14000 Upm, 10 min) pelletiert. Das Pelletie in 200 pl BBK |
20-Puffer + 0,02% NaNresuspendiert und zur Ermittlung des Phagentiters fur die
folgende Inkubation eine Phagentitration durchgefuhrt. UnkMmpungen der Phagen
zu vermeiden, mussten die Pellets bei Resuspensioittstimin. 1 h bei 4°C unter

schatteln resuspendiert werden.

2.8.1c Titration

Um der Phagentiter einer Losung zu ermitteln, wurden Verdigstaihen angefertigt,
zur optimalen Bestimmung sollten Verdiinnungen von 50 pfy/l Hisplattiert werden.
Folgende Verdinnungen aus 1:10 Verdiunnungsreihen wurden augplattier
Uberstande: 18 10 und 10"

Waschgange: T0und 10°, sowie 1:1 vom 5. Waschgang.

Elutionen: 10", 10% 10°% und 10",

Amplifikationen: 10°, 10%°, 10 und 10"

10 pl der einzelnen Phagen-Verdinnung wurden mit je 200 pli€ider ER2537 in
LB-Medium mit einer Ol von ~ 0,5 5 min inkubiert. Die infizierten Bakterien
wurden in 3 ml verflissigten Agarose-Top gebracht und naigeriMschnell auf einer
LB-IPTG-Xgal-Platte gleichméaRRig ausgeschwenkt. Die Plattede 0.N. bei 37°C
inkubiert. Um den Phagentiter in pfu/ 10 ul einer Lésung estimmen, wurden die
lytischen blauen Phagen-Plaques der Platten gezahlt und mivdettinnungsfaktor

multipliziert.
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2.8.2 Charakterisierung von Bindungsverhalten mitte Is Bindungsassays

Alle Versuchsansatze wurden zur Ermittlung eines Durchdstueittes doppelt

pipettiert.

2.8.2a Vorversuche

Zur Identifikation der optimalen Bindungsverhaltnisse wurderrschiedene
Konzentrationen von Kanalprotein bzw. Bakterienmembramés Rezeptor und
radioaktiv markiertem Toxin als Liganden inkubiert. Als rAgetitor wurde
unmarkiertes Toxin in 1000-fach hdéherer Konzentration vedse Filter wurden wie
in 1V.2.10.2b filtriert und gemessen. Der yZahler ermittelte Unterschied in counts
per minute (cpm) zwischen Inkubationsansatzen ohne Kdopend mit ergab die
spezifische Bindung. Die unspezifische Bindung ergab sich deis totalen
Bindungskapazitat ohne Kompetitor abziglich der spehi#isc Bindung.
Versuchsbedingungen mit moglichst hoher spezifischer mdglichst niedriger

unspezifischer Bindung wurden gewabhilt.

2.8.2b Homologe kompetitive Bindungsassays, Ermittlung der I§g

Die Versuche wurden in verschiedenen Reaktionsvolumina mihsténten
Konzentrationen des radioaktiv markierten Toxins undaf@otein in Bindungs-Puffer
+ 2 mM DM, bei Bakterienmembranen ohne DM, durchgefihg.k&dmpetitor wurden
Verdiinnungen von 1:5 und 1:10 Verdunnungsreihen voh MIObis 10 M des
unmarkierten Toxins hinzugeflgt und bis zum Reaktionsgleichgew®idh inkubiert.
Die Inkubationen wurden dann unter Vakuum durch zuvor in 0,5% Hek 4°C
inkubierte GF/C-Filter (Whatman) filtriert, die Reaktsgefalle 3 mal mit Waschpuffer
gewaschen und die Waschgange ebenfalls filtriert. Dtier vurden anschlieRend mit 4

ml Waschpuffer gespult und iyaZahler gemessen.
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2.8.2¢ Kinetisches Bindungsverhalten

Dissoziationsrate k

Verdinnungen von 1:500 und 1:1000 der Bakterienmembranen wurden in 0,5mind 1
Reaktionsvolumina mit 10 pM radioaktivem Toxin U.N. inkubigitm Ansatz wurde
dann 50 nM unmarkierten Toxins gegeben und das radioaktive ToxmRezeptor
verdrangt. Diese Reaktion wurde nach bestimmten Zeidgsckhen 10 sek und 2 h
durch Verdinnung der Reaktion mit 3 ml Waschpuffer und schir@ti@tion und
Waschen wie in 1V.2.10.2b gestoppt. Die Filter wurden anddfid imy-Zahler

gemessen.

Assoziationsrate

In 1 und 2 ml Reaktionsansatzen wurden 1:500, 1:1000 und 1:2000 Verdinnungen de
Bakterienmembran mit 10 pM radioaktivem Toxin flr eine bestenZeit zwischen 1

sek und 2 h inkubiert und die Assoziationsreaktion durch Verdighmit 3 ml
Waschpuffer und schnelle Filtration und Waschen gest@ppR.8.2b). Die Filter

wurden imy-Zahler gemessen.

3. Computergestiutzte Bindungs- & Sequenzanalysen

Computergesttitzte Analysen von DNA-und Proteinsequenzen wurite Hilfe des
Lasergene-Programmpaketes DNASTARic., www.dnastar.com) durchfthrt. Die
Analyse der Daten aus Bindungsassays sowie die stist&uswertung erfolgte mit

GraphPad Prisfivon GraphPad Software, Inc., Version 3.02, www.graphpad.co
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V Ergebnisse
1. Chiméaren und Proteinexpression:

1.1 Benutzte KcsA-Chimaren aus den spannungsgesteuer ten

Kaliumkanalen Kv1.1 und Kv1.3

Die in Tabelle 1 aufgefihrten P-Loop Sequenzen der S5/S&Regin Kvl.1 und

Kv1.3 wurden von Legros et al. in die M1/M2-Region des Wilekanals KcsA

kloniert [58], so dass sie im Folgenden fir Expression umtluBgsassays zur
Verflgung standen. Als wichtige Bindungsstrukturen stellieh die Subregionen |
und Il heraus, die im Weiteren modifiziert wurden. Sigbregionen | und Il bildeten
die Porenkanzelregion (turret) und den auf3eren Poreneingeastpalb die Bindung
eines Kanalblockers in dieser Region wahrscheinliah. \Rie Subregion Il, die auch
die Signatursequenz (11.1) enthielt, wurde aus KcsA beibetal

In dieser Arbeit wurden die KcsA-Kv1.3 Chiméren 1V, Vilhd VIII-G56T, sowie die

Chimaren KcsA-Kv1l.1 und KcsA-Kv1.1-L81M in Bindungsassay®isuicht (1V.4).

50 60 70 80 90
a a O a a
S5/M1 Sl Sl Sl S6/M2
KcsA AVLAERGAPGAQLITYPRALWWSVETATTVGYGDLYPVILWGRLV
Kv1.1 VYFAEAEEAESHFSSPDAFWWWSMTVGYGBYPVTIG GKI V
Kv1.3 VYFAEADIPTSGFSSIPDAFWWWTMITVGYGDIHPVTIG GKI V
Chilv( E) AVLAEADIPTSGFSSIPDALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLV
Chi VIl AVLAERGAPGGFSSIPDALWWSVETATTVGYGEPVTLWGRLY
Chi VIII-G56T AVLAERGARSGFSSIPDALWWSVETATTVGYGEPVTLWGRLY
KcsA -Kvl1.1 AVLAEAEEAESHFSSPDALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLV
KcsA -Kv1.1-L81M  AVLAEAEEAESHFSSPDALWWSVETATTVGYBIPVTLWGRLV

Tab. 1. Gegenuberstellung der S5/M1-S6/M2-Regionen  benutzter KcsA-Kv1.3 (Chimare
IV& VIII) und KcsA-Kvl.1 Chiméaren. Die S5/S6-Region von Kv1.1 und Kv1.3 bzw. Teile davon
wurden in die M1/M2-Region des bakteriellen KcsA-Kanals eingeflihrt (rote Abschnitte), grau
unterlegt am Beispiel KcsA sind Subregionen 1& 1ll, dazwischen S 1.



V. Ergebnisse 32

1.2 Geplante KcsA-Chimaren aus dem kalziumaktivierte  n,
niederkonduktiven Kaliumkanal SK 52 : KcsA-Ska, KcsA-Skb, KcsA-
Ska-F103L, KcsA-Skb-F103L

In einer Overlap-PCR wurden Teile der P-Loop Sequenz der6$¥§ion des
kalziumabhangigen, niederkonduktiven Kaliumkanals rSK2 in eligsprechende
M1/M2-Region von KcsA substituiert (V.1.2.1). Es wurden rAminosauren der
Subregion | im P-Loop von KcsA durch die entsprechendenindsauren der
homologen Region von rSK2 ersetzt. Tabelle 2 zeigt Bibersicht des rSK2-Kanals
und der Chiméaren in der P-Loop Sequenz. Wahrend KcsA-Ska dieclgesamte
Subregion | von rSK2 enthielt, ist in KcsA-Skb die zuirserierte Aminosaure Tyrosin
an Position 53 eliminiert und das Histidin an Position 54¢ld@lycin ersetzt worden.
Als erstes Klonierungsprodukt entstand die KcsA-Skl Chandglie sich als nicht
Apamin sensitiv herausstellte. Fur alle natirlichen Kakiandle SK;1-3 konnte eine
Apaminsensitivitat festgestellt werden, die es fur di@em Chimaren zu untersuchen
galt. Grin herausgestellt sind Strukturen, von denen @imer Bindungssensitivitéat

gegenuber Apamin berichtet wurde [31], sowie die Mutation Fli3&Ka und SKb
(gelb).

| 50 60 70 80 90 Apam n- |
| ad ad ad ad ad sensitiv |
| S5/TM1 Sl Sl Sill TM2/S6 |
| KcsA AVL __ AER-GAPGAQLITYPRALWWSVETATTVGYGDLYPVITLWGRLV |
|rSK2 330- VRAC ERYHBQQDVTSNFLGAMALISI TFLSI GYGMWPNTYCKG/C  ja [31] |
| 50 60 70 80 90 100 |
O O O O O O

KcsA.SK1  AVL _  AER-GAQQDVFSSIPDALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGITSHGLV
| KcsA.SKa ﬂLAER{HEQINTSNFLG\MNWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVWMVAGITSFFSLV
| KcsA.SKb ﬂLAER-GDQINTSNFLG\MNWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVWMVAGITSFFLV

| KcsA.Ska-F103L  AVLAERYHBRQDVTSNFLGAMNWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGINS |
| KcsA.SKb-F103L  AVLAER-GDQRDVTSNFLGAAMNWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGINS |

Tab. 2: Gegeniberstellung des kalziumabhangigen Kali  umkanals rSK2 im Vergleich zum
Wildtypkanal KcsA. Fur die geplanten Chimaren KcsA-Ska und KcsA-Skb wurde die
Subregion | der S5-S6-Region des rSK2-Kanals ausgewahlt und in die entsprechende Region
des KcsA-Kanals kloniert. Schwarz: Sequenzen aus rSK2 im KcsA; grin: sensitive Strukturen
zur Apaminbindung; gelb: Mutation F103L in SKa und SKb, grau unterlegt: Subregionen 1& IlI,
dazwischen S II.
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1.2.1 Konstruktion der Chimére KcsA-Ska im Vektorp  QE32

Sphl
1 SF1. =~
5 CACCATGGGATCCGCATGCTAATGCTGTCCGGTCTTCTGGCCAGATTGGTCAAACTGCTGCTCEGGCGCC
3'GTGGTACCCTAGGCGTACGGTGGGTACGACAGGCCAGAAGACUTGIANEITN GACGACGAGCCCGCGGTG
HHGIRMPPMLSGLLAR LVKLLLGRH

76 RkSK1
5'GGCAGTGCGCTGCACTGGAGGGCCGCGGGTGCCGCGACGGTEEATIE B TCCTCGCGGGCTCGTAC
3'CCGTCACGCGACGTGACCTCCCGGCGCCCACGGCGCTGCCABGASGBAGGAGGAGCGEGRGCATG

GSALHWRAAGAATVLL VIVLLAGSY

151 Slrev S2sens
5TTGGCCGTCCTGGCTGAGCGCTACCATGACCAGCAGGATGIBACCACCTECCECECEATCTEETGGTCC
3" AACCGGCAGGACCGACTCGCGATGGTACTGGTCGTCCTACACTABAGATUEGCGCTAMNTCAGG

LAVLAERYHDQRDVTS NFLGAMWWS

226

5 CTCCACACCCCEACCBTCGGCTACGGCGACCTGTACCCCGTGACTCTGTGGGGCCGRIETaRGBEC
3’CACCTCTGGCGCTGCTGGCAGCCGATGCCGCTGGACATGGGBACACTEAGEGCCGAGCACCGGCACCAC
VETATTVGYGDLYPVT LWGRLVAVYV

301

5 GTGATGGTCGCCGGGATCACCTCCTTCGGTCTGGTGACCGCOGUBTIBESTTCGTCGGCCGGGAACAA
3’CACTACCAGCGGCCCTAGTGGAGGAAGCCAGACCACTGGCCETIGENITAAGCAGCCGGCCCTTGTT
VMVAGITSFGLVTAAL ATWFVGREQ

376
5"GAGCGCCGGGGCCACTTCGTGCGCCACTCCGAGAAGGCCGCCGASGHBBCGGACGACCCGGGCGCTG
3'CTCGCGGCCCCGGTGAAGCACGCGGTGAGGCTCTTCCGGCGGCATGTGCGCCTGCTGGGCCCGCGAC

ERRGHFVRHSEKAAEE AYTRTTRAL
Hindlll

451 Urev ~~————
5"CACGAGCGTTTCGACCGTTTGGAGCGAATGCTCGACGACAACBATAGRITTAGC-3’
3'GTGCTCGCAAAGCTGGC A CCCTTACCAGCTCCTECTTCCCCCCCATTATICERHATCG

HERFDRLERMLDDNRR RN K

Tab. 3: DNS- und Aminosauresequenz des durch Overlap  -PCR hergestellten Inserts von
KcsA-Ska. Benutzte Oligonukleotide sind farbig unterlegt. Die in KcsA substituierte
Aminosauresequenz in Subregion | ist eingerahmt. Ebenfalls dargestellt sind die Angriffspunkte
der Restriktionsendonukleasen (~~~), die benutzt wurden, um das Insert in den Vektor pQE32
zu ligieren.
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Zum Austausch der Subregion | des M1-M2-Linkers von KcsAdaitvon rSK2 in der
S5-S6-Region zur Konstruktion von Ska wurde ein Insert durcferl@-PCR
synthetisiert (IV.1.8.3a), das im Folgeschritt in den VekiQE32 ligiert wurde. In
einem ersten Schritt zur Synthese des Inserts wurdenuhiesei sich in der
Porenregion des S5/M1-S6/M2- Linkers Uberlappende PCR-Prodakgestellt. Als
Primer fur diese Produkte dienten in PCR 1 (griin unterledt) SEev und RkSK1, in
PCR 2 (rot unterlegt) S2sens und Urev (IX.8) zusammen mit\dektor des Wildtyp-
Kanals KcsA pQE32 als Matrize (Tab. 3). Fragmente wurden einer
Gelelektrophorese aufgetrennt (IV.1.5), aufgereinigt (IV.ur@ in einer zweiten PCR-
Reaktion mit den beiden ersten PCR-Produkten das lrisedeh Vektor synthetisiert.
Nach erneuter gelelektrophoretischer Auftrennung wurden soslashinsert als auch
der Vektor pQE32 mit Wildtyp-Kanal KcsA mit Restriktionsendkleasen Sphl und
Hindlll verdaut (1V.1.4.1). Nach Auftrennung wurden die Prddukgiert (1V.1.4.3)
und in E.coli XL1-Blue transformiert (IV.1.1.3). Nach Minind Midi-Praparation
(IV.1.2) wurde die DNA der KcsA-Chimaren durch abschlieRefdgquenzierung mit

den von QiaExpressionist empfohlenen Primern QnP1 und(@QE® kontrolliert.

