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Abkürzungsverzeichnis 

 

µ     mikro (10-6) 
125I     125Jod (125Iodine) 
125I-HgTX1-(A19Y/Y37F)  125Monojodtyrosin-Hongotoxin 1-(A19Y/Y37F) 
125I-KTX    125Monojodtyrosin-Kaliotoxin 

A     Adenin 

amp     Ampicillin 

APS     Ammoniumpersulfat-Puffer 

AS     Aminosäure(n) 

b     Basen 

BKCa     hochkonduktiver kalziumaktivierter Kaliumkanal 

bp     Basenpaare 

BSA     Rinderserumalbumin 

C     Cytosin 

 

Chi     Chimäre 

Ci     Curie 

cpm     Zählimpulse pro Minute (counts per minute) 

Da     Dalton 

DM     n-Decyl-β-D-Maltopyranoside 

DMSO     Dimethylsulfoxid 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

DNase     Desoxyribonuklease 

dNTP     2’-Desoxyribonukleotid-5’-Triphosphat 

DTT     Dithiothreitol 

EC50     effektive Konzentration 50% 

EDTA     Ethylendiamintetraessigsäure-Dinatriumsalz 

EtOH     Ethanol 

FPLC schnelle Protein-Säulenchromatographie 

(fast protein liquid chromatography) 

g     Gramm 
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G     Guanosin 

h     Stunde 

HgTX1     Hongotoxin 1 

I     Inosin 

IC50     Hemmkonzentration 50% 

IKCa     mittelkonduktiver kalziumaktivierter Kaliumkanal 

IPTG     Isopropyl-β-D-Thiogalactosid 

J     Joule 

k     kilo (103) 

kb     Kilobasenpaare 

Kd     Gleichgewichtsdissoziationskonstante 

Ki     Gleichgewichtsinhibitionskonstante 

kob     observierte Gleichgewichtsassoziationsrate 

koff     Gleichgewichtsdissoziationsrate 

kon     Gleichgewichtsassoziationsrate 

KTX     Kaliotoxin 

Kv     spannungsgesteuerter Kaliumkanal 

l     Liter 

LB     Luria Bertani 

m     milli (10-3) 

M     Molar 

mA     Milliampere 

min     Minute 

n     nano (10-9) 

Ni2+-NTA    Nickel-Nitrotriacetylsäure 

nm     Nanometer 

OD     optische Dichte 

PAA     Polyacrylamid 

PAGE     Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS  Natriumphosphat-Puffer 

(phosphate buffered saline) 

PCR  Polymerase-Kettenreaktion 

(polymerase chain reaction) 
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PEG     Polyethylenglykol  

PET     Polyethylentoluol 

Pfu     Pyrococcus furiosus 

pfu  Einzelplaque bildende Einheit 

(plaque forming unit) 

PMSF     Proteaseinhibitor (Phenyl-Methylsulfonlyfluorid) 

pS     Picosiemens 

RNA     Ribonukleinsäure 

RNase     Ribonuklease 

RT     Raumtemperatur 

s/ sek     Sekunde 

SB     Superbroth 

SDS     Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate) 

SKCa     niederkonduktiver kalziumaktivierter Kaliumkanal 

Std.     Stunde 

SV     Säulenvolumina 

T     Thymin 

Taq     Thermophilius aquaticus 

TB     terrific broth 

TE     Tris EDTA-Puffer 

Tm     Schmelztemperatur 

Tris     Tris-hydroxymethyl-aminomethan 

U     Enzymeinheit (Units) 

ü.N.     über Nacht 

Upm     Umdrehungen pro Minute 

UV     ultraviolettes Licht 

V     Volt 

v/v     Volumen pro Volumen 

vol     Volumen 

w/v     Gewicht pro Volumen (weight/ volume) 

x g     relative Erdbeschleunigung 

Xgal     5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactosid 
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Ein-Buchstaben-Symbole der Aminosäuren 

 

A Alanin   C Cystein  D Aspartat 

E Glutamat  F Phenylalanin  G Glycin 

H Histidin  I Isoleucin  K Lysin 

L Leucin   M Methionin  N Asparagin 

P Prolin   Q Glutamin  R Arginin 

S Serin   T Threonin  V Valin 

W Tryptophan  Y Tyrosin 
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I Arbeitshypothese und Fragestellung 

 

Ziel der Arbeit ist es, Chimären des prokaryotischen Kaliumkanals KcsA aus dem 

Bakterium Streptomyces lividans mit Substitutionen der eukaryotischen, auf T-

Lymphozyten vorkommenden, Kaliumkanäle Kv1.1, Kv1.3 und SKCa2 in der 

Porenregion bzw. der Region zwischen den transmembranären Segmenten S5 und S6 zu 

klonieren und in Bakterienmembranen zu exprimieren. Des Weiteren sollen mit den 

Chimären für entsprechende Kaliumkanal-Liganden wichtige Bindungsstrukturen bzw. 

Aminosäuren in Kv1.1, Kv1.3 und SKCa2 in Bindungsassays identifiziert und 

charakterisiert werden. Als Kaliumkanal-Liganden dienen hierbei aus Tiergiften  

isolierte und rekombinant hergestellte Kanaltoxine. Im Detail ergaben sich folgende 

Fragestellungen: 

1. Lässt sich die Subregion I der S5/S6-Region von rSK2 bzw. Teile davon als KcsA-

Ska und KcsA-Skb in KcsA klonieren und die Chimäre exprimieren? Sind die 

Kanalchimären isoliert außerhalb der Bakterienmembran als Tetramer stabil? 

2. Welche Rolle spielt eine Mutation an Position F103L bezüglich der Expression und 

Stabilität des tetrameren Kanals? 

3. Wie verändert sich das Bindungsverhalten der Skorpiongifte Hongotoxin (HgTX1) 

und Kaliotoxin (KTX) als Kanalliganden des Kv1.1- und Kv1.3-Kanals gegenüber 

Substitutionen in der Subregion III der Porenregion von KcsA an Positionen 81 

(KcsA-Kv1.1-L81M) bzw. 81 und 82 (KcsA-Kv1.3-L81M/Y82H Chimäre VIII), 

und welche Rolle spielen diese Positionen im Rahmen der Bindung? 

4. Wie verändert sich das Bindungsverhalten der Skorpiongifte Hongotoxin (HgTX1) 

und Kaliotoxin (KTX) als Kanalliganden der KcsA-Kv1.3-Chimäre VIII gegenüber 

einer Substitution G56T in der Subregion I der Porenkanzelregion, und welche 

Rolle spielt diese Substitution? 

5. Wie wird das Bindungsverhalten der Chimäre IV als Protein in 

Liposomenmembranen beeinflusst? 

6. Welche Probleme ergeben sich in Bindungsversuchen, deren Auswertung und 

Interpretation? 

7. Welches sind die Aussichten der Strukturaufklärung und Charakterisierung von   

      Kaliumkanälen und Liganden? 
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II Einleitung 

 

1. Kaliumkanäle: Definition und Struktur 

 

Kaliumkanäle sind nahezu ubiquitär in erregbaren und nicht erregbaren Zellen verteilt 

[87]. Als eine heterogene Gruppe von integralen Membranproteinen sind sie durch 

unterschiedliche elektrophysiologische und pharmakologische Eigenschaften 

charakterisiert [11]. Sie sind beteiligt an der Weiterleitung und Modulation von 

Aktionspotentialen und an der Aufrechterhaltung des Membranpotentials. So 

beeinflussen sie viele physiologische Prozesse wie die Freisetzung von 

Neurotransmittern, elektrophysiologische Eigenschaften von Herzmuskel- und 

Erregungsleitungszellen sowie Stoffwechsel- und Sekretionsleistungen unerregbarer 

Zellen [38], bei denen das Membranpotential zur Regulation der Signaltransduktion 

eine Rolle spielt [61]. 

Die große Familie der Kaliumkanäle wird nach der Zahl der Transmembranbereiche (S) 

und der Porenregion (P) in verschiedene Strukturklassen unterteilt. Die beiden in dieser 

Arbeit untersuchten Kanalklassen der spannungsgesteuerten Kv-Kanäle und 

kalziumaktivierten niederkonduktiven SK-Kanäle gehören zur Klasse der 6S/1P-Kanäle 

(Abb. 1a) [100,44,80]. Durch Klonierung vieler Kaliumkanäle konnte gezeigt werden, 

dass die Kanalpore aus vier flankierenden α-Untereinheiten (Abb 1a) mit jeweils den 

zuvor genannten 6 transmembranären Domänen S1-S6 und einer porenbildenden 

Einheit zwischen S5 und S6 gebildet wird (Abb. 1b) [65]. Die tetramere Architektur und 

die Struktur der Porenregion konnte in Kristallstrukturanalysen aufgeklärt werden [19]. 

Die P-Domäne enthält eine konservative Aminosäuresequenz (TXG[Y/F]G), genannt 

Signatursequenz, in der C-terminalen Hälfte, die die Kaliumselektivität vermittelt [35] 

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

 

Neun Familien spannungsgesteuerter Kaliumkanäle wurden bis jetzt beschrieben [86]. 

Die aus Drosophila melanogaster klonierten Kanäle Shaker, Shab, Shaw und Shal 

zeigen sich zu auf Säugerzellen befindlichen Kv1, Kv2, Kv3 und Kv4 homolog [47,1]. 

Viele dieser Kaliumkanäle sind auf Grund ihrer physiologischen Rolle in 

Zellmembranen und pathophysiologischen Eigenschaften im Rahmen von 

Erkrankungen gut charakterisiert [14]. 

In spannungsgesteuerten Kaliumkanälen weist das Transmembransegment S4 eine 

regelmäßige Abfolge positiv geladener Aminosäurereste auf, die als Spannungssensor 

fungiert [10]. Die positiv geladenen Aminosäuren (K oder R) befinden sich an jeder 

dritten Position, jeweils durch zwei hydrophobe Aminosäuren getrennt, es ergibt sich 

für Kv-Kanäle eine konservative Struktur (R/K-X-X)n mit X als beliebig hydrophobe 

Aminosäure und n als Zahl zwischen vier und sieben [78]. Bei Depolarisation der 

Membran über einen für den Kanal charakteristischen Wert induziert der 

Spannungssensor die Öffnung des Kanals [74,55]. 

Die Diversität einiger spannungsgesteuerter und kalziumaktivierter (II.1.2) 

Kaliumkanäle beruht u.a. auf der Fähigkeit verschiedener α-Untereinheiten 

Heteromultimere zu bilden [41,88,14]. Die Interaktion der Kv-α-Untereinheiten wird 

durch eine zytoplasmatische Tetramerisierungsdomäne 1 (T1A, B) vermittelt, die 

aminoterminal lokalisiert ist [63,94]. 

Schnelle inaktivierende A-Typ-Kv-Kanäle vom Shaker-Typ können eine 

Inaktivierungsdomäne im N-terminalen Bereich aufweisen, die nach dem „ball and 

chain“- Mechanismus die zytoplasmatische Porenseite kurz nach der Öffnung 

verschließt [3]. Neben dieser N-Typ-Inaktivierung ist auch eine C-Typ-Inaktivierung 

bekannt, die sich an C-terminalen Aminosäuren der P-Domäne und des 6. 

Transmembransegmentes (S6) abspielt [102,32]. Mit den Kv-α-Untereinheiten sind 

zytoplasmatische Kv-β-Untereinheiten vergesellschaftet, die eine ebenso große Vielfalt 

aufweisen. Sie binden die aminoterminale Domäne und weisen einen ähnlichen 

Inaktivierungsmechanismus auf, wie die N-Typ-Inaktivierung. Somit kann ihre Co-

Expression drastisch das Inaktivierungsverhalten der Kv-α-Untereinheiten verändern 

[79,67]. 
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1.2 Kalziumaktivierte Kaliumkanäle (SK Ca) 

 

Kalziumaktivierte Kaliumkanäle haben die Abhängigkeit von der intrazellulären 

Kalziumkonzentration als Initialisierungsfaktor zur Kanalöffnung gemeinsam. Sie 

werden auf Grund ihrer Einzelkanalleitfähigkeitseigenschaften (in Picosiemens, pS) 

eingeteilt in SK-Kanäle (small conductance, 2- 25 pS), IK-Kanäle (intermediate 

conductance, 25- 100 pS) und BK- oder maxi-K-Kanäle (large conductance, 100- 300 

pS) [47]. 

Kalziumgesteuerte Kaliumkanäle weisen einen ähnlichen Aufbau aus vier α-

Untereinheiten auf, wie die Kv-Kanäle, allerdings haben die α-Untereinheiten der 

kalziumabhängigen Kaliumkanäle BKCa eine zusätzliche transmembranäre Domäne, S0, 

am N-terminalen Teil. Bei SK-Kaliumkanälen spielt die Bindung des intrazellulären 

Kalziums an Calmodulin und die Bindung dieses Komplexes an den zytoplasmatischen 

C-Terminus der S6-Domäne in der Aktivierung zur Öffnung eine große Rolle [50,20]. 

Während die BK-Kanäle sowohl spannungs- als auch kalziumabhängig aktiviert 

werden, sind IK- und SK-Kanäle spannungsunabhängig [1]. 