1.2.2 Konstruktion der Chiméare KcsA-Skb in pQE32

Zur Herstellung von KcsA-Skb in pQE32 wurde eine QuickCharBER angewendet
(IV.1.8.3b). Als Matrize hierzu diente der Klon KcsA-Ska Vektor pQE32. Es
wurden die Primer Skbfor und Skbrev (IX.8) verwendet. NR@nsformation in E.coli
XL1-Blue (1V.1.1.3) und Mini-Praparation (IV.1.2.1) in E.cpiPREP4 M15 wurde die

Chimaren-DNA durch Sequenzierung mit entsprechenden Primeder kontrolliert.
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1.2.3 Eliminierung von Mutationen aus den Chimaren KcsA-Ska-F103L
und KcsA-SKb-F103L

Wie sich in der Sequenzierung der ersten beiden Chimarandseéellte, enthielt diese
eine Mutation eines Phenylalanins an Position 103 der Adimesequenz zu einem
Leucin, die sich bereits in der Matrizen-DNA des Wifttyektors KcsA wiederfand.
Da diese Mutation von der Transmembranregion 2 des &anadas Innere der
Kanalpore zeigte und somit u.U. Einfluss auf die Stdlitier Kanalproteinstruktur und
das Bindungsverhalten in nachfolgenden Bindungsassays tsjiirechenden Liganden
haben konnte [75,36], wurde diese Mutation eliminiert. Hierzudevuwieder die
QuickChangel-Methode angewendet (IV.1.8.3b). Als Primer diente hi#03Fsens
und L103Frev (1X.8). Die Vektor-DNA wurde wieder durch Sequenngrkontrolliert.
Die Sequenzierungen zeigten eine erfolgreiche KlonierungSklas bzw. SKb-Kanals
in den pQE32-KcsA Wildtyp Vektor und Eliminierung der MutatictOBL, wie sie in
Tabelle 2 gezeigt sind.

Eine komplette Vektorkarte befindet sich im Anhang (1X.10).

2. Kanalproteinexpression

2.1  Wachstumskontrolle von KcsA-Ska und KcsA-Skb

Um die klonierten Chimaren KcsA-Ska und KcsA-Skb, wietadie anderen Kanal-
Chimaren, durch nachfolgende Bindungsassays weiter chasaem zu konnen,
mussten diese exprimiert werden (IV.2.4). Das Bakte@emstum wurde protokolliert
und die Proteinexpression vor und nach Inkubation mit [POlegr ein SDS
Polyacrylamid-Gel verifiziert (1V.2.1).

Es wurde 100 ml Kulturen verwendet, die bei 32°C im Rotati@ndstr gehalten
wurden (Abb. 2). Die Induktion der Proteinexpression erfolgtgefahr bei der

halbmaximalen optischen Dichte des Kulturwachstum®©raiimM IPTG.
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Bakterienwachstum Skb

[
I

a) Bakterienwachstum Ska b)
0.11,32C,0.5mMIPTG 0.11,32TC,05mMIPTG
: E 14 |
| E |
| e} |
| ‘ |
Induktion Induktion
T ‘ T T 0.1 T : T T
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 2a+b: Bakterienwachstum von E.coli pPREP4 M15  mit KcsA-SKa (a) und KesA-SKb (b).
Gezeigt ist die optische Dichte bei 600 nm ODgyy gegen die Brutzeit.

Das maximale Bakterienwachstum war bei einersf@®Bon 2,674 fir KcsA-Ska bzw.
von 2,964 fur KcsA-Skb erreicht.

Zum Vergleich ist in der Abbildung 3 das Bakterienwachstimar 1 | Kultur bei 30°C
von KcsA-Ska-F103L, pQE32, in E.coli pPREP4 M15 dargestellt. Dagimale

Bakterienwachstum war bei einer g@pvon 1,205 erreicht.

Bakterienwachstum
11,30C,05mMIPTG

Indukltio n
|

I
1 1 1
0 100 200 300 400

Zeit (min)

Abb. 3: Bakterienwachstum von E.coli pPREP4 M15
mit der Chimare KcsA-SKa-F103L.

0.1
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Abbildung 4 zeigt ein Coomassie gefarbtes SDS PAGE elektefigar aufgetrennten
Gesamtproteins aus E.coli M15, Klon pQE32 KcsA-Ska& -Skb.r8letive Grolde der
Proteine wurde anhand des molekularen Markers (MW) bestiEsrkonnte festgestellt
werden, dass die Menge des exprimierten Proteins Ubetedieunimmt und vor der
eingesetzten Transkription ausgeldst durch den synthetisbigruktor IPTG zum
Zeitpunkt Oh noch volistandig fehlte. Es liel3 sich einé$&rder Kanalproteine von ~19
kDa feststellen, was der zuvor errechneten Grol3e aus dekiNgiruktur von KcsA
entsprach.

Die KcsA-Chimaren wurden nach der Expression afiNdiA-Agarose aufgereinigt

(V.2.3).

MV Oh 1h 2h 3h Oh 1h 2h 3h
Ska Skb

Abb. 4)

Abb. 4: Coomassie -Blue gefarbtes SDS Polyacrylamid -Gel (Trenngel 15%, Sammelgel 3%) zeigt
die Expression der Kanalproteine KcsA-Ska & -Skb na  ch Induktion mit IPTG. Abkirzungen: MW=
BenchMarkd Molekular Weight Marker, Oh= Rohprotein aus pQE32 KcsA-Ska & -Skb vor Induktion, 1h,
2h, 3h nach Induktion. *: Banden der Kanalproteine.
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2.2  Expression und Elution der Chimére IV in pQE32 und pQE70 sowie
des Wildtyp KcsA-Kanals in pQE32

Die Chimare IV in den Vektoren pQE32 und pQE70 wurde in einer 8 Liter
Bakterienkultur E.coli pPREP4 M15 herangezogen, der WildtypAK<anal in einer
0.5 Liter Kultur im Vektor pQE32 (IV.2.4). Es wurde bei detbiaaximalen Oy
induziert und bis zum Erreichen der Plateauphase exprimiert.

Fur die Chiméare IV im Vektor pQE32 und pQE70 sowie fur den Wfldanal KcsA
im Vektor pQE32 konnte ein ahnliches Bakterienwachstum ume e&ihnliche
Expressionskinetik des Kanalproteins in E.coli pPREP4 M&tgéstellt werden, wie
auch fur KcsA-Ska & -Skb in pQE32.

Die Abbildung 5 zeigt das Bakterienwachstum der Kultur EgeREP4 M15 von der
Chimare 1V in pQE32 und pQE70. Ebenfalls ist das Wachstum déurKwon
Wildtyp-Kanal KcsA in pQE32 aufgefuhrt. Das Wachstum gtielbei 30°C und die
Induktion mit 0,5 mM IPTG. Es konnte ein exponentiellesachstum der
Bakterienkultur festgestellt werden. Maximales Wachstuanew flir Chimare IV in
pPQE32 bei einer optischen Dichte gpvon 1,62, fir Chimare IV in pQE70 bei 2,05
und fir KcsA in pQE32 bei 0,94 erreicht.

a) Bakterienwachstum bei 30°C b) Bakterienwachstum bei30°C
Chimare IV, pQE32 Chimare IV, pQE 70
| |
l l
c | - |
: 1 | £ :
g ‘ g :
o | o |
l . b
Indi‘Jktion Indlfktlon
Il Il !
019 ‘100 200 300 0'10 100 200 300
Zeit (min) Zeit (min)
Abb. 5a-c: c) Bakterienwachstum bei 30°C
Bakterienwachstum von KcsA, pQE32
E.colipPREP4 M15 mit |
Chimére IV im Vektor pQE32 |
(a) und pQE70 (b) als 8 | Kultur c |
sowie mit Wildtyp-KcsA im g ! |
pQE32 (c) als 0,5 | Kultur. s ‘
Angegeben ist der Zeitpunkt o |
der Induktion. L
Induktion
|
0.1 ‘

} T T
0 100 200 300
Zeit (min)



V. Ergebnisse 39

Die Expression der Kanalproteine wurde im 15% SDS-PAGEizierif (Abb. 6). 1 ml
der Bakterienkultur wurde nach entsprechender Zeit nach lodulder Kultur
entnommen, 5 min. bei 95°C denaturiert und als Gesamtpratdgetragen. Es liel3
sich eine zunehmende Akkumulation des Kanalproteins in dde deihrend der

Inkubation feststellen, die nach einer Induktionszeit @oh im SDS-PAGE bei ~19
kDa deutlich sichtbar war. (Abb. 6a+¥:).

B LT st i
a) 66\ 4 e = e -
45 N\ - i :
< ; by
29 _ = - :
» ~EEEE=E
20 e e S, e S K
14 i m— —
MW  Oh 1h 2h 3h  Oh 1h O 3h
b Chi IV/ pQE32 > IV/ pQE70
b)

66

36
29
24

20

14

KcsA/ pQE32

Abb. 6ath: 15% SDS PAGE des nach Oh, 1h, 2h und 3h  nach Induktion mit IPTG
aufgetragenen Gesamtproteins aus 1 ml der Bakterien  kultur E.coli pPREP4 M15. a: Kultur
mit Chimare IV im Vektor pQE32 und Vektor pQE70. b: Kultur mit Wildtyp-KcsA Insert im Vektor

pQE32. MW: molekularer Gewichtsmarker mit GewichtsgréRen in kDa. *: Banden der
Kanalproteine.
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2.3  Elutionsprofile und SDS-Page der aufgereinigten Proteine

Da die exprimierten Kanalproteine in der inneren Bakterienonemeingelagert waren,
wurden die Zellen in der French Press (IV.2.5) aufgeschlassenlie Proteine aus den
Bakterienmembranen mit DM herausgelést. Das Proteinlysatdevomit NF'NTA
Agarose inkubiert. Die Inkubation mit NNTA Agarose bewirkte eine selektive
Bindung der Proteine und ermdglichte deren Aufreinigung. Kaiealproteine wurden

mit Imidazol von der Ni'NTA Agarose eluiert und in Fraktionen gesammelt (1V.2.6).

Die Abbildungen 7a-d zeigen die Elutionsprofile der gesaneméitaktionen. Es wurde
die optische Dichte bei 280 nm gegen den Elutionspuffer gemeés&sgen der Menge
an Protein in einer 8 Liter Kultur im Falle der Chimavewurden 2 S&ulen zur Elution
verwendet. Es zeigte sich, dass das gesamte Protein itinéenarsten 10- 15 ml von
der NF'NTA Agarose eluiert worden war.

In Abhangigkeit von der Gro3e der Bakterienkultur, in degriexiert wurde, zeigten
sich bei der Elution der Kanalproteine Chimare 1V in pQEB& pQE70 sowie KcsA in
pQE32 ahnliche Elutionsprofile. Die Proteinausbeuten bei gprelSsion lagen fur die
Chimare IV in pQE32 bei 10 mg Protein und in pQE70 bei 4 mg Protemer 8 L
Bakterienkultur, fir KcsA-Wildtyp in pQE32 bei 0,27 mg in einés D,Kultur. KcsA-
Ska-F103L zeigte auf Grund seiner geringen Expressionsrat&aemm messbares
Elutionsprofil (Abb. 7d). Hier betrug die Proteinausbeute nur 0,028nnegner 1 L
Kultur E. coli pPREP4 M15.

Zur weiteren Verarbeitung wurden die Volumenfraktionerweadet, die eine Ofgonm
von uber 0,02 hatten, nach der Elution der KcsA-Ska-F103 Caimadrden auf Grund
der geringen Expressionsrate Volumenfraktionen gesamnmelgjrte ODsonmVOn Uber
0,002 hatten. Die vereinten Volumenfraktionen wurden in daafonszentrifugation
eingeengt (IV.2.7.1) und das zur Elution verwendete ImidazdemFPLC (1V.2.7.2)

eliminiert.



41

V. Ergebnisse

Abb. 7a) Proteinelution Abb. 7b) Proteinelution
Chimare E, pQE32 Chimare E, pQE 70
3 1
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& 1
o \
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Abb. 7c) Proteinelution Abb. 7d) Proteinelution
KcsA-Wildtyp, pQE32 KcsA-Ska-F103L, pQE 32
05
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Abb. 7 a-d: Elutionsprofile der von der Ni *NTA Agarose eluierten Kanalproteine. Es
wurde die optische Dichte bei 280 nm gegen das insgesamt eluierte Volumen in ml
aufgetragen. a & b: Chiméare IV in pQE32(a) und pQE70 (b): Elutionsprofile von jeweils 2
Saulen; ¢: KcsA-Wildtyp im Vektor pQE32; d: KcsA-SKa-F103L im Vektor pQE32.

Abbildung 8 zeigt eine FPLC des zuvor mit Imidazol von déf'MTA-Agarose
eluierten Kanalproteins KcsA. Es wurden laufend diesopgn Dichten bei 260 nm und
280 nm gemessen. Der erste Ausschlag zwischen den Feaktbrund 4 Minuten
wurde durch Imidazol verursacht. Diese Fraktionen wurdeworéen. Der zweite
Ausschlag wurde durch das Kanalprotein verursacht, das zwidehdén und 8. Minute

von der Saule eluiert wurde. Diese Fraktionen wurden gesdmomd mittels

Zentrifugationsfiltration (1V.2.7.1) eingeengt.
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desalting HiTrap G25

E?JDSIE_DDD
KcsA
0.5
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Abb. 8: FPLC der mit Imidazol eluierten proteinhalti  gen Fraktionen. Es wurde
laufend die Absorptionsrate (AU) bei 280 nm und 260 nm gemessen und gegen die
Durchlaufzeit aufgetragen.

Die Abbildung 9a zeigt das gereinigte Chi IV Protein, das zewsalzt und eingeengt
wurde (IV.2.7), auf einem SDS-PAGE (IV.2.1). Die Kanalchin#&urde sowohl im
nativen Zustand (U= unboiled) als auch nach 5 min Erhim2®5°C im denaturierten
Zustand (B= boiled) in Laemmli-Puffer aufgenommen urniddas Gel aufgetragen.

Es zeigte sich, dass das unerhitzte Protein eine GroR=ava@0 kDa hatte, wahrend das
erhitzte mit einer Bande bei ca. 19 kDa sehr viel kleirar. Was liel3 darauf schliel3en,
dass das Kanalprotein in aufgereinigter Form als Tetraorag und beim Erhitzen in
seine Monomere zerfallen war, die sich im Gel alsdgdmei ca. 19 kDa verdeutlichten.

Fur Wildtyp-Kanal KcsA liel3 sich ahnliches feststellen.

Nach einer Gelelektrophorese im SDS-PAGE (IV.2.1) vofgaxeinigten Kanalprotein
KcsA-Ska-F103L zeigten sich Banden an gleicher Stelle bdickDa in der erhitzten
und unerhitzten Probe (Abb. 9b). Hieraus liel3 sich folggaes das Kanalprotein in der
aufgereinigten Form aulR3erhalb der Bakterienmembran vore \werein als Monomer

vorlag und keine stabile tetramere Struktur ausbildete.
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Abb. 9a) Abb. 9b)
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Abb. 9a+b: 15% SDS PAGE der aufgereinigten Kanalpro teine KcsA-Kv1.3 Chimare IV (a)
und KcsA-Ska-F103L (b) transformiert im Vektor pQE3 2. U: nativ (unboiled); B: denaturiert

(boiled); MW: molekularer Gewichtsmarker.

3. Screening der Phagen-Peptidbibliothek gegen Chim  éare IV und
Wildtyp-KcsA in drei Selektionsrunden

Zur Identifikation charakteristischer Bindungsstellen inRlerenregion der Chiméare IV
wurde das Kanalprotein mit einer Phagenbibliothek inkubiert2(8/1), deren Phagen
sich an einer definierten Stelle des Mantelproteins nmereiSequenz von sieben
aufeinanderfolgenden Aminosauren unterschieden. In détioBiek waren alle

moglichen Kombinationen dieser Sequenz mehrfach vorimariden unspezifisch an
das AuBere des Kanals, an die magnetiscRENNIA Agarose, auf der der Kanal mit
seiner Histidin-Domane immobilisiert war (IV.2.6) odean die Wand des
ReaktionsgefalRes bindende Phagen zu eliminieren, wurde dienBlidigéhek in einer

der drei Biopanning-Runden mit an?WTA Agarose gebundenem Wildtyp-Kanal
KcsA inkubiert. Der Uberstand wurde dann mit der ChimarénRubiert und Phagen
aus der Porenregion mit 100 nM des Kanalblockers KaliotofonX) eluiert, die

Phagen-DNA isoliert (IV.1.2.3) und sequenziert. Parall@iden in einer Versuchsreihe
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mit drei Selektionsrunden Phagen von KcsA Wildtyp-Kanil 100 nM Kaliotoxin

eluiert und amplifiziert.

Variable Region (X):
S A C X X X X X X X C G

Eluiert von KcsA:

1) S T A T F N Q
2) Q S Q L A F R
Eluiert von Chiméare 1V:

1) S W M H Y G T
2) A X P X G A P
3) L R G L T P P
4) X X R X L I X
5) Q Q P L A N K

Tab. 4: Liste sequenzierter Phagen , dargestellt die variable Region des Mantelproteins als
Aminosauresequenz (X= nach der Sequenzierung uneindeutige Aminosaure).

Die Tabelle 4 zeigt die Protein-Sequenz eluierter Phagein drei Runden Biopanning.
Zur Interpretation der Sequenzen war es wichtig darauthtem, dass die Sequenzen
aulRerhalb der variablen Region identisch sind. Insbesemdar hierbei auf die Region
aulRerhalb der Schnittstellen fur die Endonukleasen Eagl pmd, idie dafir benutzt
wurden, um die variable Region in die Phagen-DNA eiigen, zu achten. Ebenfalls
durften die Codon-Tripletts in der variablen Region i®38’-Richtung abgelesen auf
dem fihrenden Strang an der 3. Stelle nur Guanin und Thynialemt, da es sich
sonst um nicht aus der urspringlichen Bibliothek stammeVvittiyp-Phagen handeln

wiurde.

In einer ersten Versuchsreihe konnte keine konsensuelleifd®quenz nach drei
Runden Biopanning isoliert werden. Bei vielen sequenzieragdéh-Plaques handelte
es sich lediglich um Wildtyp-Phagen, die nicht aus despnimglichen Bibliothek

stammen. Bei der Titration der Phagen wurde ein reladarkes Hintergrundrauschen
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von unspezifischen Phagen festgestellt, das sich daflerte, dal’ die Anzahl der
Phagenplaques auch in héheren Verdinnungen der Verdunnungsichhedinear,
wenn Uberhaupt, abnahm. Auch waren die Phagen-Plaques randtinschblal®. Zur
Kontrolle der Bindungsstabilitdit des Kanalproteins an ahagnetischen KiNTA-
Agarose wahrend der Wasch- und Elutionsschritte wurden invev&uchen die
Waschschritte gesammelt und zusammen mit dem mit zoideon der Ni'fNTA-
Agarose eluierten Kanalprotein (IV.2.6) im Dot Blot vesigén (1V.2.3.1b-3).

Da der Komplex aus magnetischefINiTA-Agarose Sonde und KcsA-Kvl1.3 Chimare
IV wahrend der Versuche im Phage-Display haufigen Waschien und
Medienwechseln unterzogen war, sollte in einem Vouodrsdie Stabilitdt dieses
Komplexes in den wahrend des Phage-Display verwendetéeriberprift werden.
Ebenso sollte festgestellt werden, ob eine langere &tlanszeit der magnetischen
Ni?*NTA-Agarose Sonde mit der Chimére IV einen stabileremplex ergeben wiirde.
Die in den Abbildungen 10a und 10b dargestellten Dotblots zeigem da
Bindungsverhalten von Chimére IV und KcsA an der magcie¢in Ni*NTA Agarose-
Sonde. Es wurden 30 pg Kanalprotein mit 100 ul der Suspensiomagietischer
Ni**NTA-Agarose Sonde {iber Nacht (10a: A1-A6) und fiir 1,5 h (10EB&1in 230 pl
BBK | 20 inkubiert. Nach Inkubation wurden 100 pl des Ubedga im Dot Blot
gemessen (A2 bzw. B2). Ebenso wurden 100 pl des Uberstamoies. (A3 bzw. B3)
und 3. (A4 bzw. B4) Waschschritt mit 300 pl BBK | 20 im DobBlintersucht. Zuletzt
wurde die an der KiNTA-Agarose Sonde gebundene Chimére IV mit 100 pl BBK |
250 eluiert und im Dot Blot gemessen (A5 bzw. B5).

Es liel3 sich feststellen, dass es keinen wesentlidhégrschied nach Inkubation fur 1,5
h und Uber Nacht gab, eine Inkubation fur 1,5 h war ausrelcles konnte gezeigt
werden, dass das Signal mit der haufigkeit der Waschgchlihahm (A2-A4 bzw. B2-
B4). Trotzdem lie3 sich mit 250 mM Imidazol eine deutlichenige Chiméare IV von
der NF*NTA-Agarose Sonde eluieren (A5 bzw. B5). Die Chimarebliéb also zum
Teil in dem im Phage-Display verwendeten Waschpuffer Istabider magnetischen
Ni**NTA-Agarose Sonde gebunden. Diese Eigenschaften sollteim fiir den KcsA-
Kanal (Abb. 10b: D1-D3) uberprift und mit der Chimare IV (Ad@b: C1-C3)
verglichen werden. Hier wurde nur die Elutionsfraktion (CG&v.bD2) nach den 3

Waschschritten im Dot Blot untersucht. Der KcsA-Kabbéb ebenso stabil an der
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Ni**NTA-Agarose Sonde im Waschpuffer gebunden, wie es auctepeChimare 1V

der Fall war.

a) e A5 A4 A3 A2 Al b) ca (o) c1

B6 B5 B4 B3 B2 B1 D3 D2 D1

Abb. 10a+b: Dot Blots von Magn etischer Ni “"NTA-Agarose gewaschener und eluierter
Kanalproteine Chimare IV und KcsA.

Abb. 10a: Dot Blot verschiedener Waschgange und eluierten Proteins Chiméare IV nach
verschiedenen Inkubationszeiten des Proteins mit der magnetischen Ni**NTA-Agarose:

A: Inkubation iiber Nacht, B: Inkubation fiir 1,5 h: 1: neg. Kontrolle; 2: Uberstand nach
Inkubation; 3: 1.Waschgang; 4: 3.Waschgang; 5: Elution; 6: pos. Kontrolle.

Abb. 10b: Dot Blots der Elutionen von Chimare IV und KcsA von der magnetischen
Ni*’NTA-Agarose nach 3 Waschgangen: C: Chiméare IV; D: KcsA: 1: pos. Kontrolle; 2:
Elution; 3: neg. Kontrolle.

Im Rahmen der Versuche konnte keine sich wiederholendeaptggiidsequenz durch
das Screening von Phagen-Peptidbibliotheken (Phage-Displayler Bindung an der
Porenregion der Chimare IV isoliert werden. Ob eine detierten Heptapeptide
tatsachlich aus der Bindung mit der Porenregion von Chitvastgammte, liel3 sich nur
sehr aufwendig nachweisen. In vielen Vorveruchen hatteiddale Phagentiter zur
Inkubation mit der Chimare sowie zur Transduktion mit dencokE ER2738

Bakterienstamm ermittelt werden mussen, um die unspdmfiBindung von Phagen
moglichst gering zu halten

Deshalb wurden im weiteren Verlauf zur einfacheren tarisierung und

Identifikation wichtiger Bindungsstellen in der Porenregider Kanalproteine auf
bekannte Liganden zurlckgegriffen. Es wurden gezielt einzelne oSéumnen der
Porenregion verandert und durch Bindungsassays deren RolierinLiganden-

Rezeptorinteraktion untersucht.
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4, Bindungsassays

4.1  Kompetitive Bindungsexperimente

In kompetitiven Bindungsexperimenten wurde die Bindungsdfi eines Liganden an
einem Rezeptor untersucht. Hierzu wurde der Rezeptor, daalgfatein, mit einem
radioaktiv markierten Liganden einer festen Konzemratinkubiert. Gleichzeitig
wurde der Rezeptor mit aufsteigenden Konzentrationen ukmemi@n Liganden,
welcher mit dem Radioliganden um den Rezeptor konkurriekubiert. Nach
Erreichen des Reaktionsgleichgewichts wurde das Kanalprdterh Filtration mit
dem GF/C-Filter (Whatman) isoliert und mit 3x 4 ml Wasaffer gewaschen Die
verbliebene Radioaktivitdit des gebundenen Radioliganden m wdeschiedenen
Konzentrationen unmarkierten Toxins wurdeyw#ahler gemessen (1V.2.8.2b). Es liel
sich nach der folgenden Gleichung die spezifische BinduB)gdes radioaktiven
Liganden am Rezeptor als Funktion der logarithmischen z&atnation des

unmarkierten Liganden (Log [Toxin]) beschreiben [69]:

Emax'_Bmin

B= Bnin + 1+ 1d.og—[Toxin]— Log IC50

(Bmax totale Bindung; Bin: unspezifische Bindung; B: spezifische Bindung; [Toxin]:
Konzentration des unmarkierten Liganden)

Aus der Gleichung liel3 sich die d€(inhibitory concentration 50%) errechnen, die
Konzentration nicht markierten Toxins als Kompetitai, dber nur noch die Halfte aller
Rezeptoren mit radioaktiven Liganden besetzt waren. In ologan
Bindungsexperimenten haben Ligand und Kompetitor dashgleBindungsverhalten
zum Rezeptor. Damit lie sich die Gleichgewichts-Digg@mnskonstante, Kd, direkt
aus der IGg nach Kd= IGy— [Konzentration radioaktiver Ligand im Experiment]

berechnen und an verschiedenen Kanalprotein-Chimaren icbegie
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4.1.1 Kompetitives Bindungsverhalten zwischen HgTX  ; und KcsA-Kv1l.1
bzw. KcsA-Kv1.1-L81M Chimaren

Es wurden 1:500 Verdinnungen der Bakterienmembranen von EpRREP4 M15
verwendet, in denen die Chimaren KcsA-Kvl.1 und KcsA-KABIM exprimiert
wurden. Die Membranen wurden mit 0,5 nNF3I-HgTX;-A19Y/Y37F und
aufsteigenden Verdiinnungen vor*i®1 bis 10° M (Abb. 11) unmarkierten Toxins fiir
zwei Stunden bis zum Ende des Reaktionsgleichgewichts ip2@0lumina inkubiert
(IV.2.8.2b). Nach Filtration und Waschung wurden dieeFilm y-Zahler ausgewertet.
Es wurden Bakterienmembranen verwendet, da das aufgerelagtalprotein als
Monomer vorliegt und so kein Toxin binden kann.

Die Chimare KcsA-Kvl.1 zeigte eine §&£von 0,6 nM, wéahrend die Chimére KcsA-
Kv1.1-L81M mit einer Mutation eines Leucins zu einem MethionirPaasition 81 eine
ICs0 von 28,9 nM aufwies. Die Chimare KcsA-Kv1.1 ohne die 8uli®n L81M wies
eine ca. 48-fach hohere Affinitat zum Toxin auf, ale dleiche Chiméare mit der
Substitution. Dett-Test ergab angewendet auf die normalisierten Dateand-Wert
von <0,0001. Der Differenzmittelwert lag bei 13,6, das 95%-Kemnizintervall
zwischen 9,60 und 17,59.