 

 

2. Ionenkanäle im Immunsystem als Angriffspunkte de r 

Immunsuppression 

 

Die Gruppe der Kaliumkanäle weist eine große funktionelle und strukturelle Vielfalt 

auf. Die Möglichkeit der Kaliumkanäle, Heteromultimere aus unterschiedlichen α-

Untereinheiten zu bilden [37,51], sowie der Einfluss anderer fakultativ 

vergesellschafteter Untereinheiten auf die Kanäle [79] potenziert diese Vielfalt um ein 

Mehrfaches. Durch die Strukturaufklärung der Kaliumkanäle lassen sich spezifische 

Inhibitoren einzelner Kanaltypen entdecken und entwickeln. Aufgrund der 

zellspezifischen Verteiung der unterschiedlichen Kaliumkanäle lässt sich durch 

Inhibition eines spezifischen Kanaltyps die Zellaktivität eines Organsystems selektiv 

beeinflussen [34,59]. 

In den Zellen des Immunsystems gibt es verschiedene Kanalproteine, über deren 

Inhibition durch Kanalblocker eine Suppression des Immunsystems stattfinden kann. In 
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der therapeutischen Immunsuppression nach z.B. Organtransplantation bietet sich die T-

Zelle mit ihrer spezifischen Ionenkanal-Struktur als geeignetes Ziel an [15]. 

Nach Entdeckung und Identifikation eines Kv-Kaliumkanals auf ruhenden T-Zellen 

[17,7] wurden auch andere Kanäle auf T-Lymphozyten entdeckt [8]. Neben den 

Kaliumkanälen spielen auch Chloridkanäle [77] sowie Kalziumkanäle selbst eine Rolle 

[81]. Unter den Kaliumkanälen sind die spannungsgesteuerten Kv-Kanäle Kv1.3 

[72,52] und Kv3.1 [6,30], vorwiegend auf CD8+-Suppressor- und zytotoxischen T-

Zellen gefunden worden [1]. Die Expression von Kv1.1 ist auf unreifen CD4-CD8-- 

Thymozyten entdeckt worden [23].  

Unter den kalziumgesteuerten Kaliumkanälen spielt vor allen Dingen der IK-Kanal 

hIKCa1 bei der T-Zell-Proliferation eine übergeordnete Rolle für den Aktivitätserhalt der 

T-Zelle [29,45,21]. Als ein auf Apamin, einem Bienengift, sensitiver Kanal ließ sich der 

SK-Kanal SK2 auf Jurkat-Zellen, einer humanen leukämischen T-Zellline, 

identifizieren [43]. Über die Präsenz von SK2-Kanälen auf menschlichen T-Zellen ist 

ebenfalls berichtet worden, wenn ihre Rolle auch noch unklar ist. Wahrscheinlich sind 

sie an einer Kalium-Hintergrundleitfähigkeit beteiligt oder formen Heteromultimere mit 

anderen KCa-α-Untereinheiten [1].   

 

 

2.1 T-Zellaktivierung 

 

Eines der frühzeitigen Ereignisse in der T-Zellaktivierung ist die Erhöhung des 

intrazellulären Kalziumspiegels, die letztendlich zur Produktion von Zytokinen und zur 

Zellproliferation führt [62]. Zu den Ereignissen vor der Kalziumausschüttung im 

Rahmen der T-Zellaktivierung gehören: Nach Bindung an den T-Zell-Rezeptor-CD3-

Komplex kommt es zur Aktivierung einer Tyrokinase, die ihrerseits die Phospholipase 

C (PLC) aktiviert. Die PLC spaltet aus Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) 

Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) ab. IP3 verursacht die 

Freisetzung von Kalzium aus intrazellulären Speichern, während DAG die 

Proteinkinase C (PKC) aktiviert, die ihrerseits über das ras-Gen die Transkription 

ankurbelt und selbst Kv-Kanäle phosphoryliert. Mit einer gleichzeitigen Depolarisation 

der Zellmembran öffnen sich Kv-Kanäle, und K+-Ionen fließen aus der Zelle, was den 
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Einstrom von weiteren Ca2+-Ionen zur Folge hat. Durch die Erhöhung des 

intrazellulären Kalziums und die Bindung an Calmodulin wird die Phosphatase 

Calzineurin aktiviert. Sie ist der Angriffspunkt anderer Immunsuppressiva wie 

Cyclosporin A  oder FK-506 (Tacrolimus), die Calzineurin inhibieren [98,73]. 

Calzineurin seinerseits dephosphoryliert einen zytoplasmatischen Transkriptionsfaktor 

[6]. Neben der Sekretion des Interleukin-2 wird auch im Rahmen der Proliferation die 

Expression weiterer Kv1.3- und hIKCa1-Kanäle stimuliert. Durch den erhöhten 

intrazellulären Ca2+-Spiegel öffnen sich auch die kalziumgesteuerten Kaliumkanäle 

hIKCa1 und kalziumabhängige Kalziumkanäle CRAC, über die die Feinabstimmung 

weiteren Kalziumeinstroms und somit eine Modulation der Immunantwort stattfindet 

[29]. Ein funktioneller Unterschied zwischen dem spannungsgesteuerten Kv1.3-Kanal 

und dem kalziumaktivierten hIKCa1-Kanal besteht darin, dass Kv1.3 in der Initiation zur 

Proliferation der T-Zelle eine unerlässliche Rolle spielt, während hIKCa1-Kanäle 

anschließend den aktivierten Zustand der T-Zelle aufrecht erhalten [9]. 

Kaliumkanäle haben somit einen bedeutenden, wenn auch indirekten, Einfluss auf die 

intrazelluläre Kalziumkonzentration, indem sie durch den Austritt aus der Zelle das 

Membranpotential erniedrigen und somit die treibende Kraft für den Kalziumeintritt 

liefern [62]. 

 

 

3. Kv1.3, Kv1.1 und Sk Ca2 exprimiert auf T-Zellen als Ziel der 

Immunsuppression 

 

Während Kv1.3 zusammen mit IKCa-Kanälen auf normalen proliferierenden humanen 

T-Zellen eine hohe Expressionsrate aufweisen, zeigt sich eine Expression von SKCa-

Kanälen auf humanen leukämischen Jurkat-T-Zellen, die bei Zellaktivierung sogar 

heruntergeregelt wird [18]. Jurkat-T-Zellen werden vorwiegend in in vitro Versuchen 

mit T-Lymphozyten verwendet, da ihre Proliferation gut zu steuern ist und sie T-

Lymphozyten phänotypisch annäherend entsprechen. Sie exprimieren wie normale T-

Lymphozyten Kv1.3-Kanäle, aber an Stelle von hIKCa1-Kanälen exprimieren sie 

niederkonduktive SKCa2-Kanäle. Die SKCa2-Kanäle übernehmen auf Jurkat-Zellen die 

funktionelle Rolle von hIKCa1-Kanälen auf normalen T-Zellen [9]. Jurkat-T-Zellen 
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haben als leukämische Zellen ihre Proliferationssteuerung teilweise verloren, weshalb 

die Expression von SKCa-Kanälen bei Zellaktivierung sogar heruntergeregelt wird [18].  

Kv1.1 hingegen wird zusammen mit Kv1.3 vorwiegend auf unreifen CD4-CD8- 

Thymozyten exprimiert, während auf reifen CD4+CD8- und CD4-CD8+ Lymphozyten 

hauptsächlich Kv1.3 zu finden ist. Beide Kanäle scheinen eine wichtige Bedeutung in 

der frühen Entwicklung und Proliferation von Thymozyten inne zu haben [23]. Kv1.3 

eignet sich somit als Angriffspunkt einer Immunsuppression von reifen proliferierenden 

T-Lymphozyten. Durch eine Hemmung von Kv1.1 Kaliumkanälen ließe sich die 

Reifung unreifer Thymozyten hemmen, während SKCa2-Kanäle gehäuft auf 

Lymphozyten der leukämischen T-Zell-Linie Jurkat anzutreffen sind.  

 

 

4. Expression von Kaliumkanal-Chimären als die mole kularen 

Angriffspunkte 

 

Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit der Porenregion zwischen einem bakteriellen 

Kaliumkanal KcsA und Kv-Kanälen [66] lassen sich charakteristische 

Bindungsstrukturen der Kanalrezeptor-Liganden-Interaktion des eukaryotischen Kanals 

in KcsA-Kv-Chimären untersuchen. Die Rezeptor-Liganden-Interaktion lässt sich in 

Bindungsassays mit den isolierten Kanalchimären und Skorpiontoxinen als Liganden 

näher charakterisieren [57]. 

KcsA stammt aus Streptomyces lividans und hat im Vergleich zu eukaryotischen Kv-

Kanälen nur 2 transmembranäre Regionen [93]. Er ist somit kleiner, hat aber mit 

ebenfalls tetramerer Struktur eine zu eukaryotischen Kv-Kanälen homologe 

Porenregion [104]. Strukturelle Untersuchungen konnten zeigten, dass KcsA und Kv-

Kanäle eine austauschbare Porenregion aufweisen [46,89,13]. 

Peptidliganden isoliert aus verschiedenen Tiergiften, aber auch einige synthetische 

Liganden inhibieren manche Kaliumkanäle, indem sie an die äußere Porenregion der 

Kanäle binden und diese verschließen (Abb 1b). Für die aus Skorpiongiften isolierten 

Toxine Kaliotoxin (KTX) aus Androctonus mauretanicus und Hongotoxin 1 (HgTX1) 

aus Centruroides limbatus konnte für bestimmte Kv-Kanäle eine Blockierung der 

Kanalpore festgestellt werden  [47]. Ebenso zeigten sich Bindungen zwischen aus 
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Bienengift isoliertem Apamin und SKCa2 [31]. Mit Hilfe strukturell definierter Toxine 

konnten so Aufschlüsse über die Struktur der äußeren Porenregion verschiedener Kv-

Kanäle erhalten werden [25]. 

In dieser Arbeit sollen Unterregionen der Kaliumkanäle Kv1.1, Kv1.3 und SKCa2 in die 

Porenregion des KcsA substituiert werden und durch Einführung einzelner 

Punktmutationen für die Bindung mit Liganden charakteristischen Aminosäuren 

identifiziert werden [58,103]. 

 

 

5. Identifikation von charakteristischen Bindungsst rukturen 

5.1  Bindungsassays 

 

Zur Untersuchung des Bindungsverhaltens zwischen den verschiedenen Kanalchimären 

und radioaktiv markierten Skorpiontoxinen als Liganden bieten sich Bindungassays an 

[24,85]. In homologen kompetitiven Bindungsassays werden Liganden und 

Kompetitoren benutzt, die die gleiche Affinität zum Rezeptor haben. In dieser Arbeit 

wurden mit 125I-markierte und unmarkierte Liganden benutzt. Im Falle von HgTX1 

wurde eine Doppelmutation HgTX1-A19Y/Y37F eingeführt, um den Einfluss des Jod-

Atoms auf die Bindungseigenschaften des Toxins zum Kanal möglichst gering zu halten 

[47]. Für die jodierten und unmarkierten Liganden konnte die gleiche Affinität zum 

Rezeptor festgestellt werden [53].  

Anhand des Massenwirkungsgesetzes lassen sich verschiedene Konstanten in Rahmen 

von Bindungsassays ermitteln, die für einen Liganden und den Rezeptor spezifisch sind, 

und miteinander vergleichen. Auf diese Weise lässt sich eine Aussage über eine 

veränderte Affinität eines Liganden zu einem Rezeptor machen, der vielleicht an nur 

einer Aminosäure verändert wurde. So lässt sich feststellen, ob diese Aminosäure 

möglicherweise eine wesentliche Funktion in der Liganden-Rezeptor-Interaktion trägt. 

Das Reaktionsgleichgewicht einer Bindungsreaktion ist erreicht, wenn die Rate neuer 

Liganden-Rezeptor-Komplexe gleich der Rate der Liganden-Rezeptor-Dissoziationen 

ist [69,70]. 
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Aus dem Massenwirkungsgesetz ergeben sich folgende Definitionen und 

Zusammenhänge: 

 

Kd: Gleichgewichtsdissoziationskonstante: 

Konzentration von Liganden, bei der im Reaktionsgleichgewicht 50% der 

Rezeptoren besetzt sind, in Mol/l oder Molar. Kd= koff/ kon. 

In homologen Bindungsexperimenten, bei denen der markierte und unmarkierte 

Ligand die gleiche Affinität zum Rezeptor hat, gilt: Kd= Ki= IC50- [Radioligand]. 

Ki: Gleichgewichtsinhibitionskonstante: 

Konzentration unmarkierter Liganden, bei der 50% der Rezeptoren ohne 

Anwesenheit markierter oder anderer Kompetitoren besetzt sind, in Mol/l oder 

Molar. Ki verhält sich proportional zur IC50. 

kon: Gleichgewichtsassoziationsrate: 

Anzahl von Bindungen pro Zeiteinheit, spezifisch für einen bestimmten 

Rezeptor und einen bestimmten Liganden, in Molar-1*min-1. Die Werte liegen 

meist um 10-8 M-1min-1. 

kon= kob– koff/ [Radioligand] 

kob: observierte Gleichgewichtsassoziationsrate: 

Zeigt, wie schnell das Reaktionsgleichgewicht erreicht ist, in Molar-1*min-1. kob 

verhält sich proportional zu kon. kob ist abhängig von kon, koff und [Radioligand] 

(siehe kon).  

koff: Gleichgewichtsdissoziationsrate: 

Anzahl von Bindungslösungen pro Zeiteinheit eines bestimmten Liganden von 

einem bestimmten Rezeptor, in min-1. 

IC50: Hemmkonzentration „inhibitory concentration“ 50%: 

Molare Konzentration eines Kompetitors, bei der die spezifische Bindung eines 

Radioliganden um 50% reduziert wird. 

EC50: effektive Konzentration „effective concentration“ 50%: 

Molare Konzentration von Radioliganden, bei der sich 50% der maximalen 

Antwort zeigt. 
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5.2 Phage-Display 

 

Eine weitere Möglichkeit der Identifikation charakteristischer Bindungsstrukturen der 

Kanalporenregion, bzw. Identifikation neuer Liganden, die die Aktivität des Kanals 

beeinflussen, bietet der Phage-Display [49]. 

Das Kanalprotein wird hierzu mit einer kommerziellen Phagenbibliothek inkubiert, die 

Phagen enthält, die sich nur durch eine Sequenz von sieben aufeinander folgenden 

Aminosäuren des Mantelproteins unterscheiden. In der Bibliothek sind alle 

Möglichkeiten der Kombination dieser Sequenz mehrfach vorhanden, um die 

Wahrscheinlichkeit der Bindung einer konsensuellen Sequenz an die Porenregion zu 

erhöhen. Um unspezifische Phagenbindung möglichst gering zu halten, wurde die 

Phagenbibliothek zuvor mit dem KcsA-Kanal inkubiert und der nicht gebundene 

Überstand zur weiteren Inkubation mit den Kanalchimären verwendet. Zur Elution 

bindender Phagen aus der Porenregion wurde dann Kanaltoxin verwendet. 

Eine so identifizierte konsensuelle Proteinsequenz, die an die Porenregion bindet, 

könnte dann hinsichtlich ihrer Beeinflussung der Aktivität bzw. Ionendurchlässigkeit 

des Kaliumkanals elektrophysiologisch untersucht werden [28]. 

Abb. 1a+b: Schematische Darstellung der 
tetram eren Struktur spannungsgesteuerter 
Kv-Kanäle und einer Chimäre. a:  Kaliumkanal-
Tetramer bestehend aus 4 Kv-α-Untereinheiten 
und der porenbildenden Region (Mitte). Es kann 
unter Umständen auch aus unterschiedlichen 
Untereinheiten geformt sein. b:  Modell der Inter-
aktion zwischen einem Kanaltoxin (hier KTX) 
und einer Chimäre von Kv1.3 im Bakterienkanal 
KcsA (Chimäre KcsA-Kv1.3). Dargestellt sind 
die transmembranären Regionen M1-2 zweier 
Untereinheiten, der Selektivitätsfilter mit der 
Signatursequenz und für die Bindung 
charakteristische Aminosäuren. 

a)             Kaczorowski et al. 
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III Material 

 

1. Chemikalien und Gebrauchmaterialien 

 

Falls nicht anders angegeben, wurden sämtliche Chemikalien von den Firmen Baker, 

Difco, Fluka GibcoBRL, Macherey-Nagel, Merck, Riedel-de-Haen, Roth, Serva und 

Sigma-Aldrich in p.A.- oder Reinstqualität bezogen. 

Enzyme, Molekulargewichtsstandards, Nukleosidtriphosphate und Antikörper wurden 

von den Firmen Bio-Rad, Boehringer Mannheim, Clontech, Invitrogen, New England 

Biolabs, Novagen, MBI Fermentas, Pharmacia Biotech, Promega, Qiagen, Stratagene, 

Sigma und USB erworben. 

Oligonukleotide wurden von der Firma MWG erworben. Eine Liste der verwendeten 

Oligonukleotide befindet sich im Anhang (IX.8). 

Es wurden Kodak MR und MS Röntgenfilme verwendet. 

Fertige Kanalproteine und Chimären-Plasmide wurden vom Labor Legros im Institut 

für Neurale Signalverarbeitung zur Verfügung gestellt. 125Jod- markierte und 

unmarkierte Toxine sowie Vektoren zu deren Expression wurden mit bestem Dank vom 

Labor Dr. H.-G. Knaus, Institut für Biochemische Pharmakologie, Universität 

Innsbruck und vom Labor Dr. M.L. Garcia, Department of Membrane Biochemistry and 

Biophysics, Merck Research Laboratories gestellt. 

 

Eine Auflistung verwendeter Materialen und Chemikalien ist im Anhang (IX) zu finden.
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IV Methoden 

 

1. Molekularbiologische Methoden 

 

1.1 Handhabung von Bakterienstämmen 

1.1.1 Kultivierung von Bakterienstämmen 

[91] 

Einer bei -70°C gelagerten Glycerin-Dauerkultur (in LB-Medium, 25% (v/v) Glycerin) 

des Bakterienstamms wurde ein Aliquot entnommen und auf einer LB-Platte mit dem 

geeigneten Antibiotikum ausgestrichen. Die Zellen wurden ü.N. bei 37°C kultiviert. Die 

Platten wurden anschließend bei 4°C bis zu 4 Wochen gelagert. 

 

 

1.1.2 Präparation kompetenter Bakterien 

[40] 

Von einer frischen Platte wurde 1 Kolonie E. coli XL1-Blue-Zellen gepickt und eine 10 

ml ü.N. Kultur in SOB-Medium mit entsprechenden Antibiotika angelegt. Es wurden 3x 

100 ml SOB-Medium mit Antibiotika mit je 1 ml der ü.N. Kultur angeimpft und je 1 ml 

einer 2 M Mg2+-Lösung zugegeben. Die Kultur wurde im Warmluftschüttler bei 180 

Upm und 37°C inkubiert, bis sich die Bakterien in der logarithmischen 

Wachstumsphase (OD600 = 0,34-0,45) befanden, das Wachstum wurde protokolliert. 

Anschließend wurden die Bakterien 10 min auf Eis abgekühlt, dann zentrifugiert (2500 

× g, 4°C, 10 min). Der Überstand wurde vollständig abgenommen, die Pellets in je 30 

ml eiskaltem TB-Puffer resuspendiert und 40-60 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien 

wurden erneut zentrifugiert (2500 × g, 4°C, 10 min), die Pellets in je 4 ml eiskaltem TB-

Puffer resuspendiert und mit jeweils 300 µl DMSO zu einer Endkonzentration von 7% 

versetzt. Die Suspension wurde 10 min auf Eis inkubiert und anschließend zu 200 µl-

Portionen aliquotiert und sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung 

erfolgte bei -70°C. 
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Die Transformationseffizienz der Zellen wurde bestimmt, indem Transformationen mit 

definierten Mengen an Plasmid-DNA durchgeführt wurden.  

 

 

1.1.3 Transformation von Bakterien 

[91] 

Zur Transformation der E. coli-Stämme XL1-Blue, ER2738 und M15pREP4 wurden 

100 µl einer Suspension kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA (20-50 ng) oder 

einem Ligationsansatz (IV.1.4.5) 20 min auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock (90 s, 

42°C) und Abkühlen auf Eis (5 min) wurden die Bakterienzellen auf LB/Amp-Platten 

(XL1-Blue, ER2738) bzw. auf LB/Amp/Kana-Platten (M15pREP4) ausplattiert und 

anschließend ü.N. bei 37°C kultiviert. 

 

 

1.2 Präparation von DNA 

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

[5,82] 

Die Anzucht des plasmidtragenden Bakterienstammes erfolgte aus einer Einzelkolonie 

in 3-5 ml SB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin ü.N. bei 37°C im Warmluftschüttler 

(180 Upm). Die Flüssigzellkultur wurde pelletiert (10000 x g, RT, 10 min) und das 

Bakteriensediment in 300 µl Zell-Resuspensionspuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 

300 µl Zell-Lyse-Lösung wurde vorsichtig durchmischt, bis die Lyse der Bakterien 

durch Klarwerden der Lösung angezeigt wurde. Anschließend wurden 300 µl 

Neutralisations-Lösung zugegeben, durch mehrfache Inversion durchmischt und 5 min 

bei 10000 x g zentrifugiert. Im Anschluss wurde die wässrige Phase abgenommen und 

auf eine zuvor mit 1 ml Wizard Miniprep DNA Purification Resin bestückte Wizard 

Miniprep Säule übertragen. Sämtliche Flüssigkeiten wurden auf einer Promega´s Vac-

Man Apparatur durch die Säule gesogen. Die Säule wurde mit 2 ml Säulen-

Waschlösung gewaschen und erneut unter Unterdruck kurz getrocknet. Auf einem 

neuen 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen wurde die Säule dann mit 50 µl Tris-HCl, pH 7,4, 1 
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min inkubiert und die DNA in einer Tischzentrifuge (10000 x g, 30 sek) aus der Säule 

eluiert. 

 

 

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

[64] 

Die Präparation wurde mit dem ”NucleobondAX”-System von Macherey-Nagel 

durchgeführt. 

50 ml LB/Amp-Medium wurden mit einer Einzelkolonie plasmidtragender E. coli XL 1 

Blue Zellen von einer LB/Amp-Platte angeimpft und ü. N. bei 37°C im 

Warmluftschüttler (180 Upm) inkubiert. 

Die Bakterienkultur wurde zentrifugiert (6000 × g, 4°C, 10 min) und das Pellet in 4 ml 

Puffer S1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Puffer S2 wurde vorsichtig durch 

Invertieren gemischt und die Suspension 5 min bei RT inkubiert. Die Suspension wurde 

mit 4 ml Puffer S3 versetzt, vorsichtig durchmischt und 10 min auf Eis stehengelassen. 

Die ausgefällten Proteine wurden anschließend pelletiert (10000 × g, 4°C, 15 min) und 

der die Plasmide enthaltende Überstand über Filterpapier auf eine zuvor mit 2 ml Puffer 

N2 äquilibrierte Säule Nucleobond AX 100 gegeben. Die Säule wurde zweimal mit je 4 

ml Puffer N3 gewaschen und danach die an die Säule gebundenen Plasmide mit 3 ml 

Puffer N5 eluiert. Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 0,7 Vol.% Isopropanol 

gefällt. Nach Zentrifugation (15000 × g, RT, 30 min) wurde das Pellet zweimal mit 

70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in Tris-HCl, pH 7,4, aufgenommen. Die 

Ausbeute an DNA wurde photometrisch bestimmt (IV.1.8.1) und die Konzentration auf 

1 µg/µl eingestellt. 

 

 

1.2.3 Präparation von Phagen-DNA 

[71] 

Jeweils 1 ml einer 1:100 Verdünnung einer E.coli ER2738 ü.N. Kultur wurde mit dem 

zu sequenzierenden Phagen-Plaque infiziert, im Warmluftschüttler (37°C, 175 Upm, 5h) 

inkubiert und anschließend in der Tischzentrifuge pelletiert (14000 Upm, 30 Sek). Der 
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Überstand wurde erneut pelletiert und 500 µl dieses Überstandes 10 min mit 200 µl 

PEG/ NaCl bei RT inkubiert. Anschließend wurde wieder zentrifugiert (14000 Upm, 10 

min, RT) und das Pellet in 100 µl Jodit-Puffer resuspendiert. Zur Ausfällung der DNA 

wurden 250 µl 96% Ethanol zugefügt, wie gehabt zentrifugiert und das Pellet in 500 µl 

70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde nach Trocknen in der Vakuumzentrifuge in 

30 µl 10 mM Tris-HCl, pH 8,0, aufgenommen. Phagen-DNA wurde photometrisch 

quantifiziert (IV.1.7) und sequenziert (IV.1.9).  

 

 

1.3 Mikrodialyse von DNA 

 

Bis zu 50 µl eines DNA-haltigen Reaktionsansatzes wurden auf einen 

Mikrodialysefilter (Millipore, ∅ 13 mm, Porengröße 0,025 µm) 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 gewünschten 

Restriktionsendonuklease in einem nach Herstellerangaben für das Enzym geeignetem 

Restriktionspuffer und geeigneter Reaktionstemperatur für 1-2 h inkubiert. Der 

Restriktionsverdau wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung (IV.1.5) oder mit 

dem GFX-DNA-Aufreinigungs-Kit, Amersham, (IV.1.6) gestoppt. Gleichzeitiger 

Verdau mit zwei Enzymen konnte nur bei Übereinstimmung der erforderlichen 

Reaktionsbedingungen der jeweiligen Enzyme stattfinden. War ein Parallelverdau 

Aufgrund der Pufferbedingungen nicht möglich, wurde sequentiell verdaut und 

zwischen den Restriktionen eine Mikrodialyse (IV.1.3) gegen H2O durchgeführt. 
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1.4.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 

[91] 

Um Religationen der durch Restriktionsendonukleasen liniarisierter Vektor-DNA 

während der Ligation zu verhindern, wurde die DNA dephosphoryliert.  