KcsA-Kv1.1-L81M: IC 5,=28.9 nM (n=2)
KcsA-Kv1.1: IC 50=0.6 nM (n=2)

100

80

60+

40

20+

Bound B/B o **°I-HgTX1-A19Y/Y37F [%]

0

43 12 a1 0 9 8 7 6
log (HGTX ») [M]

Abb. 11 zeigt die vom Ausgangswert ohne Kompetitor p rozentuale Menge am Rezeptor
gebundenen radioaktiven Toxins in Anhangigkeit von der Konzentration unmarkierten
Toxins. Die errechnete ICso fir den jeweiligen Kanal ist jeweils angegeben. Werte und
kompetitive Bindungskurve von KcsA-Kv1.1 (Chi XI) (®,—) und KcsA-Kv1.1-L81M (Chi XI-
L81M) (I,- - -).
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4.1.2 Kompetitives Bindungsverhalten zwischen HgTX 1 und Chiméare IV

In 200 pl Reaktionsvolumen wurden 5 ng aufgereinigte Chimanait\0,25 nM**-
HgTX:-A19Y/Y37F und aufsteigenden Konzentrationen von'*1® bis 10" M
unmarkierten Toxins HgTXfur 2h bei Raumtemperatur inkubiert (IV.2.8.2b). Nach
Filtration und Waschung wurden die Filter yaZahler ausgewertet (Abb. 12).

Die KcsA-Kvl1.3 Chimare IV (V.1.1: Tab. 1) wies mit ein€sd von 0,23 nM eine
ahnliche GroRenordnung auf, wie die aus Chimare IV abgie@himare VII-G56T
(vgl. V.4.1.3) mit einer Ig von 0,16 nM (Abb. 13).

KcsA-Kv1.3 Chi IV: IC 5,=0.23 nM (n=4)

Bound B/B o “2I-HgTX1-A19Y/Y37F [%]

B 5 b

Log (HgTX ) [M]

Abb. 12: Es wird die prozentuale Besetzung der Rezepto  ren mit radioaktivem Toxin in
Abhangigkeit zur Konzentration nicht radioaktiven Tox ins gezeigt. Die ICxq ist angegeben.
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4.1.3 Kompetitives Bindungsverhalten zwischen HgTX und

Bakterienmembranen mit Chimare VIl bzw. Chimare VII  I-G56T

Da die KcsA-Kv1.3 Chimaren VIII und VIII-G56T aufgereinigtsaMonomere
vorlagen, wurden fir die Bindungsassays Bakterienmembranee neet.

Die Versuche wurden in 250 ul, 500 pl und 1 ml Reaktionsvolumiitaeiner
Verdinnung von 1:500 der Bakterienmembranen von E. coli pPREP4 iMii&nen
die KcsA-Kvl.3 Chimaren VIII und VIII-G56T exprimiert wurdedurchgefiihrt. Die
Membranen wurden mit 10 pM-HgTX; und entsprechenden Verdiinnungen nicht
radioaktiven Kompetitors HgTXfur 2 h bei RT inkubiert (IV.2.8.2b). Nach Filtration
und Waschung der Membranen wurden die Filtey-iidhler gemessen.

Fur die in Abbildung 13 dargestellten Kurven ergab sich im Dulstigeine 1Go von
2,97 nM fur die Chimare VIII und 0,16 nM fur die Chimare VBB6T. Somit zeigte
die Chiméare VIII mit der Substitution G56T eine 18,6-fackeiggrung in der Affinitat
gegenuber der Chimare VIII.

Ein gepaarter t-Test der normalisierten Daten zeigtenelir®Vert von 0,0006. Der
Differenzmittelwert lag bei 15,82. Das 95%-Konfidenzintdrizey bei 8,160 bis 23,47.

ChiVIIl: IC 5,=2,97 M (n=6)
ChiVIII-G56T: IC 55=0.16 nM (n=6)

--------------

60+

40+

204

Bound B/B o “2°I-HgTX1 (AL9Y/Y37F) [%]

------

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6
log (HgTX4) [M]

Abb. 13: Prozentuale Besetzung der Rezeptoren mit radi  oaktiven Liganden in
Abhangigkeit von unmarkiertem Kompetitor. Im Vergleich: Bindungskurven und ICs, von Chi
VIII und Chi VIII-G56T. Werte und kompetitive Bindungskurve von Chimare VIIl (®,—) und
Chimére VIII-G56T (O,- - -).
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4.1.4 Kompetitives Bindungsverhalten zwischen KTX u nd

Bakterienmembranen mit Chimare VIl und Chimére VII  |I-G56T

In Reaktionsvolumina von 250 pl wurden BakterienmembranenBiocoli pPREP4
M15 verwendet, in denen die KcsA-Kv1.3 Chimaren VIII undIAGB6T exprimiert
wurden. Die Membranverdiinnungen betrugen 1:500 und wurden 2 h mim0&in
KTX und aufsteigenden Konzentrationen des KompetitorX K@n 10™* M bis 10° M
inkubiert (IV.2.8.2b). Nach Filtration und Waschung wurdea #ilter in y-Zahler
gemessen

Fur die Chimare VIII ergab sich einedfvon 5,81 pM, fir Chimare VII-G56T ein
nahezu gleicher Wert von 6,08 pM (Abb. 14). Ein gepaartegst-mit normalisierten
Daten ergab einen P-Wert <0,0001. Der Differenzmitteivaagttei 0,644, das 95%-
Konfidenzintervall lag zwischen 0,418 und 0,870.

ChiVIIl: IC 54=5.81 pM (n=2)
ChiVIII-G56T: IC 50=6.08 pM (n=2)

Bound B/B o “2%I-KTX [%]

-~

o TETo

T T - T T 1
7

-14 13 -12 -1'1 -1'0 -9 -8 -6
log (KTX) [M]

Abb. 14: Prozentuale Besetzung des Rezeptors mit radio  aktivem Liganden **°I-KTX in
Abhangigkeit vom Kompetitor KTX an Chimaren VIIl un  d VIII-G56T. Werte und kompetitive
Bindungskurve von Chiméare VIII (®,—) und Chimare VIII-G56T (O,- - -).
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4.2 Dissoziationsrate k o fur HgTX von Bakterienmembranen mit
Chiméare VIII und Chimare VIII-G56T

Es wurde die Dissoziationsrate des radioaktiven Ligandenden Rezeptoren KcsA-
Kv1.3 Chimare VIII und Chimare VIII-G56T in Anwesenheit eirgserschusses an
unmarkiertem Liganden bestimmt (IV.2.8.2c). Hierzu wurden 1Resktionsansatze
mit Membranverdinnungen von E. coli pPREP4 M15 von 1:500 und 1:10@@naket,

in denen die KcsA-Kv1.3 Chimaren VIII und VIII-G56T exprintiewurden. Die
Membranen wurden tber Nacht mit 10 pMA1-HgTX; inkubiert und dann die
Dissoziationsreaktion mit 50 nM HgTX{estartet. Die Reaktion wurde nach definierten
Zeitabstanden durch Verdinnung mit Waschpuffer gestoppt umgt@i@schenen Filter
im y-Zahler ausgewertet.

Aus der Abbildung 15 liel3 sich die Dissoziationsraten-kam® k; ermitteln. Aus den
Versuchen ergab sich eine Dissoziationsraten-Konstigtevon 0,2581 mitt fiir
Chimare VIII und von 0,5128 miihfiir Chiméare VIII-G56T. Der gepaarte t-Test ergab
einen P-Wert von 0,0418. Der Differenzmittelwert lag W&ir43, das 95%-
Konfidenzintervall lag zwischen 0,037 und 1,449.

ChiVIII: k 4¢=0.2581 min "t (n=5)
ChiVIII-G56T: k =0.5128 min ! (n=2)
100
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Bound “Z°I-HgTX1 (A19Y/Y37F) [%]
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0 T T T T . 1
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Abb. 15: Es wird der nach bestimmten Zeitabschnitte n am Rezeptor verbliebene
radioaktive Ligand bei Uberschuss an Kompetitor dar gestellt. Errechnet sind die
Dissoziationsraten-Konstanten fir Chi VIII und Chi VII-G56T. Werte und exponentielle
Zerfallskurve von Chimare VIl (®,—) und Chimare VIII-G56T (O,- - -).
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4.3 Assoziationsrate k o, fur HgTX von Bakterienmembranen mit
Chiméare VIII und Chimare VIII-G56T

Es wurde die Assoziationsrate des radioaktiven Ligand@rHgTX; an die
Kanalproteine KcsA-Kv1.3 Chimare VIII und VIII-G56T bestimh und verglichen.
Hierzu wurden in Reaktionsvolumina von 1ml und 2 ml Verdigean der
Bakterienmembranen von E. coli pPREP4 M15, in denen die @mméxprimiert
waren, von 1:1000 mit 10 pM-HgTX; inkubiert und die Reaktion nach bestimmter
Zeit durch Filtration und Waschung gestoppt (IV.2.8.2cle Dewaschenen Filter
wurden imy-Zahler ausgewertet. Die observierte Assoziationsratemstante, k, lield
sich aus dieser Kurve ermitteln (Abb. 16). Fir die Chinvdteergab sich eine g von
0,2686 M'min™ und fur die Chimare VIII-G56T eineykvon 0,5454 Mmin™. Der t-
Test ergab einen P-Wert < 0,0001. Der DifferenzmitteMaggtbei 2,207 mit einem
95%-Konfidenzintervall von 1,785 bis 2,628.

Aus Ik konnte die unabhangige Assoziationsraten-Konstante,ekrechnet werden
nach: k= (Koo~ Korr)/ [Radioligand].

Somit errechnete sich fiir die Chi VIII eig.on 1,05* 18 M*min™* und fiir Chi VIII-
G56T ein k, von 3,26* 16 M™min™.

ChiVIIl: k ,,=0.2686 M *min ! (n=4)

100- ChiVIII-G56T: K ,,=0.5454 M min ! (n=2)

Bound “2°I-HgTX1 (A19Y/Y37F) [%]

0 10 20 30 40 50
time (min)

Abb. 16: Dargestellt ist die prozentuale Bindung von 125I—HgTX1 an die Chimaren VIII und
VIII-G56T in Abhéangigkeit von der Zeit. Werte und expotentielle Assoziationskurve von
Chimére VIII (®,—) und Chimare VII-G56T (O,- - -).
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4.4  Dissoziationsrate k o fur ***I-HgTX1 von Liposomen mit Chimére IV

Es wurde die Dissoziationsrate des radioaktiven LigahtfergTX; von der Chimare
IV in Liposomen bestimmt (IV.2.8.2c). Erneut wurden 1 mlaRk@®nsansatze mit
Verdinnungen der urspringlichen Liposomensuspension von 1:4000ndetyelie
tiber Nacht mit 10 pM#*1-HgTX; und dann mit 50 nM HgTXinkubiert wurden.
Wieder wurde nach definierter Zeit die Reaktion durch Verdimmait Waschpuffer
gestoppt und die verbliebene Radioaktivitat in den Fillerg-Zahler gemessen. Es liel3
sich eine Dissoziationsratenkonstante von 0.1362 filindie Chimére 1V ermitteln.

Im Vergleich zur Chimare IV in Liposomen (Abb. 17) zeigtie Chiméare VIII in
Bakterienmembranen eine 2-fach so grof3e Dissoziationkoaisgtante, die im Falle
von Chimare VIII-G56T sogar 4-fach groRer war (Abb. 15).

ChilV-Lipoprotein: k o= 0.1362 min ! (n=2)
1004\

4

a ~
o al
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Bound B/B o “*’I-Hgtx 1(AL9Y/Y37F) [%]
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0 10 20 30 40 50 60 70 80
time (min)
Abb. 17: Es wird der nach bestimmten Zeitabstanden am Rezeptor verbliebene

radioaktive Ligand bei Uberschuss an Kompetitor dar gestellt. Errechnet ist die
Dissoziationsratenkonstante fir Chiméare IV.
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VI Diskussion

Kaliumkanéle werden in einer hohen Bandbreite auhaflellen exprimiert und haben
die unterschiedlichsten Aufgaben in z.B. Signaltransdoktind Stabilisierung des
Membranpotentials sowie des Wasser- und lonenhaushaltgelter

Die spannungsabhdngigen Kaliumkanale Kv 1.1 und Kv 1.3 sowie der
kalziumabhangige Kaliumkanal S werden mehr oder weniger haufig auf humanen
T-Lymphozyten oder deren Vorlauferzellen exprimierasvgie zum Angriffspunkt der
Immunsuppression der vorwiegend zellularen Abwehr macht.

Zur Identifikation charakteristischer Bindungsstrukturen rigim Chimaren der
Kanalproteine in Vektoren kloniert und so in Bakterienmemen exprimiert werden.
Dies wurde fur KcsA-Ska und KcsA-Skb in dieser Arbeit exiangch gemacht.

Des Weiteren wurde eine Methode gesucht, mit der sich libastische
Bindungsstellen an den Kanalproteinen identifizierenelaséls schwierig stellte sich
dabei die Isolierung einer das Kanalprotein bindenden Pegtidse mittels Phage-
Display heraus. Schwerpunktmaf3ig wurde in dieser ArbeitiatuBgsassays zwischen

den Kanalproteinen und Radioliganden gearbeitet.

1. Chimaren der niederkonduktiven kalziumabhéangigen Kaliumkanéle
SKCa

Die Identifizierung und Charakterisierung von Bindungsdduren zwischen
niederkonduktiven kalziumaktivierten Kaliumkanédlen &K und dem
kanalblockierenden Bienentoxin Apamin wurden in der Vergalmgieé kontrovers
diskutiert. Obwohl man wohl davon ausgehen kann, dasSKigKanale (Ska 1-3)
Apamin, wenn auch mit unterschiedlichen Affinitaten, kindsind die Mechanismen
noch weitgehend ungeklart [42,16].