Die zu dephosphorylierende DNA wurde mit alkalischer Phosphatase (1 U pro pmol 5’-

Enden) in AP-Puffer 1h bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde anschließend 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 Überschuss an Fragment-

DNA in einem Gesamtvolumen von 10-20 µl in Ligationspuffer mit 1 U T4-DNA-

Ligase inkubiert. Für Ligationen von Fragmenten mit glatten Enden (blunt end) wurde 

mindestens 4 h ligiert, für Ligationen von Fragmenten mit überhängenden Enden (sticky 

end) betrug die Inkubationsdauer 1 h bei RT. 

 

 

1.5 Agarosegelelektrophorese von DNA 

[91] 

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten (Ansätze mit DNA-

Probenpuffer versetzt) erfolgte je nach Größe der aufzutrennenden Fragmente in 

horizontalen Agarosegelen (1-2% (w/v) in TAE-Puffer) unter Verwendung von GNA-

100 Elektrophoresekammern (Pharmacia Biotech). Als Laufpuffer diente TAE-Puffer 

mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid als Nachweisreagenz. Die angelegte Spannung 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 dem Amersham Pharmacia 

Biotech GFX PCR-DNA und Gelelutionssystem. 

Das DNA-haltige Gelstück wurde unter UV-Licht (366 nm) ausgeschnitten, gewogen 

und pro 10 mg Gel mit 10 µl Gelelutionspuffer I versetzt. Unter Schütteln wurde 10 min 

bei 60°C inkubiert und danach eine GFX-Säule mit dem gelösten Gelstück beladen.  

Bei der Aufbereitung von PCR-DNA oder Restriktions-Ansätzen wurde eine GFX-

Säule einfach mit 500 µl Gelelutionspuffer äquilibriert und die DNA-Lösung 

hinzugefügt. 

Die Säule wurde in ein Sammelröhrchen gestellt und 30 sek bei 10000 x g zentrifugiert. 

Dann wurde die Säule mit 500 µl Waschpuffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Die 

Säule wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen gebracht und die DNA nach 1 min 

Inkubation  mit 50 µl Tris-HCl, pH 7,4, unter Zentrifugieren (10000 x g, 30 sek) eluiert.    

 

 

1.7 Konzentrationsbestimmung von DNA durch Extinktio nsmessung 

 

Zur Bestimmung von Ausbeute und Reinheit präparierter DNA (IV.1.8.1) wurde die 

Extinktion bei 260 und 280 nm gemessen. Die Nukleinsäurelösung wurde in geeigneter 

Verdünnung in H2O gegen Wasser als Blindwert unter Verwendung von Quarzküvetten 

(Schichtdicke 1 cm) gemessen (Gene Quant RNA/DNA Calculator, Pharmacia 

Biotech). Das Verhältnis der Extinktionen E260/E280 diente dabei der Güteabschätzung 

der Präparation. 
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1.8 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

1.8.1 Standard PCR 

[90] 

Die Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion wurde in einem 

Gesamtvolumen von 50 µl bzw. 100 µl bei überlappender PCR (IV.1.8.2a) im 

folgenden Ansatz durchgeführt: 

 

Matrize: Plasmid-DNA 50 ng 

Oligonukleotid 1  20 pMol 

Oligonukleotid 2  20 pMol 

dNTPs    0,5 mM 

PCR-Puffer (10x)  5 µl bzw. 10 µl 

TurboPfu-Polymerase  1,25 U 

 

Bei Amplifizierung von DNA-Fragmenten hohen GC-Gehalts wurde dem 

Standardansatz DMSO (5% (v/v) f.c.) zugegeben. 

Der Ansatz wurde zur vollständigen Denaturierung 3 min bei 94°C inkubiert. Die PCR-

Reaktion erfolgte in einem Trio-Block (Biometra Trio Heated Lid) in 20 

Temperaturzyklen unter folgenden Bedingungen: 

 

Denaturierung  94°C  1 min 

Hybridisierung (Tm-4°C) 20-60 s, mit QuickChange (1.8.2b) 55°C 1 min 

Synthese  72°C  1 min/kb., mit QuickChange 68°C, 2 min/kb 

 

Zur Berechnung der Schmelztemperaturen Tm der Oligonukleotide wurde die 

nachstehende Gleichung verwendet: Tm = 4 × Anzahl (G + C) + 2 × Anzahl (A + T). 

Bei unterschiedlichen Schmelztemperaturen der verwendeten Oligonukleotide wurde 

die Hybridisierung bei dem niedrigeren Tm-Wert durchgeführt. 

Zur vollständigen Synthese der Produkte wurde der Ansatz anschließend 10 min bei 

72°C inkubiert, danach bei 4°C gelagert. Das PCR-Produkt wurde durch 

Gelelektrophorese (IV.1.5) analysiert, gereinigt (IV.1.6) und anschließend in 

Klonierungen eingesetzt. 
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1.8.2 Hot start PCR 

[12] 

Um eine unspezifische Anlagerung von Oligonucleotiden an die DNA-Matrize während 

der Aufwärmphase und eine damit verbundene Amplifizierung unerwünschter Produkte 

zu vermeiden, wurde die Pfu-Turbo Polymerase erst nach einer 5 minütigen 

Inkubationszeit in den Ansatz pipettiert. Dieses Verfahren wurde 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-Fragment eingeführt. Dabei 

wurden zunächst zwei separate PCR-Ansätze durchgeführt mit zwei komplementären 

Oligonukleotiden, die die Sequenz enthielten und zwei spezifischen Oligonukleotiden 

aus dem Bereich, der in 3’-Richtung der zu mutierenden Position lag. Bei längeren 

einzuführenden Sequenzen wurden in einer der ersten separaten PCR-Ansätze 3 Primer 

verwendet, die aufeinander folgend und teilweise überlappend für die einzuführende 

Sequenz kodierten. Damit wurde eine größere Überlappungszone der zuvor in den 

ersten PCRs synthetisierten Fragmente geschaffen und in der anschließenden PCR mit 

Hybridisierungsreaktion ein Syntheseabbruch verhindert. Die erhaltenen Fragmente 

wurden gelelektrophoretisch aufgereinigt (IV.1.6) und in äquimolaren Mengen in eine 

dritte PCR eingesetzt. In dieser Reaktion erfolgten eine Hybridisierung der Fragmente 

in ihrem überlappenden Bereich und die Synthese eines doppelstrangigen DNA-

Moleküls durch zwei Zyklen ohne den Einsatz von Oligonukleotiden 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 dieses die Sequenz enthaltende 

DNA-Molekül wie in IV.1.8.1 amplifiziert, das PCR-Produkt gelelektrophoretisch 

aufgereinigt (IV.1.6) und in Klonierungen eingesetzt. 

 

 

b) Einführung von Mutationen und Deletionen durch QuickChange 

[95] 

Alle Punktmutationen und Deletionen wurden mit dem QuickChange Site-Directed 

Mutagenesis Kit von Stratagene eingeführt. 

Hierbei wurde bakteriell replizierte Plasmid-DNA als Matrize und zwei komplementäre, 

die Mutation/ Deletion enthaltene Primer in einer Standard-PCR (IV.1.8.1) eingesetzt. 

Als DNA-Polymerase wurde Pfu-Turbo eingesetzt, welche die Primer bei der PCR 

einfach verlängert, ohne die Mutation/ Deletion zu verändern. In einem anschließenden 

Restriktionsverdau mit 10 U des Restriktionsenzyms Dpn I wurde die methylierte 

bakterielle Matrize anschließend verdaut, so dass nur die replizierte unmethylierte DNA 

mit der Mutation/ Deletion intakt blieb. 

Das unverdaute Produkt konnte direkt in E.coli XL1-blue transformiert werden 

(IV.1.1.3). Zur Kontrolle wurde die extrahierte Plasmid-DNA einer Mini-Präparation 

(IV.1.2.1) sequenziert. 

 

 

1.9 Sequenzierung von DNA 

[92] 

Die Sequenzierung doppelstrangiger DNA erfolgte unter Verwendung des ABI 

PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Kits und des ABI 377 DNA 

Sequenziergeräts (Perkin Elmer). Die Probenaufbereitung und die Beschickung des 

Geräts wurde von den Mitarbeitern der Servicegruppe ”Sequenzierung” am ZMNH 

durchgeführt. 
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2. Proteinbiochemische Methoden 

2.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

[54] 

Die Analyse von Proteinen und Proteingemischen erfolgte durch diskontinuierliche 

SDS-Polyacrylamidelektrophorese in Mini-Protean II Elektrophoresekammern (Bio-

Rad). Die Abmessungen und Zusammensetzungen von Trenn- und Sammelgel waren 

wie folgt: 

Trenngel: Höhe 4,5 cm, Dicke 1,5 mm 

  9-15% (v/v) Acrylamidlösung (Protogel, Biozym) in Trenngelpuffer 

  1 mg/ml APS, 1 µl/ml TEMED 

Sammelgel:. Höhe 0,8 cm, Dicke 1,5 mm 

  3% (v/v) Acrylamidlösung (Protogel, Biozym) in Sammelgelpuffer 

  1 mg/ml APS, 1 µl/ml TEMED 

Nach vollständiger Polymerisation erfolgte die Elektrophorese bei einer Spannung von 

200 V in Laufpuffer, dabei diente der Farbstoff des Probenpuffers als Laufzeitmarker. 

Die Proteinproben wurden zuvor in Laemmli-Probenpuffer (2x) aufgenommen. Die 

Proben wurden nativ (U= unboiled) oder bei Bedarf durch 5 min Erhizten auf 95°C 

denaturiert (B= boiled). 

Die Polyacrylamidgele wurden nach der Elektrophorese in Färbelösung inkubiert (RT, 

20 min) und anschließend zur Entfernung der Hintergrundfärbung mit Entfärbelösung 

gewaschen. 

 

 

2.2 Photometrische Quantifikation von Protein 

 

Die Abschließende Kanalprotein-Konzentration in der Lösung wurde photometrisch 

durch eine Wellenlängen-Rasterabtastung (wavescan) mit dem Photometer zwischen 

200 nm und 340 nm dargestellt, wobei zur Abschätzung der Konzentration der 

Absorptionsunterschied zwischen 280 nm und 320 nm genutzt wurde. Zur Umrechnung 

wurde ein Extinktionskoeffizient von 0.578 angenommen, also 1 OD entspricht 0.578 

mg/ml Protein. Der Extinktionskoeffizient errechnete sich aus der Aminosäuresequenz 
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der Kanalproteine, der mit Hilfe des Online-Programms „ProtParam tool“ des 

Schweizerischen Institutes für Bioinformatik (SIB) unter der Web-Seite 

http://www.expasy.org/tools/protparam.html errechnet wurde. 

 

 

2.3 Western Blot-Analyse 

2.3.1a Elektrophoretischer Transfer 

[99] 

Für den Proteintransfer aus einem SDS-PAA-Gel (MMM) auf eine 

Nitrocellulosemembran (Protran Nitrocellulose BA 85, 0,45 µm, Schleicher & Schüll) 

wurde eine MINI TRANSBLOT-Apparatur (BioRad) verwendet. Nach der SDS-PAGE 

wurde unter Blotpuffer ein Transferstapel (Schwamm, Filterpapier, Gel, Membran, 

Filterpapier, Schwamm) luftblasenfrei aufgebaut. Der elektrophoretische Transfer 

erfolgte bei 4°C in Blotpuffer (200 mA, 120 min). Als Molekulargewichtsmarker wurde 

BenchMark (Gibco BRL) verwendet, dessen farbige Banden auf die Membran 

übertragen wurden, was zusätzlich als Kontrolle des Transfers diente. 

 

 

2.3.1b Dot Blot 

Es wurden 100 µl des in Lösung befindlichen Proteins aus der Elution auf einer in PBS 

eingeweichte Nitrozellulose mit der Schleicher & Schuell Vakuum-Filtration 

immobilisiert und anschließend bei RT getrocknet. 

 

 

2.3.2 Immunologischer Nachweis an Nitrocellulose ge bundener Proteine 

[4] 

Nach Beendigung des elektrophoretischen Transfers bzw. der Dot-Blot-Immobilisation 

wurde die Nitrocellulosemembran unter Schütteln in Blocklösung inkubiert (30-60 min, 

RT). Anschließend erfolgte die Inkubation mit in Blocklösung geeignet verdünntem 

Antiserum bzw. Erstantikörper (2h, RT oder 4°C, ü.N.). Nach dreimaligem Waschen 
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mit PBS (je 5 min) wurde die Membran in dem in PBS 1:5000 verdünnten Peroxydase-

gekoppelten Schaf-Anti-Maus-Zweitantikörper geschüttelt (pGaR) (30-60 min, RT). 

Die Membran wurde erneut mit PBS gewaschen (5x, je 5 min) und in die 

Chemilumineszenz-Reaktion eingesetzt (IV.2.2.3). 

 

 

2.3.3 Antikörpernachweis durch Chemilumineszenz 

 

Die Antikörperreaktion wurde durch die bei der Substratumsetzung durch die 

Peroxydase entstehende Chemilumineszenz nachgewiesen. Die Membran wurde 1 min 

bei RT mit Detektionsreagenz (1:1 Mischung aus Detektionslösungen I und II) 

inkubiert. Die Lösung wurde entfernt und restliche Flüssigkeit durch kurzes Pressen 

zwischen Filterpapieren beseitigt. Nach luftblasenfreiem Bedecken mit Klarsichtfolie 

wurde die Membran einem Röntgenfilm exponiert (30-60 s, Kodak Biomax-MR). 

 

 

2.4 Expression in Escherichia coli 

[4] 

Zur Überexpression von Proteinen erfolgte die Klonierung der entsprechenden DNA in 

die jeweiligen Expressionsvektoren, so dass ein durchlaufender Leserahmen mit der für 

den Fusionsanteil kodierenden Sequenz gewährleistet war. Nach Transformation des 

empfohlenen E.coli Stamms (IV.1.1.3) wurde eine 5 ml-Kultur (LB bzw. Superbroth, 

supplementiert mit Antibiotikum) aus einer Einzelkolonie plasmidtragender E. coli 

Zellen angeimpft und im Warmluftschüttler inkubiert (180 Upm, 8 h, 37°C). Für eine 

weitere Vorkultur wurden aus dem 1. Inkubationsansatz 10 µl entnommen und 100 ml 

Medium für die Expression einer 1 Liter Kultur angeimpft. Für eine 8 Liter Expression 

wurden 50 µl der 1. Vorkultur entnommen und 500 ml SB-Medium angeimpft. Die 2. 

Vorkultur wurde im Warmluftschüttler inkubiert (180 Upm, ü.N, 37°C). Von dieser 

Vorkultur wurde ein nach folgender Formel abgeschätztes Volumen entnommen und 

mit Medium auf 1 bzw. 8 Liter aufgefüllt, so dass die Startkultur eine OD600 von ~ 0,2 

hatte:  

0,2/ OD600 * 1000 ml bzw. 8000 ml = x ml Vorkultur 
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Die Startkultur wurde dann bis zu einer OD600 von 0,5 bis 1,0 im Warmluftschüttler 

inkubiert. Die Proteinexpression wurde durch Zugabe von IPTG (0,1-0,5 mM f.c.) 

induziert und die Kultur weitere 2-6 h (32°C) bis zu einer OD600 von 1,5 oder einer 

abnehmenden OD600 inkubiert. Die Zellen wurden anschließend sedimentiert und bis 

zur weiteren Aufarbeitung bei -20°C gelagert. 

Zur Kontrolle des Expressionsverlaufs wurden in regelmäßigen Abständen Proben der 

Kultur genommen, die Bakterien sedimentiert, in Probenpuffer aufgenommen und durch 

SDS-PAGE (IV.2.1) analysiert. 

Die Modifikationen, die sich aus der Verwendung verschiedener Expressionssysteme 

ergaben, werden im Folgenden (IV.2.4.1) aufgeführt. 

 

 

2.4.1 Expression in E. coli mit dem pQE-System 

[83] 

Die für das Zielprotein kodierende DNA wurde in den Vektor pQE32 bzw. pQE70 

kloniert und das Plasmid in E. coli M15pREP4-Zellen transformiert. Das gewünschte 

Protein wurde als Fusionsprotein mit einer N-terminalen (pQE32) bzw. C-terminalen 

(pQE70)  Poly-Histidin-Domäne 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) und das Sediment in 

BAK-Puffer (versetzt mit Proteinase-Inhibitoren(1 mM PMSF, 2 µM Leupeptin, 2µM 

Pepstatin A, f.c.)) aufgenommen (22,5 ml pro 1 l Bakterienkultur). Die Suspension 

wurde in eine vorgekühlte French-Pressure-20K-Aufschlusszelle (Kapazität: 40 ml) 

überführt. Die Bakterien wurden komprimiert (Spectronic Instruments/SLM Aminco, 

20000 psi). Die Lyse erfolgte durch den Druckausgleich beim behutsamen Öffnen des 

Ausflussventils der Aufschlusszelle. Der Vorgang wurde wiederholt, das Lysat 
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anschließend bei 12000 x g 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde der 

Ultrazentrifugation (110000 x g, 1 h, 4°C) zugeführt. Die pelletierten 

Bakterienmembranen konnten resuspendiert in Miller-Succrose bei –70°C gelagert 

werden, oder der Ni-NTA-Agarosegel Extraktion zur Proteinextraktion zugeführt 

werden. 

 

 

2.6 Proteinextraktion und –immobilisation auf NiNTA -Agarosepartikeln 

[83] 

Aufgrund der Poly-Histidin-Domäne an den terminalen Enden der Proteine konnten 

diese mit auf einer festen Matrix gebundenen Ni-NTA (Nickel-Nitrotriacetylsäure), 

dessen freie Ligandenbindungsstellen am Nickel-Atom mit der Poly-Histidin-Domäne 

interagieren konnte, extrahiert bzw. immobilisiert werden. Zur Extraktion wurden die 

Bakterienmembranen zuerst in 22,5 ml BBK-Puffer mit 40 mM DM pro 1 L 

Bakterienkultur ü.N. bei 4°C auf einem Schüttler (175 Upm) inkubiert, um die Proteine 

aus den Membranen zu lösen. Dann wurde erneut ultrazentrifugiert (100000 x g, 1 h, 

4°C) und der Überstand mit den Proteinen weiterverarbeitet. 

 Um unspezifische Bindung des Ni-NTA-Komplexes auszuschließen, wurde während 

allen Bindungsreaktionen der pH auf 7,8 gehalten und 30 mM Imidazol zugegeben. Es 

wurde Ni-NTA-Agarosegel zur Extraktion und eine magnetische Ni-NTA Agarose-

Sonde, die mit dem magnetischen 12-Röhrchen-Ständer (Quiagen) extrahiert werden 

konnte, zur Immobilisation von Protein benutzt. Zur Bindung des Proteins an den Ni-

NTA-Komplex wurde 90 min auf dem Schüttler (175 Upm) bei 4°C inkubiert. Die 

Bindung des Proteins an die magnetische Ni-NTA-Agarose-Sonde wurde nach Elution 

mit BBK I 400-Puffer mittels Dot Blot (IV.2.2.1b) verifiziert.  

Zur Elution wurde das Ni-NTA-Agarosegel nach Proteinbindung in einer zuvor mit 2 

Säulenvolumen (SV) BBK I 30-Puffer äquilibrierten Elutionssäule mit 

Spritzenvorsatzfilter (Milltex HA, ∅ 45 µm, Millipore) in freiem Fluss aufgetragen und 

mit weiteren 2 bzw. 10 SV für eine 1 bzw. 8 L Kultur gewaschen. Dann wurde das 

Protein von der Ni-NTA-Agarose mit 1 bzw. 2 SV BBK I 400-Puffer eluiert. Letzte 

Waschgänge und die komplette Elution wurden in 1 ml Fraktionen aufgefangen, um mit 

der OD280 die Proteinkonzentration in den Fraktionen zu ermitteln und ein Wasch- und 
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Elutionsprofil erstellen zu können. Die Elutionsfraktionen mit 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 Microconcentrators (Filtron 

Technologoy Corporation) verwendet, deren Porengröße sich nach Proteingröße 

richtete. Für Kanalprotein wurde ein 30 kDa Filter benutzt, für Toxine ein 1 kDa Filter. 

Es wurde bei 7500 x g zentrifugiert, bis das Volumen auf 500-200 µl eingeengt war. 

Durch mehrfaches Verdünnen mit BBK 4 mM DM und erneutes Einengen konnte 

entsalzt werden. Endprodukte wurden photometrisch bei 280 nm quantifiziert und durch 

SDS-PAGE (IV.2.1) analysiert. 

 

 

2.7.2 FPLC-Säulenchromatographie 

 

Zur schnellen Eliminierung des Imidazols aus der Elution wurde eine FPLC-

Säulenchromatographie (Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC)  

 angewendet. Das Eluat wurde auf eine „HiTrap Desalting“-Säule mit „Sephadex 

G-25 Superfine“ als Matrix (Amersham) aufgetragen. Die Flussrate des Laufpuffers 

betrug 1 ml/min. Es wurden 1 ml Fraktionen gesammelt und die Protein enthaltenden 

Fraktionen vereint und im Zentrifugationsfilter (IV.2.7.1) konzentriert.  
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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 Identifikation charakteristischer Bindungsstellen in der Porenregion von 

Kanalprotein wurde mit einer Ph.D.-7 Phagenbibliothek von New England BioLabs 

inkubiert. Spezifisch bindende Phagen wurden in 3 Selektionsrunden (Panning-Runden) 

von Inkubation, Elution und Amplifikation der Phagen mit dem Skorpiongift KTX 

identifiziert. Um unspezifisch bindende Phagen aus der Bibliothek zu eliminieren, 

wurde in einem der drei Inkubationen während der drei Panning-Runden mit dem auf 

magnetischer Ni-NTA-Agarose immobilisiertem Wildtyp-Kanal KcsA inkubiert. In den 

Inkubationsschritten wurden 200 ng Kanalprotein mit 2 * 1011 Plaque forming units 

(pfu) der Phagen in 400 µl BBK I 400-Puffer + 0.5% BSA inkubiert (40 min, RT). Auf 

dem magnetischen Röhrchenständer extrahiertes Kanalprotein wurde 5 mal mit 500 µl 

BBK I 20-Puffer gewaschen, anschließend mit 100 nM KTX in 500 µl BBK I 20-Puffer 

eluiert. Zur Elution von unspezifisch bindenden Phagen wurde 1 mM DTT verwendet. 

In allen Lösungen wurden die Phagen titriert (IV.2.8.1c). Nach der 3. Panning-Runde 

wurden Phagen-Plaques mit spezifisch bindenden Phagen isoliert und die Phagen-DNA 

sequenziert (IV.1.2.3). 

 

 

2.8.1b Amplifikation 

 

Die spezifisch bindenden Phagen der Elution bzw. des Überstandes nach Wildtyp 

Inkubation mit KcsA wurden anschließend amplifiziert. Hierzu wurde eine 1:100 

verdünnte ü.N. Vorkultur von E.coli ER2738 in 20 ml LB-Medium mit den zu 

amplifizierenden Phagen angeimpft und 5 h im Warmluftschüttler (37°C, 175 Upm) 

inkubiert. Danach wurden die Zellen pelletiert (10000 x g, 10 min, 4°C) und der die 

Phagen enthaltende Überstand erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 1/6 des 

Endvolumens mit PEG/NaCl aufgefüllt und die Phagen ü.N. bei 4°C präzipitiert. Es 
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wurde erneut zentrifugiert (10000 Upm, 15 min, 4°C) und das Pellet in 1 ml BBK I 20 

resuspendiert. Erneut wurde 200 µl PEG/NaCl hinzugefügt, 1 h auf Eis inkubiert und in 

der Tischzentrifuge (14000 Upm, 10 min) pelletiert. Das Pellet wurde in 200 µl BBK I 

20-Puffer + 0,02% NaN3 resuspendiert und zur Ermittlung des Phagentiters für die 

folgende Inkubation eine Phagentitration durchgeführt. Um Verklumpungen der Phagen 

zu vermeiden, mussten die Pellets bei Resuspensionsschritten min. 1 h bei 4°C unter 

schütteln resuspendiert werden. 

 

 

2.8.1c Titration 

 

Um der Phagentiter einer Lösung zu ermitteln, wurden Verdünnungsreihen angefertigt, 

zur optimalen Bestimmung sollten Verdünnungen von 50 pfu/ 10 µl ausplattiert werden. 

Folgende Verdünnungen aus 1:10 Verdünnungsreihen wurden ausplattiert: 

Überstände: 10-8, 10-10 und 10-12. 

Waschgänge: 10-5 und 10-6, sowie 1:1 vom 5. Waschgang. 

Elutionen: 10-1, 10-2, 10-3 und 10-4. 

Amplifikationen: 10-9, 10-10, 10-11 und 10-12. 

10 µl der einzelnen Phagen-Verdünnung wurden mit je 200 µl einer Kultur ER2537 in 

LB-Medium mit einer OD600 von ~ 0,5 5 min inkubiert. Die infizierten Bakterien 

wurden in 3 ml verflüssigten Agarose-Top gebracht und nach Mixen schnell auf einer 

LB-IPTG-Xgal-Platte gleichmäßig ausgeschwenkt. Die Platte wurde ü.N. bei 37°C 

inkubiert. Um den Phagentiter in pfu/ 10 µl einer Lösung zu bestimmen, wurden die 

lytischen blauen Phagen-Plaques der Platten gezahlt und mit dem Verdünnungsfaktor 

multipliziert. 
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2.8.2 Charakterisierung von Bindungsverhalten mitte ls Bindungsassays 

 

Alle Versuchsansätze wurden zur Ermittlung eines Durchschnittswertes doppelt 

pipettiert. 

 

2.8.2a Vorversuche 

 

Zur Identifikation der optimalen Bindungsverhältnisse wurden verschiedene 

Konzentrationen von Kanalprotein bzw. Bakterienmembranen als Rezeptor und 

radioaktiv markiertem Toxin als Liganden inkubiert. Als Kompetitor wurde 

unmarkiertes Toxin in 1000-fach höherer Konzentration verwendet. Filter wurden wie 

in IV.2.10.2b filtriert und gemessen. Der im γ-Zähler ermittelte Unterschied in counts 

per minute (cpm) zwischen Inkubationsansätzen ohne Kompetitor und mit ergab die 

spezifische Bindung. Die unspezifische Bindung ergab sich aus der totalen 

Bindungskapazität ohne Kompetitor abzüglich der spezifischen Bindung. 