In dieser Arbeit wurde, wie es auch mit den spannungsgesen Kaliumkanalen Kv

geschehen ist [57], der prokaryotische Kaliumkanal KcsAHialfsmittel zur Analyse
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von Bindungsstrukturen benutzt. Abermals wurde die Porenrand Kanzelregion
(turret) bildende Subregion | der Kaliumkanale benutzt,enane Proteininteraktion
zwischen Ligand und Rezeptor wahrscheinlich ist, um Chimdes kalziumaktivierten
SKc2-Kanals herzustellen. Diese kdnnen in spateren Binduseysabenutzt werden.
Es wurden verschieden lange Fragmente der Subregion3k@a mit der vom KcsA
ausgetauscht, um u.U. das Fragment oder die Aminosauren retfizegen, die bei

Modifikation eine Anderung des Bindungsverhaltens zur Folperha

1.2  Klonierungsprodukte von rSK2 als KcsA-Ska und K ¢csA-Skb

Die Chimaren KcsA-Ska und KcsA-Skb wurden erfolgreicmida. Die Abb. 2 zeigt
ein exponentielles Wachstum der mit KcsA-Ska- und KckB-BNA transformierten
Bakterien nach Induktion mit einem maximalen Bakterienwtaohsbei einer Ok
von 2,674 fur KcsA-Ska und 2,964 fiur KcsA-Skb. Das Bakterienviaohschien sogar
starker zu sein, als es bei der Expression von WildtygpAKmit einem maximalen
Bakterienwachstum bei einer @@von 0,94 und von Chimare IV mit einer @gvon
1,62 bzw. 2,05 (Abb. 5) der Fall war.

Die Expression von KcsA-Ska- bzw. KcsA-Skb-Protein konitte einem SDS
Polyacrylamid-Gel des elektrophoretisch aufgetrenntera@iygsats der Bakterien in
Abb. 4 bestatigt werden. Nach der Induktion der ExpressionRhiG zeigte sich eine
mit der Zeit deutlicher werdende Bande bei ca. 19 kDa. Blativ schwache
Auspragung der Bande deutete allerdings auf eine geringe dSiqmsrate der
Kanalproteine hin.

Die Kanalexpression schien in umgekehrter Proportion zwakieBienwachstum zu
stehen, denn fir KcsA und die Chimére IV konnten wesdnhidhere Proteinausbeuten
erzielt werden (Abb. 7), als fur die KcsA-SK-Chimarenalend der Expression
zeichnete sich fur KcsA und die Chimare IV eine mit deit deutlicher werdende
Bande bei 19 kDa nach der Induktion ab (Abb. 6a+b), als iedelbeExpression von
KcsA-Ska und —Skb der Fall war (Abb. 4).

Es ist bereits langer bekannt, dass Mutationen bzw. iGuilmsten in der P-Region des

KcsA-Kanals die Stabilitdt der tetrameren Struktur odee dixpression des
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Kanalproteins beeinflussen kénnen [36]. Auf dem Weg der Ktong und Expression
der S5/S6-Region des spannungsgesteuerten Kaliumkanals Kvh®karyotischen
KcsA-Kanal entstanden anfanglich Chimaren mit keiner ogleer sehr geringen
Expressivitdt. Nach Anpassung einer einzelnen Aminosaur@aogition 66 in der
Subregion | an den KcsA-Kanal erhdhte sich die Expyasgte [57].

Dies konnte ein Grund fur die geringe ExpressionsrateKesf-Ska und KcsA-Skb
gewesen sein, da sich hier an Position 66 ein Methionintaestas Leucins, wie im
KcsA-Kanal, befand. Fir die anfangliche Entwicklung vdnn@&ren des S&2-Kanals
galt es jedoch, die urspringliche Struktur der Subregweiigehend zu erhalten und
schrittweise der Struktur des KcsA-Kanals anzupassen,sibis eine wesentliche
Anderung im Bindungsverhalten von Toxinen bemerkbar machte.

Wahrend KcsA-Ska noch die vollstandige Subregion | @&&L£-Kanals enthielt,
wurden in KcsA-Skb schon ein Tyrosin an Position 53 eliminiad eine Substitution
H54D in Angleichung an den nativen KcsA eingefihrt.

In Analogie zu den spannungsgesteuerten Kaliumkandlen ksdllben im Weiteren
auch Chiméaren mit entsprechenden Substitutionen anid?o82 und 84, KcsA-Skb-
Y82V und KcsA-Skb-V84N, sowie eine Doppelmutation KcsA-Skb-Y8ZBAN,
hergestellt und untersucht werden (siehe VI.2). An deiti®o82 konnte bereits fur
Kvl.3 mit Substitution an analoger Position H404Y im nativKanal eine
Bindungsveranderung mit Skorpiontoxinen festgestellt wefgleiese galt es flur die
Bindung von Skz2 mit entsprechender Substitution an Position 82 und entspéeh
Liganden zu Uberprufen.

Nach erfolgreicher Klonierung der Subregion | vonc&Kin KcsA bzw. unterschiedlich
groRen Teilregionen stehen die Bindungsversuche mit Apacer anderen an SK

bindenden Toxinen noch aus.

1.3 Rolle der Mutation an Position F103L

Wahrend der Klonierung der Chimaren KcsA-Ska und KcsA-Skbd faine

Punktmutation eines Phenylalanins an Position 103 zu einem Letain Diese
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Position schien fur die adaquate Faltung und Tetramengjeder Kanalproteine sehr
wichtig zu sein [75].

Die Expression der mutierten Kanalproteine KcsA-Ska und\Ksisb mit der Mutation
F103L schien das Bakterienwachstum nach Induktion mit IP&& gu bremsen. Abb.
3 zeigt nach Induktion einen starken Abfall der Wachstumanadt einer maximalen
Bakteriendichte bei einer QB von 1,205. Gleichzeitig schien das Kanalprotein in
eluierter Form als Tetramer instabil zu sein. Abb. 9asigtzden Vergleich zwischen
Chimare 1V in KcsA und dem mutierten Kanalprotein KcsA-S#83L in einem SDS-
PAGE. Wahrend sich bei der Chimare IV das tetrameresifrats eine Bande bei ca.
70 kDa darstellte, zeigte KcsA-Ska-F103L sowohl in denaterig8) als auch in
nativer (U) Form nur Banden bei ca. 19 kDa, welche diefhmonomere darstellten.
Allerdings bildeten die Kanalproteine KcsA-Ska und -Skb olfilogation im eluierten
Zustand ebenfalls keine stabilen Tetramere aus. Eine eigggidlissage Uber den
tetrameren Status der KcsA-Sk-Chimaren lasst sich nuBimdungsassays mit
Liganden und membransténdigen im Vergleich zu gelostealgeoteinen machen.

Als Ausdruck einer sehr geringen Expressionsrate von K¢sAF303L zeigt das
Elutionsprofil in Abb. 7d eine sehr flache Elutionskurve irer§leich zu anderen
Expressionen (Abb. 7a-c). Selbst eine 0,5 | Kultur vonAK@¢gldtyp-Kanal wies ein
positiveres Elutionsprofil auf (Abb. 7c), als eine 1 | tknlvon KcsA-Ska-F103L.
Gleichzeitig war das Bakterienwachstum aber stark etfgaskt und nahm nach der
Induktion sogar ab. Die Expression der Chimare KcsA-SkadmitMutation F103L
hatte maoglicherweise einen wachstumsverhindernden Effekt, insuffiziente

Kanalproteine in die Bakterienmembran exprimiert wurden.
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2. Identifikation  charakteristischer  Bindungsstelle n  zwischen

Kanaltoxinen und Chiméren der Kanéle Kv1.x in KcsA.

Die in weiteren Versuchen verwendeten Chiméaren KcsA-KvCHi KI) und KcsA-
Kv1.1-L81M (Chi XI-M), sowie Chi IV, Chi VIII und Chi VIII-G56Twurden in
ahnlicher Weise kloniert (Peptidsequenz in Tab. 1) und mgnt, wie die im vorigen
Abschnitt beschriebenen Chimaren. Abb. 5 zeigt exempladasiBakterienwachstum
von Chimare IV in verschiedenen Vektoren, sowie vom KEs#al im Vektor pQE32.
Die Expression nach Induktion konnte im SDS-PAGE fir dietdhe verifiziert
werden (Abb. 6). Abb. 7a-c zeigen die entsprechenden Elptiiiis. Fur die Chimare
IV lieR? sich im Vektor pQE32 eine vergleichsweise holexpressionsrate zur selben
Chimare im Vektor pQE70 feststellen.

Fir die Chimare IV konnte eine stabile tetramere Strukiar eluierter,
membranungebundener Form bestéatigt werden (Abb. 9a) [57].

Eine Mdglichkeit neue Liganden zu entdecken bot die Ligantekigen durch
Screening von Phagen-Peptidbibliotheken (Phage-Display)4aDHierzu wurde eine
Phagen-Zufallsbibliothek mit einem Heptapeptid auf dem Mairatein der Phagen zur
Inkubation mit dem Kanalprotein verwendet. Mdgliche bindeihdlagen wurden dann
selektiert (1vV.2.8.1). Es konnten zwei Phagen mit bindendéeptapeptid vom
Wildtyp-Kanal KcsA und finf Phagen von der Chimare IV etuiverden (V.3). Uber
die Bindungseigenschaften der isolierten Heptapeptide siieif® allerdings nur eine
begrenzte Aussage machen. Es konnte keine sich wiedprdeolSequenz in den
Panning-Runden isoliert werden. Eine Aussage, ob der Plagéchlich an die
Porenregion des Kanals band, oder ob er uUberhaupt eineftusgi auf die
lonendurchléssigkeit hatte, liel3 sich ohne weiteres tigststellen. Die Heptapeptide
héatten erst isoliert und in h6heren Konzentrationegdstellt werden missen, um sie in
Bindungsassays oder in elektrophysiologischen Experimertgenden zu konnen.
Uber Probleme bei der Immobilisation eines Proteinsitaer enagnetischen RINTA-
Sonde zur Ligandenselektion aus einer Phagenbibliothek kdvereits berichtet
werden, da auch hier keine konsensuellen Peptidsequenzent is@relen konnten.
Ebenfalls wurde berichtet, dass durch Phage-Display satektieptapeptide, die von
im ELISA immobilisierten Rezeptorproteinen gewonnen wurdesuliert keine

zufriedenstellende Affinitat zum Rezeptor zeigten [27].
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Sicherlich  bietet der Phage-Display eine gute Maoglichkeiheuartige

Oligopeptidliganden zu entdecken. Allerdings bendétigt der PbBagmay eine lange
Vorbereitungsphase mit vielen Vor- und Kontrollversuchendenen sichergestelit
wird, dass tatsachlich nur Phagen mit Oligopeptiden selelterden, die an die Kanal-
Porenregion binden. Dieses zu gewahrleisten ist rechtiesey und aufwendig. Neben
der idealen Rezeptor- und Phagenkonzentration und den optiMdiembedingungen

fur alle beteiligten Komponenten muss auch nach einenobiisationsverfahren fur
den Kanalrezeptor gesucht werden. Ebenso muss das Hinteegrsicliien unspezifisch
und nicht bindender Phagen mdglichst gering gehalten werderhst Sekhch

erfolgreicher Selektion eines bindenden Phagen lasst sa&thnach Isolation und
Amplifikation des Oligopeptids in Folgeversuchen eine Aussa@per Udessen
Bindungseigenschatften in der Porenregion des Kanalpapédien.

Deshalb wurde in dieser Arbeit zur Identifikation und Chamagierung von

Bindungsstrukturen im Weiteren auf Bindungsexperimentéekiannten Liganden und
den konstruierten Chiméren der spannungsgesteuerten Kaliumk&BX in KcsA

zuruckgegriffen.

2.1 Bindungsstellen zwischen Hongotoxin 1 (HgTX i) bzw. Kaliotoxin

(KTX) und KcsA-Kvl Chimaren in der Subregion lll de  r Porenregion

Viele Skorpiontoxine wiesen eine ausgepragte Sequenzhomdibaie 5) und eine
groBe Strukturahnlichkeit in der Sekundar-, Tertiar-, und Qushrtktur der
Proteinfaltung auf [2]. FUr das Skorpiontoxin Agitoxin 2 (Ag) Xonnten schon fur die
Bindung an den Kvl.3-Kanal [24] bzw. an den homologen ShakealKaus
Drosophila melanogaster[84] wichtige Strukturen identifiziert werden. Die
Kristallstrukturanalyse von KcsA [19] wurde zu Grunde gelegin ein
Kopplungsmodell von AgTXan Kv1.3 zu erstellen [24].

Es wurde vorgeschlagen, dass ein zentrales Lysin 27 in AgTXer
Wasserstoffbriickenbindung an alle vier Tyrosin 395 der Sigrajuesnz allera-
Untereinheiten in Kv1.3 bindet. Dieses Lysin lasst sichllienaSkorpiontoxinen an

homologer Position wiederfinden. Als weitere wichtigendingsstellen in AgTX
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wurden Arginin 24, welches zu Aspartat 381 in der erstéimtereinheit von Kv1.3
eine lonenbindung ausbilden wirde, sowie Aspartat 30 in AgWelches eine
Wasserstoffbriickenbindung zum gegenuberliegenden Aspartat 381 oiritlen o-
Untereinheit ausbilden wirde, vorgeschlagen. Aspartat 38nhdeg¢fisich in der
Subregion | des P-Loops (Tab. 1). Neben diesen 3 wichhiddindungspartnern zeigen
sich noch weitere wichtige interagierende Aminosaweischen AgTX und Kv1.3,
welche sich in homologen Strukturen in KTX und HgWXederfinden (Tab. 5):

Fur AgTX; konnte zwischen Phenylalanin 25 und Methionin 398 der jewesisreder
vier a-Untereinheiten in Kv1.3 eine hydrophobe Wechselwirkung vehleialich
gemacht werden. Die Position 398 in Kv1.3 zeigt sich homolodPasition L81 in der
Subregion 11l von KcsA. Die Rolle dieser Positionder Bindung sollte auch fur KTX
und HgTX Uberprift werden, indem die Bindungseigenschaften der TouinécgA-
Kv1.1 mit denen zur selben Chimare mit einer Substitution L&&kglichen wurden
(VI.2.1.1).

Eine weitere wichtige Position in Kvl1.3 in der Subregidinist das benachbarte
Histidin 399. Danach bilden Histidin 399 in der dritten der widdntereinheiten von
Kv1.3 hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Methionin 29 und H399 deerD-
Untereinheit mit dem Threonin 36 in AgFdus. Die homologe Position zu H399 stellt
Y82 in KcsA dar. Da KTX ein Methionin und ein Threonin und HgTdas Methionin
in homologer Position zu AgTxXbesitzen (Tab. 5), sollite die Bindung der Toxine zu
den KcsA-Chimaren mit entsprechenden Substitutionen asitidto 82 uberpruft
werden. Hierzu wurden die Bindungseigenschaften der TaxindkKcsA-Chimare 1V
mit denen zur Chimare VIII, die die Doppelmutation L81M/Y82hthéilt, verglichen
(VI.2.1.2).