Versuchsbedingungen mit möglichst hoher spezifischer  und möglichst niedriger 

unspezifischer Bindung wurden gewählt. 

 

 

2.8.2b Homologe kompetitive Bindungsassays, Ermittlung der IC50 

 

Die Versuche wurden in verschiedenen Reaktionsvolumina mit konstanten 

Konzentrationen des radioaktiv markierten Toxins und Kanalprotein in Bindungs-Puffer 

+ 2 mM DM, bei Bakterienmembranen ohne DM, durchgeführt. Als Kompetitor wurden 

Verdünnungen von 1:5 und 1:10 Verdünnungsreihen von 10-6 M bis 10-14 M des 

unmarkierten Toxins hinzugefügt und bis zum Reaktionsgleichgewicht 2 h inkubiert. 

Die Inkubationen wurden dann unter Vakuum durch zuvor in 0,5% PEI bei 4°C 

inkubierte GF/C-Filter (Whatman) filtriert, die Reaktionsgefäße 3 mal mit Waschpuffer 

gewaschen und die Waschgänge ebenfalls filtriert. Die Filter wurden anschließend mit 4 

ml Waschpuffer  gespült und im γ-Zähler gemessen. 
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2.8.2c Kinetisches Bindungsverhalten 

 

Dissoziationsrate Koff 

Verdünnungen von 1:500 und 1:1000 der Bakterienmembranen wurden in 0,5 und 1 ml 

Reaktionsvolumina mit 10 pM radioaktivem Toxin ü.N. inkubiert. Zum Ansatz wurde 

dann 50 nM unmarkierten Toxins gegeben und das radioaktive Toxin vom Rezeptor 

verdrängt. Diese Reaktion wurde nach bestimmten Zeiten zwischen 10 sek und 2 h 

durch Verdünnung der Reaktion mit 3 ml Waschpuffer und schnelle Filtration und 

Waschen wie in IV.2.10.2b gestoppt. Die Filter wurden anschließend im γ-Zähler 

gemessen. 

 

Assoziationsrate Kon 

In 1 und 2 ml Reaktionsansätzen wurden 1:500, 1:1000 und 1:2000 Verdünnungen der 

Bakterienmembran mit 10 pM radioaktivem Toxin für eine bestimmte Zeit zwischen 1 

sek und 2 h inkubiert und die Assoziationsreaktion durch Verdünnung mit 3 ml 

Waschpuffer und schnelle Filtration und Waschen gestoppt (IV.2.8.2b). Die Filter 

wurden im γ-Zähler gemessen. 

 

 

3. Computergestützte Bindungs- & Sequenzanalysen 

 

Computergestützte Analysen von DNA-und Proteinsequenzen wurden mit Hilfe des 

Lasergene-Programmpaketes DNASTAR, Inc., www.dnastar.com) durchführt. Die 

Analyse der Daten aus Bindungsassays sowie die statistische Auswertung erfolgte mit 

GraphPad Prismvon GraphPad Software, Inc., Version 3.02, www.graphpad.com. 
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V Ergebnisse 

1. Chimären und Proteinexpression: 

1.1 Benutzte KcsA-Chimären aus den spannungsgesteuer ten 

Kaliumkanälen Kv1.1 und Kv1.3 

Die in Tabelle 1 aufgeführten P-Loop Sequenzen der S5/S6-Region von Kv1.1 und 

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

kloniert [58], so dass sie im Folgenden für Expression und Bindungsassays zur 

Verfügung standen. Als wichtige Bindungsstrukturen stellten sich die Subregionen I 

und III heraus, die im Weiteren modifiziert wurden. Die Subregionen I und III bildeten 

die Porenkanzelregion (turret) und den äußeren Poreneingang, weshalb die Bindung 

eines Kanalblockers in dieser Region wahrscheinlich war. Die Subregion II, die auch 

die Signatursequenz (II.1) enthielt, wurde aus KcsA beibehalten. 

In dieser Arbeit wurden die KcsA-Kv1.3 Chimären IV, VIII und VIII-G56T, sowie die 

Chimären KcsA-Kv1.1 und KcsA-Kv1.1-L81M in Bindungsassays untersucht (IV.4). 

 

                     50         60         70         80         90 

                                                               
                 S5/M1         SI              SII         SIII  S6/M2  
 KcsA            AVLAERGAPGAQLITYPRALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLV 

 Kv1.1           VYFAEAEEAESHFSSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMYPVTIG GKI V 

 Kv1.3           VYFAEADDPTSGFSSIPDAFWWAVVTMTTVGYGDMHPVTIG GKI V 

 Chi IV( E)       AVLAEADDPTSGFSSIPDALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLV 

 Chi VIII        AVLAERGAPGSGFSSIPDALWWSVETATTVGYGDMHPVTLWGRLV 

 Chi VIII-G56T   AVLAERGAPTSGFSSIPDALWWSVETATTVGYGDMHPVTLWGRLV 

 KcsA -Kv1.1      AVLAEAEEAESHFSSIPDALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLV 

 KcsA -Kv1.1-L81M AVLAEAEEAESHFSSIPDALWWSVETATTVGYGDMYPVTLWGRLV 

 

Tab. 1: Gegenüberstellung der S5/M1-S6/M2-Regionen benutzter KcsA-Kv1.3 (Chimäre 
IV& VIII) und KcsA-Kv1.1 Chimären.  Die S5/S6-Region von Kv1.1 und Kv1.3 bzw. Teile davon 
wurden in die M1/M2-Region des bakteriellen KcsA-Kanals eingeführt (rote Abschnitte), grau 
unterlegt am Beispiel KcsA sind Subregionen I& III, dazwischen S II. 
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1.2 Geplante KcsA-Chimären aus dem kalziumaktivierte n, 

niederkonduktiven Kaliumkanal SK Ca2 : KcsA-Ska, KcsA-Skb, KcsA-

Ska-F103L, KcsA-Skb-F103L 

 

In einer Overlap-PCR wurden Teile der P-Loop Sequenz der S5/S6-Region des 

kalziumabhängigen, niederkonduktiven Kaliumkanals rSK2 in die entsprechende 

M1/M2-Region von KcsA substituiert (V.1.2.1). Es wurden nur Aminosäuren der 

Subregion I im P-Loop von KcsA durch die entsprechenden Aminosäuren der 

homologen Region von rSK2 ersetzt. Tabelle 2 zeigt eine Übersicht des rSK2-Kanals 

und der Chimären in der P-Loop Sequenz. Während KcsA-Ska noch die gesamte 

Subregion I von rSK2 enthielt, ist in KcsA-Skb die zuvor inserierte Aminosäure Tyrosin 

an Position 53 eliminiert und das Histidin an Position 54 durch Glycin ersetzt worden. 

Als erstes Klonierungsprodukt entstand die KcsA-SkI Chimäre, die sich als nicht 

Apamin sensitiv herausstellte. Für alle natürlichen Kaliumkanäle SKCa1-3 konnte eine 

Apaminsensitivität festgestellt werden, die es für die neuen Chimären zu untersuchen 

galt. Grün herausgestellt sind Strukturen, von denen über eine Bindungssensitivität 

gegenüber Apamin berichtet wurde [31], sowie die Mutation F103L in SKa und SKb 

(gelb). 

 

                  50         60        70        80        90      Apamin- 
                                                              sensitiv 
             S5/TM1         SI            SII       SIII   TM2/S6  
 KcsA           AVL AER-GAPGAQLITYPRALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLV   

 rSK2    330-   VRAC ERYHDQQDVTSNFLGAMWLISI TFLSI GYGDMVPNTYCGKGVC     ja [31] 

                  50         60        70        80        90        100 
                                                                  
 KcsA.SK I      AVL AER-GAQQDVFSSIPDALWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGITSFGLV 

 KcsA.SKa        AVLAERYHDQQDVTSNFLGAMWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGITSFGLV 

 KcsA.SKb        AVLAER-GDQQDVTSNFLGAMWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGITSFGLV 

 KcsA.Ska-F103L  AVLAERYHDQQDVTSNFLGAMWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGITSLGLV 

 KcsA.SKb-F103L  AVLAER-GDQQDVTSNFLGAMWWSVETATTVGYGDLYPVTLWGRLVAVVVMVAGITSLGLV 

 
Tab. 2: Gegenüberstellung des kalziumabhängigen Kali umkanals rSK2 im Vergleich zum 
Wildtypkanal KcsA.  Für die geplanten Chimären KcsA-Ska und KcsA-Skb wurde die 
Subregion I der S5-S6-Region des rSK2-Kanals ausgewählt und in die entsprechende Region 
des KcsA-Kanals kloniert. Schwarz: Sequenzen aus rSK2 im KcsA; grün: sensitive Strukturen 
zur Apaminbindung; gelb: Mutation F103L in SKa und SKb, grau unterlegt: Subregionen I& III, 
dazwischen S II. 
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1.2.1 Konstruktion der Chimäre KcsA-Ska im Vektor p QE32 

 

               SphI 

  1 SF1        ~~~~~~                                                         

5’ CACCATGGGATCCGCATGCCACCCATGCTGTCCGGTCTTCTGGCCAGATTGGTCAAACTGCTGCTCGGGCGCCAC 

3’GTGGTACCCTAGGCGTACGGTGGGTACGACAGGCCAGAAGACCGGTCTAACCAGTTTGACGACGAGCCCGCGGTG 

   H  H  G  I  R  M  P  P  M  L  S  G  L  L  A  R  L  V  K  L  L  L  G  R  H  

 

  76                                                                  RkSK1 

5’GGCAGTGCGCTGCACTGGAGGGCCGCGGGTGCCGCGACGGTCCTCCTGGTGATCGTCCTCCTCGCGGGCTCGTAC 

3’CCGTCACGCGACGTGACCTCCCGGCGCCCACGGCGCTGCCAGGAGGACCACTAGCAGGAGGAGCGCCCGAGCATG 

   G  S  A  L  H  W  R  A  A  G  A  A  T  V  L  L  V  I  V  L  L  A  G  S  Y  

 

  151                           S1r ev             S2sens  

5´TTGGCCGTCCTGGCTGAGCGCTACCATGACCAGCAGGATGTGACCAGCAACTTTCTGGGCGCGATGTGGTGGTCC 

3´ AACCGGCAGGACCGACTCGCGATGGTACTGGTCGTCCTACACTGGTCGTTGAAAGACCCGCGCTACACCACCAGG 

   L  A  V  L  A  E  R  Y  H  D  Q  Q  D  V  T  S  N  F  L  G  A  M  W  W  S  

 

  226 

5´ GTGGAGACCGCGACGACCGTCGGCTACGGCGACCTGTACCCCGTGACTCTGTGGGGCCGGCTCGTGGCCGTGGTG 

3´CACCTCTGGCGCTGCTGGCAGCCGATGCCGCTGGACATGGGGCACTGAGACACCCCGGCCGAGCACCGGCACCAC 

   V  E  T  A  T  T  V  G  Y  G  D  L  Y  P  V  T  L  W  G  R  L  V  A  V  V  

 

  301 

5´GTGATGGTCGCCGGGATCACCTCCTTCGGTCTGGTGACCGCCGCGCTGGCCACCTGGTTCGTCGGCCGGGAACAA 

3´CACTACCAGCGGCCCTAGTGGAGGAAGCCAGACCACTGGCGGCGCGACCGGTGGACCAAGCAGCCGGCCCTTGTT 

   V  M  V  A  G  I  T  S  F  G  L  V  T  A  A  L  A  T  W  F  V  G  R  E  Q  

 

  376 

5´GAGCGCCGGGGCCACTTCGTGCGCCACTCCGAGAAGGCCGCCGAGGAGGCGTACACGCGGACGACCCGGGCGCTG 

3´CTCGCGGCCCCGGTGAAGCACGCGGTGAGGCTCTTCCGGCGGCTCCTCCGCATGTGCGCCTGCTGGGCCCGCGAC 

   E  R  R  G  H  F  V  R  H  S  E  K  A  A  E  E  A  Y  T  R  T  T  R  A  L  

                                                      HindIII 

  451                 Urev                             ~~~~~~ 

5´CACGAGCGTTTCGACCGTTTGGAGCGAATGCTCGACGACAACCGCCGGTAATAAGCTTAGC-3’ 

3´GTGCTCGCAAAGCTGGCAAACCTCGCTTACGAGCTGCTGTTGGCGGCCATTATTCGAATCG-5’  

   H  E  R  F  D  R  L  E  R  M  L  D  D  N  R  R  *  *  A  *      

 

Tab. 3: DNS- und Aminosäuresequenz des durch Overlap -PCR hergestellten Inserts von 
KcsA-Ska.  Benutzte Oligonukleotide sind farbig unterlegt. Die in KcsA substituierte 
Aminosäuresequenz in Subregion I 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 I des M1-M2-Linkers von KcsA mit der von rSK2 in der 

S5-S6-Region zur Konstruktion von Ska wurde ein Insert durch Overlap-PCR 

synthetisiert (IV.1.8.3a), das im Folgeschritt in den Vektor pQE32 ligiert wurde. In 

einem ersten Schritt zur Synthese des Inserts wurden hierzu zwei sich in der 

Porenregion des S5/M1-S6/M2- Linkers überlappende PCR-Produkte hergestellt. Als 

Primer für diese Produkte dienten in PCR 1 (grün unterlegt) SF1, S1rev und RkSK1, in 

PCR 2 (rot unterlegt) S2sens und Urev (IX.8) zusammen mit dem Vektor des Wildtyp-

Kanals KcsA pQE32 als Matrize (Tab. 3). Fragmente wurden in einer 

Gelelektrophorese aufgetrennt (IV.1.5), aufgereinigt (IV.1.6) und in einer zweiten PCR-

Reaktion mit den beiden ersten PCR-Produkten das Insert für den Vektor synthetisiert. 

Nach erneuter gelelektrophoretischer Auftrennung wurden sowohl das Insert als auch 

der Vektor pQE32 mit Wildtyp-Kanal KcsA mit Restriktionsendonukleasen SphI und 

HindIII verdaut (IV.1.4.1). Nach Auftrennung wurden die Produkte ligiert (IV.1.4.3) 

und in E.coli XL1-Blue transformiert (IV.1.1.3). Nach Mini- und Midi-Präparation 

(IV.1.2) wurde die DNA der KcsA-Chimären durch abschließende Sequenzierung mit 

den von QiaExpressionist empfohlenen Primern QnP1 und QER (IX.8) kontrolliert. 

 

 

1.2.2 Konstruktion der Chimäre KcsA-Skb in pQE32 

 

Zur Herstellung von KcsA-Skb in pQE32 wurde eine QuickChange-PCR angewendet 

(IV.1.8.3b). Als Matrize hierzu diente der Klon KcsA-Ska im Vektor pQE32. Es 

wurden die Primer Skbfor und Skbrev (IX.8) verwendet. Nach Transformation in E.coli 

XL1-Blue (IV.1.1.3) und Mini-Präparation (IV.1.2.1) in E.coli pPREP4 M15 wurde die 

Chimären-DNA durch Sequenzierung mit entsprechenden Primern wieder kontrolliert. 
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1.2.3 Eliminierung von Mutationen aus den Chimären KcsA-Ska-F103L 

und KcsA-SKb-F103L 

 

Wie sich in der Sequenzierung der ersten beiden Chimären herausstellte, enthielt diese 

eine Mutation eines Phenylalanins an Position 103 der Aminosäuresequenz zu einem 

Leucin, die sich bereits in der Matrizen-DNA des Wildtyp-Vektors KcsA wiederfand. 

Da diese Mutation von der Transmembranregion 2 des Kanals in das Innere der 

Kanalpore zeigte und somit u.U. Einfluss auf die Stabilität der Kanalproteinstruktur und 

das Bindungsverhalten in nachfolgenden Bindungsassays mit entsprechenden Liganden 

haben könnte [75,36], wurde diese Mutation eliminiert. Hierzu wurde wieder die 

QuickChange-Methode angewendet (IV.1.8.3b). Als Primer diente hier L103Fsens 

und L103Frev (IX.8). Die Vektor-DNA wurde wieder durch Sequenzierung kontrolliert. 

Die Sequenzierungen zeigten eine erfolgreiche Klonierung des Ska- bzw. SKb-Kanals 

in den pQE32-KcsA Wildtyp Vektor und Eliminierung der Mutation F103L, wie sie in 

Tabelle 2 gezeigt sind. 

Eine komplette Vektorkarte befindet sich im Anhang (IX.10). 

 

 

2. Kanalproteinexpression 

2.1 Wachstumskontrolle von KcsA-Ska und KcsA-Skb 

 

Um die klonierten Chimären KcsA-Ska und KcsA-Skb, wie auch die anderen Kanal-

Chimären, durch nachfolgende Bindungsassays weiter charakterisieren zu können, 

mussten diese exprimiert werden (IV.2.4). Das Bakterienwachstum wurde protokolliert 

und die Proteinexpression vor und nach Inkubation mit IPTG über ein SDS 

Polyacrylamid-Gel verifiziert (IV.2.1). 

Es wurde 100 ml Kulturen verwendet, die bei 32°C im Rotationsständer gehalten 

wurden (Abb. 2). Die Induktion der Proteinexpression erfolgte ungefähr bei der 

halbmaximalen optischen Dichte des Kulturwachstums mit 0.5 mM IPTG. 
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Das maximale Bakterienwachstum war bei einer OD600 von 2,674 für KcsA-Ska bzw. 

von 2,964 für KcsA-Skb erreicht. 

Zum Vergleich ist in der Abbildung 3 das Bakterienwachstum einer 1 l Kultur bei 30°C 

von KcsA-Ska-F103L, pQE32, in E.coli pPREP4 M15 dargestellt. Das maximale 

Bakterienwachstum war bei einer OD600 von 1,205 erreicht. 

 

Bakterienwachstum
1 l, 30°C, 0.5 mM IPTG

0 100 200 300 400
0.1

1

Induktion

Abb. 3: Bakterienwachstum von E.coli pPREP4 M15
mit der Chimäre KcsA-SKa-F103L.
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Abb. 2a+b: Bakterienwachstum von E.coli pPREP4 M15 mit KcsA-SKa (a) und KcsA-SKb (b).
Gezeigt ist die optische Dichte bei 600 nm OD600 gegen die Brutzeit.

a) b)



V. Ergebnisse   

 

37 

Abbildung 4 zeigt ein Coomassie gefärbtes SDS PAGE elektophoretisch aufgetrennten 

Gesamtproteins aus E.coli M15, Klon pQE32 KcsA-Ska& -Skb. Die relative Größe der 

Proteine wurde anhand des molekularen Markers (MW) bestimmt. Es konnte festgestellt 

werden, dass die Menge des exprimierten Proteins über die Zeit zunimmt und vor der 

eingesetzten Transkription ausgelöst durch den synthetischen Induktor IPTG zum 

Zeitpunkt 0h noch vollständig fehlte. Es ließ sich eine Größe der Kanalproteine von ~19 

kDa feststellen, was der zuvor errechneten Größe aus der Molekülstruktur von KcsA 

entsprach. 

Die KcsA-Chimären wurden nach der Expression an Ni2+NTA-Agarose aufgereinigt 

(V.2.3). 

 

 

Abb. 4) 

 

                  MW  0h  1h  2h  3h  0h  1h  2h  3h 

                            Ska             Skb 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Coomassie -Blue gefärbtes SDS Polyacrylamid -Gel (Trenngel 15%, Sammelgel 3%) zeigt 
die Expression der Kanalproteine KcsA-Ska & -Skb na ch Induktion mit IPTG.  Abkürzungen: MW= 
BenchMark Molekular Weight Marker, 0h= 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 Chimäre IV in pQE32 und pQE70 sowie 

des Wildtyp KcsA-Kanals in pQE32 

 

Die Chimäre IV in den Vektoren pQE32 und pQE70 wurde in einer 8 Liter 

Bakterienkultur E.coli pPREP4 M15 herangezogen, der Wildtyp KcsA-Kanal in einer 

0.5 Liter Kultur im Vektor pQE32 (IV.2.4). Es wurde bei der halbmaximalen OD600 

induziert und bis zum Erreichen der Plateauphase exprimiert. 

Für die Chimäre IV im Vektor pQE32 und pQE70 sowie für den Wildtyp-Kanal KcsA 

im Vektor pQE32 konnte ein ähnliches Bakterienwachstum und eine ähnliche 

Expressionskinetik des Kanalproteins in E.coli pPREP4 M15 festgestellt werden, wie 

auch für KcsA-Ska & -Skb in pQE32.  

Die Abbildung 5 zeigt das Bakterienwachstum der Kultur E.coli pPREP4 M15 von der 

Chimäre IV in pQE32 und  pQE70. Ebenfalls ist das Wachstum der Kultur von 

Wildtyp-Kanal KcsA in pQE32 aufgeführt. Das Wachstum erfolgte bei 30°C und die 

Induktion mit 0,5 mM IPTG. Es konnte ein exponentielles Wachstum der 

Bakterienkultur festgestellt werden. Maximales Wachstum waren für Chimäre IV in 

pQE32 bei einer optischen Dichte OD600 von 1,62, für Chimäre IV in pQE70 bei 2,05 

und für KcsA in pQE32 bei 0,94 erreicht. 
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Abb. 5a-c:
Bakterienwachstum von
E.coli pPREP4 M15  mit
Chimäre IV im Vektor pQE32
(a) und pQE70 (b) als 8 l Kultur
sowie mit W ildty p-KcsA im
pQE32 (c ) als 0,5 l Kultur.
Angegeben ist der Zeitpunkt
der Induktion.

a) b)

c)
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Die Expression der Kanalproteine wurde im 15% SDS-PAGE verifiziert (Abb. 6). 1 ml 

der Bakterienkultur wurde nach entsprechender Zeit nach Induktion der Kultur 

entnommen, 5 min. bei 95°C denaturiert und als Gesamtprotein aufgetragen. Es ließ 

sich eine zunehmende Akkumulation des Kanalproteins in der Zelle während der 

Inkubation feststellen, die nach einer Induktionszeit von 3 h im SDS-PAGE bei ~19 

kDa deutlich sichtbar war. (Abb. 6a+b: �). 

 

 

Abb. 6a+b: 15% SDS PAGE des nach 0h, 1h, 2h und 3h nach Induktion mit IPTG 
aufgetragenen Gesamtproteins aus 1 ml der Bakterien kultur E.coli pPREP4 M15. a: Kultur 
mit Chimäre IV im Vektor pQE32 und Vektor pQE70. b: Kultur mit Wildtyp-KcsA Insert im Vektor 
pQE32. MW: molekularer Gewichtsmarker mit Gewichtsgrößen 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 Bakterienmembran eingelagert waren, 

wurden die Zellen in der French Press (IV.2.5) aufgeschlossen und die Proteine aus den 

Bakterienmembranen mit DM herausgelöst. Das Proteinlysat wurde mit Ni2+NTA 

Agarose inkubiert. Die Inkubation mit Ni2+NTA Agarose bewirkte eine selektive 

Bindung der Proteine und ermöglichte deren Aufreinigung. Die Kanalproteine wurden 

mit Imidazol von der Ni2+NTA Agarose eluiert und in Fraktionen gesammelt (IV.2.6). 

 

Die Abbildungen 7a-d zeigen die Elutionsprofile der gesammelten Fraktionen. Es wurde 

die optische Dichte bei 280 nm gegen den Elutionspuffer gemessen. Wegen der Menge 

an Protein in einer 8 Liter Kultur im Falle der Chimäre IV wurden 2 Säulen zur Elution 

verwendet. Es zeigte sich, dass das gesamte Protein innerhalb der ersten 10- 15 ml von 

der Ni2+NTA Agarose eluiert worden war. 

In Abhängigkeit von der Größe der Bakterienkultur, in der exprimiert wurde, zeigten 

sich bei der Elution der Kanalproteine Chimäre IV in pQE32 und pQE70 sowie KcsA in 

pQE32 ähnliche Elutionsprofile. Die Proteinausbeuten bei der Expression lagen für die 

Chimäre IV in pQE32 bei 10 mg Protein und in pQE70 bei 4 mg Protein in einer 8 L 

Bakterienkultur, für KcsA-Wildtyp in pQE32 bei 0,27 mg in einer 0,5 L Kultur. KcsA-

Ska-F103L zeigte auf Grund seiner geringen Expressionsrate ein kaum messbares 

Elutionsprofil (Abb. 7d). Hier betrug die Proteinausbeute nur 0,028 mg in einer 1 L 

Kultur E. coli pPREP4 M15.  

Zur weiteren Verarbeitung wurden die Volumenfraktionen verwendet, die eine OD280nm 

von über 0,02 hatten, nach der Elution der KcsA-Ska-F103 Chimäre wurden auf Grund 

der geringen Expressionsrate Volumenfraktionen gesammelt, die eine OD280nm von über 

0,002 hatten. Die vereinten Volumenfraktionen wurden in der Filtrationszentrifugation 

eingeengt (IV.2.7.1) und das zur Elution verwendete Imidazol in der FPLC (IV.2.7.2) 

eliminiert. 
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Abb. 7 a-d: Elutionsprofile der von der Ni 2+NTA Agarose eluierten Kanalproteine.  Es 
wurde die optische Dichte bei 280 nm gegen das insgesamt eluierte Volumen in ml 
aufgetragen. a & b: Chimäre IV in pQE32(a) und pQE70 (b): Elutionsprofile von jeweils 2 
Säulen; c: KcsA-Wildtyp im Vektor pQE32; d: KcsA-SKa-F103L im Vektor pQE32. 
 

 

 

Abbildung 8 zeigt eine FPLC des zuvor mit Imidazol von der Ni2+NTA-Agarose 

eluierten Kanalproteins KcsA. Es wurden laufend die optischen Dichten bei 260 nm und 

280 nm gemessen. Der erste Ausschlag zwischen den Fraktionen 2 und 4 Minuten 

wurde durch Imidazol verursacht. Diese Fraktionen wurden verworfen. Der zweite 

Ausschlag wurde durch das Kanalprotein verursacht, das zwischen der 6. und 8. Minute 

von der Säule eluiert wurde. Diese Fraktionen wurden gesammelt und mittels 

Zentrifugationsfiltration (IV.2.7.1) eingeengt. 
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Die Abbildung 9a zeigt das gereinigte Chi IV Protein, das zuvor entsalzt und eingeengt 

wurde (IV.2.7), auf einem SDS-PAGE (IV.2.1). Die Kanalchimäre wurde sowohl im 

nativen Zustand (U= unboiled) als auch nach 5 min Erhitzen bei 95°C im denaturierten 

Zustand (B= boiled) in Laemmli-Puffer aufgenommen und auf das Gel aufgetragen. 