Die KcsA-Chimaren KcsA-Kv1.1, KcsA-Kv1.2 (in dieser Arbenicht weiter
aufgefuhrt) und KcsA-Kvl.3 wurden hergestellt, indem die &gibn | (Tab.1) von
KcsA, die die aulR3ere Kanzelregion des Kanalporenegsydiildet, durch die des
entsprechenden Kv-Kanals substituiert wurde. Aus dem Birshoodell zwischen
KcsA-Kvl.3 und KTX ist bekannt, dass die Aminosduren dertiBoen 56-64 im
Kontakt zu KTX stehen [57]. Ebenso sollten die obeschdebenen Aminosauren in
der Subregion Il an Position 81 und 82, die wichtige Bindstrgkturen in der
Bindung mit AgTX bilden, in der Bindung mit KTX und HgTXuberprift werden.

Diese unterscheiden sich im KcsA-Kanal zu Kv1.1, Kvl1.2 ¥nd.3 in homologer
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Position folgendermaf3en: KcsA: LY(82); Kvl.1: MY(379); KviNV (381); Kv1.3:
MH(399).

Um diese Bindungsstellen fur die Ligandenbindung mit KTX uddTX; zu
Uberprifen, wurden neue KcsA-Kvl Chimaren mit entsprechmeSddstitutionen an
Position 81 und 82 hergestellt: KcsA-Kv1.1-L81M (Chi XI-M); $fcKvl.2-
L81M/Y8B2V (in dieser Arbeit nicht weiter verwendet); Kc&A-.3-L81M/Y82H (Chi
VIII). Im Falle der KcsA-Kvl.3-Chimare war das Kanalprat@ach Einfihrung der
Substitution L81M/Y82H nicht mehr exprimierbar, so dass eitermedidre Chiméare
KcsA-Kv1.357.64rL81IM/Y82H mit nur partieller Substitution in Subregion | ktnuiert
wurde [56].

Es wurden dann die Bindungseigenschaften der Chimaren nstitation in Subregion
[l fur KTX und HgTX; mit denen der Toxine zu den Chimaren ohne die Substituti

verglichen.

AgTX2 GVPINVSCHEEPQCI KPCKDA GMREGC HCNNRKCECHEK
KTX GVEINVKCSGSPQCLKPCKDA GMRFG KCMNRKCHECTPK

5 10 15 20 25 30 35

MgTX TITNVKCTSPKQCLPPCKAQFGQSAGAKCMNGKCKCYPH
HgTXy TVIDVKCTSPKQCLPPCKAQFGIRAGAKCMNGKCKCYPH

5 10 15 20 25 30 35

Kacrorowski [47], Gao [24]

Tab. 5: Aminosauresequenzen einiger Peptidinhibitor en der Kv-Kandle aus
Skorpiontoxinen.  Gruppe |: AgTX,: Agitoxin 2 und KTX: Kaliotoxin; Gruppe Il: MgTX:
Margatoxin und HgTX;: Hongotoxin 1. Grau unterlegt und mit Linien verbunden sind die
Cystinbriicken. Schwarz unterlegt: wichtige potentielle Bindungsstellen in AgTX; flr die Bindung
an Kv1.3.
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2.1.1 Rolle der Position 81 der Subregion Il in de

HgTX:-A19Y/Y37F und #I-KTX
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KcsA-Kvl.1 KcsA-Kv1.3
Chi XI Chi XI-L81M Chi IV Chi VI Chi VIII-G56T
HgTXl |C50: 0,6 nM |C50: 28,9 nM |C50: 0,23 nM |C50: 2,97 nM |C50: 0,16 nM
Kg: 29,5 pM* Kq: 582 pM * Kg: 122 pM *
Kon: 1,1 x10 Kon: 1,05 x10 Kon: 3,26 x10
Mmin* M'min™ M'min™
Kofr: Kot K off:
Membranen: Membranen: Membranen:
0,292 mirt* 0,2581 mitt 0,5128 mitt
Liposomen: Liposomen: Liposomen:
0,136 mift n. b. n. b.
KTX |C50: 4.5 nM* IC 50- 20,7 nM* |C50: 0,37 nM |C50: 6,08 pM |C50: 5,81 pM
Kq: 63,4 pM* Kq: 6,1 pM* Kq: 5,1 pM*
* Daten von C. Legros [56]
Tab. 6: Verschiedene Bindungskonstanten fur die Kcs A-Kvl1l.1- und KcsA-Kvl.3

125

Eine der Position 81 im KcsA-Kanal und den KcsA-Chimaremdloge Position ist

Methionin 448 im den Kvl-Kandlen verwandten Shaker Kanal Rtmssophila

melanogasterEine Substitution M448A zeigte in Bindungsversuchen mitoxg 2

(AgTXy) einen Abfall der Bindungsaffinitdt um das 80-fache, rmeeKy von 0,741
nM im Shaker-Kanal ohne Mutation auf eing ¥on 60,13 nM im Shaker-Kanal mit
Mutation. Es zeigte sich, dass das Methionin an Positiom#d8em Phenylalanin an
Position 25 in AgTX in hydrophober Wechselwirkung stand [84].
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Fur AgTX; als Ligand konnte eine 89%ige Strukturibereinstimmung zu KTX
nachgewiesen werden (Tab. 5) [26].

Analog zur Bindung des Shaker-Kanals zu AgTwar es wahrscheinlich, dass das
Leucin an Position 81 der KcsA-Kvl.1 Chimare in hydrophobech&elwirkung zu
F25 in KTX stehen wirde, welche starker ausgepragt war, iasimem Methionin an
dieser Position.

Zwischen der Chiméare Xl und der Chiméare XI-M mit der MotatL81M konnten
sowohl fir Kaliotoxin als auch fir Hongotoxin unterschidaicBindungskonstanten
ermittelt werden, die sich fir KTX um das 5-fache und HigfT X; um das 50-fache
unterschieden (Tab. 6). Fur die Chiméare XI konnte eigeuan 4,5 nM in der Bindung
zu KTX festgestellt werden, die somit eine ca. 8-facknigere Affinitat aufwies, als in
der Bindung zu HgTXmit einer IGo von 0,6 nM. Im Falle der Chiméare XI-M mit der
Substitution L81M zeigten die Bindungsversuche mit KTX é@ von 20,7 nM und
mit HgTX; einen ahnlichen Wert von 28,9 nM. Die Unterschiede in déinisiten der
Toxine zum Kanal waren somit fast aufgehoben.

Es liel3 sich also eine Abschwéachung der Affinitat zu Bexinen mit der Substitution
L81M in der KcsA-Kvl.1l Chimare feststellen, die im Fatin HgTX; sogar noch
ausgepragter war, als bei KTX. Das Leucin an Position 8&isic somit flr beide
Toxine eine Rolle fur ihre Bindung zum Kanal zu spielenHbngotoxin 1 befindet
sich ein Alanin an homologer Position zum Phenylalanin 5KTX (Tab. 5).
Maoglicherweise steht dieses ebenso in hydrophober Wedhsaehg zum Leucin an
Position 81 in der KcsA-Kv1.1 Chimare, was die hohe Afiiniton HgTX zum Kanal

erklaren kdnnte.

2.1.2 Rolle der Position 82 der Subregion Il in de  r Bindung mit **°I-HgTX-
A19Y/Y37F und **°-KTX

Fur das  Skorpiontoxin  Margatoxin  (MgTX) konnte eine  89%ige
Sequenzubereinstimmung der Aminosauren zu Hongotoxin 1 (jgiestgestellt
werden (Tab. 5) [47]. In Bindungsstudien mit MgTX am nati¥e1.3-Kanal konnte
gezeigt werden, dass die Substitution H404Y keinerlei Einflesdg das
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Bindungsverhalten hat [2]. Die Position 404 (entspriclenoH399) im nativen Kv1.3
Kanal entspricht strukturell der Position 82 im KcsA-HaniJm herauszufinden, ob
diese Position 82 fur die Bindung von Hgirxn Kv1.3 wichtig ist, wurde untersucht,
ob die Substitution L81M/Y82H in der Chimare VIII Einflusefadie Bindung mit
HgTX; hatte. Wegen der Exprimierbarkeit wurde eine KcsA-Kgle3) Chiméare VI
mit Substitution L81M/Y82H verwendet (VI.2.1).

Die kompetitiven Bindungsexperimente konnten zeigen, das<himare VIII mit
Doppelsubstitution L81M/Y82H eine ca. 13-fach geringere Afiinitu **3-HgTX;-
A19Y/Y37F mit einer 1Gy von 2,97 nM (Abb. 13) gegentber der Chimare IV mit einer
ICs0 von 0,23 nM (Abb. 12) aufweist. Dieser negative Effekt depfelmutation auf
die Affinitat konnte in Bindungssattigungsexperimentengdeénen Chimare 1V einedK
von 29,5 pM und Chimare VIII einegkvon 582 pM aufwies, bestatigt werden (Tab. 6).
In  den kinetischen  Experimenten wurde fur Chimare IV  eine
Assoziationsratenkonstante,{kvon 1,1 x16 M*min® gegentiber einer.kvon 1,05
x10° M*min™ fur die Chimare VIII festgestellt. Die Dissoziatioatnkonstante zeigte
fiir Chimére IV eine k& von 0,292 miit und fiir Chimare VIII eine d von 0,258 mif.
Die Ergebnisse zeigten einen geringen Unterschied der Koeistam den beiden
Chimaren 1V und VIII, was mit den Ergebnissen aus den Bigsiexperimenten mit der
Kv1.3-H404Y Mutation und MgTX Ubereinstimmte. Die Doppelmutati®iM/Y82H

in der KcsA-Kv1l.3 Chimére hatte also einen negativen Einfinsser Bindung mit
HgTX;.

Anders zeigte sich das Bindungsverhalten der Chiméaren IWilihdnit KTX. KTX
wies zur Chimare VIII mit einer I§g von 6 pM eine ca. 60-fach hdhere Affinitat auf, als
zur Chiméare IV mit einer 165 von 370 pM (Tab. 6). Ein affinitdtssteigernder Effekt in
der Bindung mit KTX konnte fir die Substitution des Tyngsan Position 82 durch
andere Aminosauren in den KcsA-Chimaren bereits ausdemaarden. Das Tyrosin
an Position 82 scheint ein sterisches Hindernis in der Kanadkwation zu bilden, das
die Bindung von KTX an die Kanalpore erschwert [57].

Offensichtlich scheint das Histidin an Position 82 im #&sA-Kv1.3 Chimére die
Bindungsaffinitdit mit KTX also zu steigern, wahrend dis Affinitdt zu HgTX
unbeeinflusst lasst. Dieses kdnnte auf eine Interaktiaschen dem H82 in Chimare
VIII und dem T36 in KTX hinweisen, wie sie schon zwischegiTX2 und Kv1.3 in

homologer Position beschrieben wurde [24].
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Fur die Position D370 in Subregion | in Kv1.3 wurde tber eideabhéangige Bindung
zu H34 in KTX berichtet [103]. In der Chimare VIII wurde did®egion aufgrund der
Exprimierbarkeit aus Kv1.3 nicht ibernommen. Dennoch stlaggnDoppelmutation
L81M/Y82H den Verlust dieser Bindungsstelle zu kompensieranhAvuden in dieser
Arbeit die Bindungsexperimente im physiologischen pH-Bérgon 7,4 durchgefihrt,
so dass die fehlende Bindungsstelle in Subregion 1 in Riadung mit KTX
moglicherweise nicht ins Gewicht fallt.

Fur HgTX; konnte eine vergleichbare Bindungsstelle in homol&gesition bisher nicht
beschrieben werden. In Bindungsexperimenten mit eineAoed.2-L81M/YB2V
Chimare konnte eine Affinitatssteigerung zu HgTXhach Einfuhrung der
Doppelmutation L81M/Y82V beobachtet werden (Daten hier racifgefihrt) [56]. Im
Fall der Chimare VIII mit der Doppelsubstitution L81M/Y82keigte sich eine
Minderung der Affinitdt zu HgTX im Vergleich zur Chiméare IV. Deshalb war in
Betracht zu ziehen, dass die sich von der Chimére I¥rseiteidenden Aminosauren in

der Subregion | der Chimare VIl fur die Minderung der Aittih verantwortlich sind.

Im Vergleich der beiden Toxine KTX und HgTXh den Bindungskonstanten zu den
Chimaren untereinander (Tab. 6) zeigte sich fur die Qi@ eine nur ca. 1,5-fach
hohere Affinitat zu HgTX mit einer 1Go von 0,23 nM gegeniber KTX mit einersC
von 0,37 nM. Mit der Substitution L81M/Y82H in Chiméare VI lfidie Affinitat zu
HgTX; stark ab (IG= 2,97 nM), wahrend sie fir KTX stark anstieg{€6,08 pM).
Die beiden 1Gy aus der Bindung mit der Chimare VIII unterschieden sich um de
Faktor 490. Die Doppelmutation in der Subregion 11l scheim ichtige Rolle in der
Bindung mit KTX zu spielen, wahrend sie auf die BindunghigTX; einen negativen
Einfluss hat (VI.2.1).

2.2 Bindungsstellen zwischen Hongotoxin 1 (HgTX 1) bzw. Kaliotoxin
(KTX) und KcsA-Chimaren in der Subregion |

Zur naheren Charakterisierung des Bindungsverhaltens  ®wischH®I-
HgTX1(A19Y/Y37F) und KcsA-Kvl.3 wurden die sich vom KcsA-Kanal
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unterscheidenden Aminosauren in Subregion | herangezogendén Strukturmodell
fur die Wechselwirkung zwischen Kv1.3 und AgdWar bereits bekannt, dass in Kv1.3
das Threonin 373 der zweiten der viem-Untereinheiten potentiell eine
Wasserstoffbriickenbindung mit Threonin 9 in AgThd das T373 der viertem-
Untereinheit eine hydrophobe Wechselwirkung mit dem Prolim3&gT X, eingehen
[24]. Da sich P37 und T9 in HgTan homologen Positionen befinden (Tab. 5), sollte
die Bindung zur homologen Position von T373 in der Subrebion KcsA, welche
G56 entspricht (Tab. 1), mit KTX und HgTXuntersucht werden. Es wurde eine
intermediare Chimare von Chiméare VIII mit einer Subsioih G56T benutzt, die
ebenfalls die Doppelsubstitution L81M/Y82H enthalt.

In Bindungsexperimenten konnte fur die Chimére VIII-G56T aniter 1Go von 0,16
nM (Abb. 13) eine 18,6-fach hohere Affinitat des Ligand€hHgTX1(A19Y/Y37F)
zum Kanal festgestellt werden als fur die Chimare Whhe diese Mutation mit einer
ICso von 2,97 nM (Tab. 6). Die Bindungskonstanten bestatigenTeiedenz der
Affinitaten aus Bindungssattigungsexperimenten MR-HgTX:-A19Y/Y37F. Hier
konnte fur die Chimare VIII eine Kvon 582 pM festgestellt werden. Im Vergleich
wurde fur die Chimare VIII-G56T eineg/on 122 pM und somit eine ca. 5-fach héhere
Affinitat festgestellt (Tab. 6).

Ebenso zeigten die Chimare IV mit einem Threonin antiosb6 und ohne die
Doppelsubstitution L81M/Y82H im Vergleich zur Chimare VII-G56mit der
Doppelmutation einen nur sehr geringen Unterschied zwischenAffertaten zu
HgTX,. Dies ist ein Hinweis darauf, dass das Threonin ani®o$6 in KcsA-Kv1.3
die Affinitat zu HgTX beeinflusst [56].

Kinetische Experimente konnten zeigen, dass die ChimaileG86T ein ca. 3-fach
groRere Assoziationsratenkonstante besitzt=(8,26 x18 M™*min™), als die Chimare
VIl ohne die Mutation mit einerd von 1,05 x1& M™min™ (Abb. 16).

Bei Ermittlung der Dissoziationsratenkonstante zeigie @himare VIII mit der
Substitution G56T eine 2-fach schnellere Dissoziation mére von 0,5277 mif,
als die Chimare ohne Mutation mit einegrkon 0,2581 mitt (Abb. 15).

Aus dem Verhaltnis d/kon der beiden Konstanten lasst sich die Dissoziationskatesta
Kg berechnen. Diese war mit 245 pM fur die Chimére VIII oBodstitution und mit
157,3 pM fur die Chiméare VII-G56T naherungsweise Ubereinséntn mit
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DissoziationskonstantengKdie in Bindungssattigungsexperimenten ermittelt wurden
(Tab. 6).

Der signifikante Unterschied zwischen den Assoziationsid Dissoziations-
ratenkonstanten liefert einen weiteren Hinweis auf &ateiligung des Threonins an
Position 56 in der Bindung zwischefl-HgTX:-(A19Y/Y37F) und KcsA-Kvl.3,
welche fir die Bindung mit KTX keine Rolle zu spielen soh@6]. 1*1-KTX zeigte
eine &hnliche Affinitdt zu beiden Chiméren VIII mit und ehviutation G56T mit einer
IC50 von 6,08 pM bzw. 581 pM (Tab. 6). Die Ergebnisse bestitigtie
Gleichgewichtsdissoziationsraten (K aus Bindungssattigungsexperimenten -
KTX. Hier zeigte sich fur Chimare VIl ohne Substitutioine K4 von 6,1 pM und fur
Chimare VIII-G56T eine Kvon 5,1 pM (Tab. 6) [56].

Obwohl sich das oben beschriebene Prolin 37 in AgliXd HgTX auch in KTX
wiederfindet und obwohl sich an homologer Position 9 das&mfliche Serin anstelle
des Threonin in KTX befindet (Tab. 5), zeigten HgTdd KTX bei der Substitution
G56T in der Chimare VIII ein recht unterschiedliches Bindweghalten. Fur KTX
scheint also die Position 56 in Subregion | der KcsA-Ginén im Bindungsverhalten
unwichtig zu sein, was darauf schlieBen lasst, dass bEaene trotz grofRer
Strukturéhnlichkeit [47] aller Wahrscheinlichkeit nach gafingflugig unterschiedliche
Weise an den Kanal binden. Méglicherweise sind kleineik8irunterschiede oder
unterschiedliche Bindungsstrukturen aufl3erhalb der Subregidar Iverschiedenen

Kanalproteine fur die Bindung der beiden Toxine verantigbr{58].

Im Vergleich der beiden Toxine KTX und HgTXh den Bindungskonstanten zu den
Chimaren untereinander zeigte sich Folgendes: In den Bysdwperimenten mit der
Chimare VIII mit der Substitution G56T in Subregion Igteisich fur HgTX eine 1Go
von 0,16 nM, die eine ca. 28-fach niedrigere Affinitat aufywads die fur KTX mit
einem Wert von 5,81 pM. Die Substitution G56T in Subregioscheint den
Affinitatsverlust der Chimare VIII mit der Doppelmutati@81M/Y82H in Subregion

[l in der Bindung mit HgTX teilweise zu kompensieren. Fur die Bindung von KTX hat

die Substitution G56T allerdings keinen Einfluss.
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2.3 Veranderung des Bindungsverhaltens von Chimare IV in Liposomen

Die Dissoziationsratenkonstanteg Istellten sich fur alle drei Chimaren IV, VIl und
VIII-G56T recht unterschiedlich dar. Im Vergleich zur @&re IV (Abb. 17) zeigte

sich hier fur die Chimare VII-G56T (Abb. 15) eine sogar 4afagrol3ere

Dissoziationsratenkonstante. Daraus konnte man schliedes,die Kanalproteine in
ihren verschiedenen Verankerungs- oder Lodsungszustanden uetdrschiedliche

Bindungseigenschaften aufweisen. Die Verankerung odereBsipn des Kanals in
Bakterienmembranen hatte eine geringfligig andere Konfarmaitifweisen konnen,
als der nach Expression nachtraglich in eine Lipid-Dopp®lonan eingebrachte Kanal
im Fall der Liposomen, so dass sich die Bindungsafteitaveranderten. Fir das
Bindungsverhalten nativer Kvl.3-Kanale in eukaryotischesnt@mbranen gegentuber
ihren Chimaren in KcsA konnte ein deutlicher Unterschied Bmdungsverhalten

ausgemacht werden [58], so dass, abgesehen von Bindungsstruki®erhalb der
Subregion | der Porenregion, auch eine unterschiedHcigéinglichkeit des Toxins an
den Kanal in verschiedenen Biomembranen postuliert wexalente.

Eines der Probleme bei der Interpretation von Affinitaédler Chimaren kdnnte die
unterschiedliche Sekundar- und Tertiarstruktur der KcsA-Chimgegientiber der von
nativen humanen Kv-Kanale sein. Die KcsA-Chimarenemésich andersartig falten
kénnen, so dass sich Aminosaurereste bei analoger rBhinkiur in der Porenregion

anders prasentieren wirden, als in den nativen Kanélen.

2.4 Auswertung von Bindungsexperimenten

Eine Mdoglichkeit, die Affinitat eines Liganden zu eindRezeptor zu untersuchen,
besteht in Bindungssattigungsexperimenten, bei deneReamgptor mit verschiedenen
Konzentrationen radioaktiv markierter Liganden inkubiestird. Eine andere

Maoglichkeit besteht darin, wie in den kompetitiven Bindungseinenten in dieser
Arbeit dargestellt, die Konzentration des Radioliganklenstant zu halten und ihn mit

unmarkierten Liganden um den Rezeptor konkurrieren zenda$er grol3e Vortelil in
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der zweiten Methode besteht darin, dass weniger teureawmaendig herzustellender
Radioligand verbraucht wird.

In homologen Bindungsexperimenten gilts¢€ [Radioligand]+ K. Aus der Gleichung
lasst sich ersehen, dass bei hohen KonzentrationeRadioliganden, die Uber das
zehnfache der Kliegen, sich die 16 nur unwesentlich andert. Auf der anderen Seite
fuhren zu geringe Konzentrationen an Radioliganden inhdferis zum Rezeptor zur
Erschopfung des freien Liganden. Das bedeutet, dasste@igienden Konzentrationen
an nicht markiertem Liganden, wie im Experiment vorgesghach die Konzentration
an freiem Radioliganden ansteigt, da dieser vom Rezeptydrangt wird.
Voraussetzung von homologen Bindungsexperimenten ist ialirdeine konstant
gleiche Rezeptor- und Radioligandenkonzentration in allerdiinnungsreihen des
unmarkierten Kompetitors [70].

Dennoch wurde die Konzentration des Radioliganden in demnliegenden
Experimenten weit unter der ermitteltensd@ewahlt, um den Verbrauch des aufwendig
und teuer zu erhaltenden Radioliganden mdglichst geringlianha

Daten mit einer mdglichen Ligandenerschopfung lassen dicbh eine Gleichung
mathematisch transformieren, indem indirekt fur jedenertWdie wirkliche
Konzentration an  Radioliganden und  unmarkiertem  Kongetit im
Reaktionsgleichgewicht ermittelt wird [97]. Fir die tramsgie@rten Daten lie3en sich
sehr ahnliche Werte im Vergleich zu den untransforemnerfeststellen, so dass
Ligandenerschopfung in den vorliegenden Experimenten eimegges Rolle gespielt
zu haben schien.

Ein &ahnliches Problem ergibt sich bei der ErmittlungAfsoziationsratenkonstantg, k
aus der observierten Assoziationsratenkonstagtadch der Beziehung,ke (Kop Kof)/
[Radioligand]. Bei sehr geringen Konzentrationen an &mdinden ergeben schon
geringe Unterschiede inqk im Rahmen des Experimentierfehlers recht grole
Schwankungen in depk so dass der wahre Wert schwierig zu ermitteln ist.
Zusammenfassend lasst sich jedoch feststellen, dasszwwicgenauen quantitativen
Charakterisierung der Dissoziationskonstante Bfndungssattigungsexperimente und
das Verhaltnis aus Assoziation- und Dissoziationsraten&otesk ko besser eignen,
als kompetitive Bindungsexperimente. Sie lassen sickebesitzen, wenn man zuvor
eine GroRRenvorstellung der Dissoziationskonstante gesvohat. Allerdings liel3 sich

ein qualitativer Unterschied, ob also Gberhaupt ein Ucitéed in der Bindungsaffinitat
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zwischen zwei Chimaren gegentiber den Toxinen bestattt,amhand der vorliegenden

kompetitiven Bindungsexperimente feststellen.

3. Aussichten der Strukturaufklarung und Charakteri sierung von

Kaliumkanélen und Liganden.

Diese Arbeit konnte einen Beitrag zur Strukturaufklarung KesA-Kv1.X Chimaren
liefern. Hierbei stellte sich der prokaryotische KcsArdl als ein vorteilhaftes
Hilfsmittel heraus, um in seiner Porenregion die hoen Kv- und SK-Kanéle als
Chiméren zu imitieren.

Durch die Strukturaufklarung von Kanalrezeptoren und iluiganden lassen sich sehr
spezifische, neue, den Kanal beeinflussende Substankerstellen. Der
spannungsgesteuerte Kaliumkanal Kv1.3 stellt ein wirkungsvolZiel in der
Entwicklung von immunmodifizierenden Substanzen zur Belag von
entzindlichen Erkrankungen oder der Vorbeugung der Organabstofakigs) nach
Transplantation dar [15].

Anhand der Strukturaufklarung des Kaliumkanals Kv1.3 konntgnthstische
Kanalinhibitoren entwickelt werden, die die T-Zellakéming messbar unterdriicken
[33,22,60] Teilweise konnte schon durch die Veranderung einer eiemeAminosaure
am Peptidliganden die Selektivitat flir einen Kanal starklgriverden [48]Durch die
Entwicklung von T-lymphozytaren Kanalliganden, die nurea Kanaltyp inhibieren,
lassen sich hochspezifische Immunsuppressiva entwickelerd®lgs kommt kein
Kaliumkanal ausschlie3lich auf T-Lymphozyten vor. Dutlh Charakterisierung vieler
Kaliumkanéle auf T-Lymphozyten lieRe sich eine Adc&tail von Kanalinhibitoren
kreieren, die in ihrer Gesamtheit spezifisch fur T-Lyiopyten und fur andere
Organsysteme nebenwirkungsarmer waren.

Fur die Substanzgruppe der Psoralene, die bisher bevorzugtr imheéeapie der
Psoriasis eingesetzt werden, konnte eine Beeinflussun&igealtransduktion in T-
Lyphozyten Uber die Inhibition der Kvl.x-Kandle beri¢hteerden [96]. Fir die
Substanzgruppe wurde eine suppressive Wirkung von AutoimmunprozesséNS

z.B. bei der Entstehung der Multiplen Sklerose und andAtgoimmunerkrankungen
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postuliert. Diese Eigenschaft kénnte dann auch anderen Kaihélbren der Kv1.X-
Kanale zugeschrieben werden.

Ebenfalls wurde Gber so genannte Fetaltyp-T-Lymphozyegithiet, deren Rolle bei
der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie Multiplelef&ide oder Myasthenia
gravis noch recht kontrovers diskutiert wird [68]. Es wémestellbar, dass solche T-
Lymphozyten-Subtypen und Vorstufen mit anderen Expressiastern von
Kaliumkanal-Typen im Vergleich zu gesunden adultenyimphozyten sehr spezifisch
Uber diese Kanale supprimiert werden kdnnten.

Die Strukturaufklarung der Kaliumkanale auf T-Lymphozytemn also auch einen

direkten Angriffspunkt in der Therapie von Autoimmunerkiamgen liefern.
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VIl Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde nach charakteristis@ieadungsstrukturen zwischen
verschiedenen Kaliumkanadlen auf T-Lymphozyten und ergbprelen Liganden
gesucht. Teile der Porenregion der eukaryotischen spannstgsgeen Kaliumkanale
Kvl.1 und Kv1.3 konnten mit der Porenregion des prokaryotisdkesA-Kanals
ausgetauscht werden, so dass KcsA die Porenregion dernéamé&aliumkanale
imitiert. In dieser Arbeit wurde der Austausch der Poggion am Beispiel des auf
leukamischen Jurkat T-Lymphozyten exprimierten kalziumgtten Kaliumkanals
SKc2 erfolgreich vorgenommen. Die Kanalchimaren KcsA-Skal WcsA-Skb
konnten in einer E.coli M15-Kultur exprimiert werden.

Des Weiteren wurde in Bindungsassays das Bindungsverhal@achen den
Kanalchiméaren KcsA-Kvl.1 sowie KcsA-Kvl.3 und den Kanaltoxifongotoxin 1
(HgTX3) und Kaliotoxin (KTX) untersucht. Im Fall von KcsA-Kv1.Clji XI) wurde
eine Substitution L81M in der Subregion Ill der Kanalpoigefihrt und mit der
Bindungscharakteristik ohne Substitution verglichen. Esitefir HgTX ein sogar
noch groRerer Abfall der Affinitat festgestellt werdals fir KTX. Das Leucin an
Position 81 scheint also fur die Bindung beider Toxine wgchti sein.

Die KcsA-Kv1.3 Chimére (Chi 1V) wurde mit der einer Doppelatittn L81M/Y82H
(Chi VIII) in Subregion 1l in Bindungsassays verglichén.die Chiméare VIII wurde
zusatzlich eine Substitution G56T in Subregion | eingeflugt und@imlungsassays
untersucht. Fir das Threonin an Position 56 konnte satsoleidender Beitrag in der
Bindung zu HgTX festgestellt werden, wahrend diese Position fir diediig mit
KTX keine Rolle zu spielen scheint. Die Doppelmutationder Subregion Il (Chi
VIII) scheint im Fall von Kv1.3 und der Bindung mit deenoitzten Kanaltoxinen eine
untergeordnete Rolle zu spielen.

Die lIdentifikation neuer Bindungsstrukturen in Kaliumkiemd auf T-Lymphozyten
sowie die Entwicklung neuer Liganden, die die lonendussigeit der Kandle
beeinflussen, kann der Entwicklung hochspezifischer Imoppressiva und
Autoimmuntherapeutika dienen. Hierbei steliten sich desA-Chimaren als
hervorragende Mini-Modelle der eukaryotischen Kanalpori@n pharmakologische

Bindungsstudien heraus.
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IX  Anhang

1. Ldsungen und Puffer

(in alphabetischer Reihenfolge)

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Lésungen mit bDiddstin Wasser

angesetzt.
AP-Puffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,5
(Dephosphorylierung 100 mM EDTA
BAK-Puffer 150 mM KCI, pH 7,0
(Proteinaufreinigunyy 50 mM MOPS
BBK-Puffer 150 mM KCI, pH 7,0
(Proteinaufreinigunyy 39 mM NaHPO,

61 mM NaHPQO,
BBK 40-Puffer 40 mM DM in BBK-Puffer, pH 7,0
(Proteinaufreinigunyy
BBK | 30-Puffer 30 mM Imidazol, pH 7,8
(Proteinaufreinigunyy 4 mM DM in BBK-Puffer
BBK | 400-Puffer 400 mM Imidazol, pH 7,0
(Proteinaufreinigunyy 4 mM DM in BBK-Puffer
BBK 4-Puffer 4 mM DM in BBK-Puffer, pH 7,0

(Proteinaufreinigunyy
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Blockpuffer 5 % (W/V) Milchpulver in PBS
(Western Blot
Blotpuffer 25 mM Tris
(Western Blot 192 mM Glycin
10 %(v/v) Methanol
0,01 %(w/v) SDS

Detektionslosung |
(Western Blot

Detektionslosung Il
(Western Blot

DNA-Probenpuffer (5x)
(DNA-Gel§

dNTP-Stammldésung
(PCR

Entfarbelésung
(Protein-Gele)

Ethidiumbromid-L6ésung
(DNA-Gel§

Farbeldsung
(Protein-Gel¢

25 mM
0,4 mM
01 M

0,02  %(v/v)
01 M

20 % (W/V)
100 mM

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

20 mM

10 %(V/v)

45 %(v/v)

10 mg/ml

45 %(V/v)

10 %(v/V)
0,15 %(w/v)

Luminol (3-Aminophthalhyddz

p-Cumarséaure in DMSO
Tris-HCI, pH 8,5

7.5
Tris-HCI, pH 8,5

Ficoll
EDTA
Bromphenolblau

Xylenxyanol

pro dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Essigsaure
Ethanol

Ethidiumbromid

Ethanol

Essigsaure
Serva Blue R250

vor Gebrauch filtriert mit Watman N°1
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Filter-Inkubationslésung 0,5  %(v/v) PEI

(Bindungsassays)

GFX Gelelutionspuffer I:  Pufferlosung mit Acetat und Cinape
(DNA-Reiniguny

GFX Waschpuffer II: Tris-EDTA-Puffer mit 80% Ethanol
(DNA-Reiniguny

IPTG/Xgal-Losung 0,05 g/ml IPTC?r in DimethyIfo rmial
(Phagentitration 0,04 g/mi Xgal
Jodit-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
(Phagen-DNA-Reinigung 1 mM EDTA

4 M NaCl
Laufpuffer BBK, entgast

(FPLC-Saulenchromatographjie

Laufpuffer 25 mM Tris-HCI
(Protein-Gel¢ 192 mM Glycin
0,1  %(w/v) SDS
Ligationspuffer (10x) 200 mM Tris-HCI, pH 7,9
100 mM MgCi
100 mM Dithiothreitol (DTT)
6 mM ATP
Losung | 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
Zell-Resuspensionspuffer 10 mM EDTA

(Plasmidisolierung 100  pg/ml RNase A
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LOsung Il
Zell-Lyse-LAsung

(Plasmidisolierung

LOsung Il
Neutralisationsldsung

(Plasmidisolierung

LOsung IV
Saulenwaschlésung

(Plasmidisolierung

LOsung V

(Plasmidisolierung

Membran-Bindungspuffer

(Bindungsassays)

Mg**-Lésung

(kompetente Bakterign

Miller-Succrose-Puffer
(Bakterienmembran
-Aufbewahruny

PBS (20x)

(Proteinaufreinigung)

PEG/NaCl
(Phagen-Prezipitation

02 M
1 % (wW/V)

1,32 M

80 mM
8,3 mM

40 UM

55 %(v/v)

NaOH
SDS

Kaliumacetat, pH 4,8

Kaliumacetat
Tris-HCI, pH 7,5

EDTA

Ethanol

Whizard Miniprep DNA Purification Resin

20 mM
50 mM
0,1  %(w/v)

1 M
1 M

39 mM
61 mM
5 mM
200 mM

3 M

161 mM
39 mM

20 % (W/V)
25 M

Tris, pH 7,4
NaCl
BSA (Sigma Fraktion V)

MgGl
MgSQ

NaiR Oy, pH 7,0
NaHPO,
NacCl

Succrose

NacCl
AP Oy
KHPO,

Polyethylen-Glykol 8000
NaCl
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Probenpuffer (2x) 250 mM Tris-HCI, pH 6,8
(Laemmli) 5 %(W/V) SDS
(Protein-Gel¢ 10 % (W/V) B-Mercaptoethanol

20 %(v/v) Glycerin

0,5  %(w/v) Bromphenolblau
Proteinase-Inhibitoren 2000 mM PMSF in Ethanol
(Bakterienaufschlu$s 10 mM Leupeptin in kD

1 mM Pepstatin in Methanol
Puffer N2 100 mMm Tris-6PQy, pH 6,3
(Plasmidisolierung 15 %(V/v) Ethanol

09 M KCI
Puffer N3 100 mMm Tris-6PQy, pH 6,3
(Plasmidisolierung 15 %(V/v) Ethanol

1,15 M KCI
Puffer N5 100 mMm Tris-6PQy, pH 8,5
(Plasmidisolierung 15 %(V/v) Ethanol

1 M KCI
Puffer S1 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
(Plasmidisolierung 10 mM EDTA

100  pg/ml RNase A
Puffer S2 02 M NaOH
(Plasmidisolierung 1 % (W/V) SDS
Puffer S3 28 M Kaliumacetat, pH 5,1

(Plasmidisolierung

Restriktionspuffer Vom Hersteller der Restriktionsenzyakeferte Puffer
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Sammelgelpuffer (4x)0,5
(Protein-Gel¢g

TAE (50x)
(DNA-Gel§

TB-Puffer

(kompetente Bakterign

TE-Puffer (10x)

Trenngelpuffer (4x)
(Protein-Gel¢g

Protein-Bindungspuffer

(Bindungsassays)

Waschpuffer

(Bindungsassays)

M

250
10,88

0,1
10

1,5
0,4

20
50
0,1

10
20
10

% (wW/V)

mM

g/l
mM

g/l

mM

% (wW/V)

mM
mM
% (W/v)

mM

%(W/V)
mM
mM

Tris-HCI, pH 6,8

SDS

Tris-Acetat, pH 8,0
EDTA

PIPES
Cad

KCI

MgGl

steril filtriert

Tris-HCI, pH 7,5
EDTA

Tris-HCI, pH 8,8
SDS

Tris,

NaCl
BSA (Sigma Fraktion V)
DM

pH 7,4

PEG
Tris

MgCi

pH 7,4
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2. Nahrmedien

(Nahrmedien wurden autoklaviert, Antibiotika wurden den Medigach deren

Abklhlung zugesetzt.)

Agarose-Top
(Phagentitration

LB/Amp-Medium

LB/Amp/Kana-Medium

LB/Amp-Platten

LB/Amp/Kana-Platten

LB/IPTG/Xgal-Platten
(Phagentitration

LB-Medium

~N o1 o

g/l
g/l
g/l
g/l
g/l

mg/I

mg/I
mg/I

g/l
mg/I

g/l
mg/I
mg/I

g/l

ml

g/l
g/l
g/l

Bacto-Trypton
Hefeextrakt
NaCl
MgC4/6 H,O

Agarose
Ampicillin in LB-Medium

Ampicilli} in LB-Medium

Kanamyci

Agar in LB-Medium

Ampicillin
Agar in LB-Medium
Ampicillin

Kanamycin

Agar in LB-Medium

Nach Autoklavieren abkiihlen unter 70°C und zusetzen:

IPTG/Xgal-Lésung

Bacto-Trypton pH 7,4
NaCl

Hefeextrakt
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SOB-Medium 20 g/l Bacto-Trypton, pH 7,0
5 g/l Hefeextrakt
0,5 gl NacCl
10 mM KCI

Superbroth (SB-Medium) 25 g/l Bacto-Trypton, pH 7,5
15 g/l Hefeextrakt
5 g/l NacCl

3. Bakterienstdmme

Escherichia colER2738  F* ladl A(lacZ)M15 proAB* zzf::Tn10(Tef)/fhuA2 supE
thi A(lac-proAB) A(hsdMS-mcrB)5 ( my McrBC)
NEB

Escherichia coliM15pREP4Nal® Str Rif® Thi Lac Ara” Gal" Mtl' F RecA Uvr
Lon®
QIAGEN

Escherichia coliXL1-Blue recAl, end Al, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl,
lac[F proAB lacfZAM15Tn10(T€)]

Stratagene
4. Molekulargewichtstandards
BenchMarkl 10 blau gefarbte Banden von 10-200 kDa, 4. ist rot gefarbt

Invitrogen
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MW14-70 a-Lactalbumin (14,2 kDa), Trypsininhibitor (20,1 kDa),
Trypsinogen (24 kDa), Carbonséureanhydrase (29 kDa),
Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (36 kDa),
Ovalbumin (45 kDa), BSA (66 kDa)

Sigma

Smart DNA Ladder 14 Banden in regelmafRigen Abstanden vod @00 bp
Eurogentec

5. Vektoren

pQE32 Expressionsvektor fur rekombinante Proteine Eausoli

mit Poly-Histidin-Doméne (6x His) am N-Terminus
QIAGEN

PQE70 Expressionsvektor fur rekombinante ProteineEausoli

mit Poly-Histidin-Doméane (6x His) am C-Terminus
QIAGEN

6. Antikorper und Histidin-Komplexbildner

magnetische NINTA-Agarose-Sonde
QIAGEN

Ni?*NTA-Agarose Suspension
QIAGEN
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RGS His Ab monoklonaler Antikbrper aus der Maus, gerichegen
6x Histidin-Tag Epitope, BSA frei
QIAGEN
Anti-Maus IgG Meerrettich-Peroxydase gekoppelter poly&len

Antikérper aus dem Schaf gerichtet gegen IgG-Antikorper
aus der Maus

Amersham Biosciences

7. Kanalprotein-Liganden
HgTX; } wurde von Legros et al. im pMAVY Proteinfusions- und
KTX Proteinaufreinigungssystem (New England Biolabs)

hergestellt und zur Verfigung gestellt.

129.HgTX1-[A19Y/Y37F] ) wurden vom Labor H.-G. Knaus, Institut fliroBi

129.KTX }chemische Pharmakologie, Universitat Innsbruck und vom
Labor M.L. Garcia, Department of Membrane
Biochemistry and Biophysics, Merck Research

Laboratories gestellt.

8. Oligonukleotide

KcsA-Ska: Overlap-PCR:

Shk: 5'-CAC CAT GGG ATC CGC ATG CCA C-3

Sirev:  5-CAC ATC GCG CCC AGAAAG TTG CTG GTC ACATCTGC TG-3f

RKkSK;: 5-GTT GCT GGT CAC ATC CTG CTG GTC ATG GTA GCG CTAGC
CAG GAC GGC CAA GTA CGA G-3
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S;sens: 5-CAA CTT TCT GGG CGC GAT GTG GTG GTC CGT GE&RC CGC
GAC GAC-3'

Urev: 5-TTT AAG CTT ATC ACC GGC GGT TGT CGT CGS&CA TTC GCT
CC-3'

KcsA-Skb: QuickChange:
SKyfor: 5'-CCG TCC TGG CTG AGC GCG GCG ACC AGC AGG ATK&A CC-3°
SKyrev: 5'-GGT CAC ATC CTG CTG GTC GCC GCG CTC AGC CAAC GG-3°

KcsA-SKairF103L: Mutationselimination:
L103Fsens: 5'-CGG GAT CAC CTC CTT CGG TCT GGT GAC CGB‘C
L103Frev: 5-GGC GGT CAC CAG ACC GAA GGA GGT GAT CG&3'

Sequenzierung
QnP1: 5- G GTC CAG GAG GAA AAA GGC-3'

QER: 5-GTT CTG AGG TCATTA CTG G-3

9. Kontrollwachstum von E.coli XL  iblue

Wachstumskurve E.coli
XL blue kompetente Zellen

0.5+
0.4+
0.3+

0.2+

oD 600

0.1+

0.0 T T T T 1
0 30 60 90 120 150

Zeit (min)

Abb. 18: Kontrollwachstumskurve nicht transformierter Bakterien E.coli XL;blue
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10.

Vektoren

Sma |
Feo RI/RBS oxHis  BamHl Sph| Sacl Kpnl Xmal Sal Pstl Hind Il b

pQE-32 [ ATGAGAGGATCT -6 |GOATCCGTATGLCAGLICOGIACCCCGGOICGACLIGEAGLLAAGCT|AATIAGCIGAG (]

RGS-His epitope

EcoR/RES Sphl  BamHi Bg'll  xHis Hindll b
pQE-70 I:I!EECATCCGACGATCCAGAIO W AAGCTIAATTAGCIGAG ]

Abb. 19: Benutzte Vektoren (linearisierte Darstellung)

EcoR1T(89)
f_,f’ Neo1(142)
o BamHI1(147)
 Sph1(157)

KcsA SKa streptag
. \.\\\.\;_:\Xma 1(579)

\ O Smal(581)
\  Hind Il (642)

Neo1(1311)

Abb. 20: Vektorkarte von pQE32-KcsA-Ska mit KcsA-Ska Insert
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