Es zeigte sich, dass das unerhitzte Protein eine Größe von ca. 70 kDa hatte, während das 

erhitzte mit einer Bande bei ca. 19 kDa sehr viel kleiner war. Das ließ darauf schließen, 

dass das Kanalprotein in aufgereinigter Form als Tetramer vorlag und beim Erhitzen in 

seine Monomere zerfallen war, die sich im Gel als Bande bei ca. 19 kDa verdeutlichten. 

Für Wildtyp-Kanal KcsA ließ sich ähnliches feststellen. 

 

Nach einer Gelelektrophorese im SDS-PAGE (IV.2.1) vom aufgereinigten Kanalprotein 

KcsA-Ska-F103L zeigten sich Banden an gleicher Stelle bei ca. 19 kDa in der erhitzten 

und unerhitzten Probe (Abb. 9b). Hieraus ließ sich folgern, dass das Kanalprotein in der 

aufgereinigten Form außerhalb der Bakterienmembran von vorne herein als Monomer 

vorlag und keine stabile tetramere Struktur ausbildete. 

 

 

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. 
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Abb. 9a)       Abb. 9b) 

 

Abb. 9a+b: 15% SDS PAGE der aufgereinigten Kanalpro teine KcsA-Kv1.3 Chimäre 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 äre IV und 

Wildtyp-KcsA in drei Selektionsrunden 

 

Zur Identifikation charakteristischer Bindungsstellen in der Porenregion der Chimäre IV 

wurde das Kanalprotein mit einer Phagenbibliothek inkubiert (IV.2.8.1), deren Phagen 

sich an einer definierten Stelle des Mantelproteins mit einer Sequenz von sieben 

aufeinanderfolgenden Aminosäuren unterschieden. In der Bibliothek waren alle 

möglichen Kombinationen dieser Sequenz mehrfach vorhanden. Um unspezifisch an 

das Äußere des Kanals, an die magnetische Ni2+NTA Agarose, auf der der Kanal mit 

seiner Histidin-Domäne immobilisiert war (IV.2.6) oder an die Wand des 

Reaktionsgefäßes bindende Phagen zu eliminieren, wurde die Phagenbibliothek in einer 

der drei Biopanning-Runden mit an Ni2+NTA Agarose gebundenem Wildtyp-Kanal 

KcsA inkubiert. Der Überstand wurde dann mit der Chimäre IV inkubiert und Phagen 

aus der Porenregion mit 100 nM des Kanalblockers Kaliotoxion (KTX) eluiert, die 

Phagen-DNA isoliert (IV.1.2.3) und sequenziert. Parallel wurden in einer Versuchsreihe 
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mit drei Selektionsrunden Phagen von KcsA Wildtyp-Kanal mit 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 Chimäre IV: 

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 
Aminosäuresequenz (x= nach der Sequenzierung uneindeutige Aminosäure). 
 

 

Die Tabelle 4 zeigt die Protein-Sequenz eluierter Phagen nach drei Runden Biopanning. 

Zur Interpretation der Sequenzen war es wichtig darauf zu achten, dass die Sequenzen 

außerhalb der variablen Region identisch sind. Insbesondere war hierbei auf die Region 

außerhalb der Schnittstellen für die Endonukleasen EagI und KpnI, die dafür benutzt 

wurden, um die variable Region in die Phagen-DNA einzufügen, zu achten. Ebenfalls 

durften die Codon-Tripletts in der variablen Region in 5´�3´-Richtung abgelesen auf 

dem führenden Strang an der 3. Stelle nur Guanin und Thymin enthalten, da es sich 

sonst um nicht aus der ursprünglichen Bibliothek stammende Wildtyp-Phagen handeln 

würde. 

 

In einer ersten Versuchsreihe konnte keine konsensuelle Proteinsequenz nach drei 

Runden Biopanning isoliert werden. Bei vielen sequenzierten Phagen-Plaques handelte 

es sich lediglich um Wildtyp-Phagen, die nicht aus der ursprünglichen Bibliothek 

stammen. Bei der Titration der Phagen wurde ein relativ starkes Hintergrundrauschen 
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von unspezifischen Phagen festgestellt, das sich darin äußerte, daß die Anzahl der 

Phagenplaques auch in höheren Verdünnungen der Verdünnungsreihe nicht linear, 

wenn überhaupt, abnahm. Auch waren die Phagen-Plaques randunscharf und blaß. Zur  

Kontrolle der Bindungsstabilität des Kanalproteins an der magnetischen Ni2+NTA-

Agarose während der Wasch- und Elutionsschritte wurden in Vorversuchen die 

Waschschritte gesammelt und zusammen mit dem mit Imidazol von der Ni2+NTA-

Agarose eluierten Kanalprotein (IV.2.6) im Dot Blot verglichen (IV.2.3.1b-3). 

 

Da der Komplex aus magnetischer Ni2+NTA-Agarose Sonde und KcsA-Kv1.3 Chimäre 

IV während der Versuche im Phage-Display häufigen Waschschritten und 

Medienwechseln unterzogen war, sollte in einem Vorversuch die Stabilität dieses 

Komplexes in den während des Phage-Display verwendeten Puffern überprüft werden. 

Ebenso sollte festgestellt werden, ob eine längere Inkubationszeit der magnetischen 

Ni2+NTA-Agarose Sonde mit der Chimäre IV einen stabileren Komplex ergeben würde. 

Die in den Abbildungen 10a und 10b dargestellten Dotblots zeigen das 

Bindungsverhalten von Chimäre IV und KcsA an der magnetischen Ni2+NTA Agarose-

Sonde. Es wurden 30 µg Kanalprotein mit 100 µl der Suspension mit magnetischer 

Ni2+NTA-Agarose Sonde über Nacht (10a: A1-A6) und für 1,5 h (10b: B1-B6) in 230 µl 

BBK I 20 inkubiert. Nach Inkubation wurden 100 µl des Überstandes im Dot Blot 

gemessen (A2 bzw. B2). Ebenso wurden 100 µl des Überstandes vom 1. (A3 bzw. B3) 

und 3. (A4 bzw. B4) Waschschritt mit 300 µl BBK I 20 im Dot Blot untersucht. Zuletzt 

wurde die an der Ni2+NTA-Agarose Sonde gebundene Chimäre IV mit 100 µl BBK I 

250 eluiert und im Dot Blot gemessen (A5 bzw. B5). 

Es ließ sich feststellen, dass es keinen wesentlichen Unterschied nach Inkubation für 1,5 

h und über Nacht gab, eine Inkubation für 1,5 h war ausreichend. Es konnte gezeigt 

werden, dass das Signal mit der häufigkeit der Waschschritte abnahm (A2-A4 bzw. B2-

B4). Trotzdem ließ sich mit 250 mM Imidazol eine deutliche Menge Chimäre IV von 

der Ni2+NTA-Agarose Sonde eluieren (A5 bzw. B5). Die Chimäre IV blieb also zum 

Teil in dem im Phage-Display verwendeten Waschpuffer stabil an der magnetischen 

Ni2+NTA-Agarose Sonde gebunden. Diese Eigenschaften sollten auch für den KcsA-

Kanal (Abb. 10b: D1-D3) überprüft und mit der Chimäre IV (Abb. 10b: C1-C3) 

verglichen werden. Hier wurde nur die Elutionsfraktion (C2 bzw. D2) nach den 3 

Waschschritten im Dot Blot untersucht. Der KcsA-Kanal blieb ebenso stabil an der 
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Ni2+NTA-Agarose Sonde im Waschpuffer gebunden, wie es auch bei der Chimäre IV 

der Fall war. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Im Rahmen der Versuche konnte keine sich wiederholende Heptapeptidsequenz durch 

das Screening von Phagen-Peptidbibliotheken (Phage-Display) aus der Bindung an der 

Porenregion der Chimäre IV isoliert werden. Ob eine der isolierten Heptapeptide 

tatsächlich aus der Bindung mit der Porenregion von Chimäre IV stammte, ließ sich nur 

sehr aufwendig nachweisen. In vielen Vorveruchen hätte der ideale Phagentiter zur 

Inkubation mit der Chimäre sowie zur Transduktion mit dem E.coli ER2738 

Bakterienstamm ermittelt werden müssen, um die unspezifische Bindung von Phagen 

möglichst gering zu halten 

Deshalb wurden im weiteren Verlauf zur einfacheren Charakterisierung und 

Identifikation wichtiger Bindungsstellen in der Porenregion der Kanalproteine auf 

bekannte Liganden zurückgegriffen. Es wurden gezielt einzelne Aminosäuren der 

Porenregion verändert und durch Bindungsassays deren Rolle in der Liganden-

Rezeptorinteraktion untersucht.  

 

 

A6                  A5                  A4       A3      A2       A1 

B6                  B5                  B4       B3       B2       B1 

   C3                  C2                      C1 

    D3                  D2                     D1 

a) b) 

Abb. 10a+b: Dot Blots von Magn etischer Ni 2+NTA-Agarose gewaschener und eluierter 
Kanalproteine Chimäre IV und KcsA. 
Abb. 10a: Dot Blot verschiedener Waschgänge und eluierten Proteins Chimäre IV nach 
verschiedenen Inkubationszeiten des Proteins mit der magnetischen Ni2+NTA-Agarose: 
A: Inkubation über Nacht, B: Inkubation für 1,5 h: 1: neg. Kontrolle; 2: Überstand nach 
Inkubation; 3: 1.Waschgang; 4: 3.Waschgang; 5: Elution; 6: pos. Kontrolle.  
Abb. 10b: Dot Blots der Elutionen von Chimäre IV und KcsA von der magnetischen 
Ni2+NTA-Agarose nach 3 Waschgängen: C: Chimäre IV; D: KcsA: 1: pos. Kontrolle; 2: 
Elution; 3: neg. Kontrolle. 
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4. Bindungsassays 

4.1 Kompetitive Bindungsexperimente 

 

In kompetitiven Bindungsexperimenten wurde die Bindungsaffinität eines Liganden an 

einem Rezeptor untersucht. Hierzu wurde der Rezeptor, das Kanalprotein, mit einem 

radioaktiv markierten Liganden einer festen Konzentration inkubiert. Gleichzeitig 

wurde der Rezeptor mit aufsteigenden Konzentrationen unmarkierten Liganden, 

welcher mit dem Radioliganden um den Rezeptor konkurriert, inkubiert. Nach 

Erreichen des Reaktionsgleichgewichts wurde das Kanalprotein durch Filtration mit 

dem GF/C-Filter (Whatman) isoliert und mit 3x 4 ml Waschpuffer gewaschen Die 

verbliebene Radioaktivität des gebundenen Radioliganden in den verschiedenen 

Konzentrationen unmarkierten Toxins wurde im γ-Zähler gemessen (IV.2.8.2b). Es ließ 

sich nach der folgenden Gleichung die spezifische Bindung (B) des radioaktiven 

Liganden am Rezeptor als Funktion der logarithmischen Konzentration des 

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

 

B= Bmin + 

 

(Bmax: totale Bindung; Bmin: unspezifische Bindung; B: spezifische Bindung; [Toxin]: 

Konzentration des unmarkierten Liganden) 

Aus der Gleichung ließ sich die IC50 (inhibitory concentration 50%) errechnen, die 

Konzentration nicht markierten Toxins als Kompetitor, bei der nur noch die Hälfte aller 

Rezeptoren mit radioaktiven Liganden besetzt waren. In homologen 

Bindungsexperimenten haben Ligand und Kompetitor das gleiche Bindungsverhalten 

zum Rezeptor. Damit ließ sich die Gleichgewichts-Dissoziationskonstante, Kd, direkt 

aus der IC50 nach Kd= IC50– [Konzentration radioaktiver Ligand im Experiment] 

berechnen und an verschiedenen Kanalprotein-Chimären vergleichen. 

 

 

 

 

Bmax - Bmin 

1 + 10Log [Toxin] – Log IC50 
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4.1.1 Kompetitives Bindungsverhalten zwischen HgTX 1 und KcsA-Kv1.1 

bzw. KcsA-Kv1.1-L81M Chimären 

 

Es wurden 1:500 Verdünnungen der Bakterienmembranen von E. coli pPREP4 M15 

verwendet, in denen die Chimären KcsA-Kv1.1 und KcsA-Kv1.1-L81M exprimiert 

wurden. Die Membranen wurden mit 0,5 nM 125I-HgTX1-A19Y/Y37F und 

aufsteigenden Verdünnungen von 10-13 M bis 10-6 M (Abb. 11) unmarkierten Toxins für 

zwei Stunden bis zum Ende des Reaktionsgleichgewichts in 200 µl Volumina inkubiert 

(IV.2.8.2b). Nach Filtration und Waschung wurden die Filter im γ-Zähler ausgewertet. 

Es wurden Bakterienmembranen verwendet, da das aufgereinigte Kanalprotein als 

Monomer vorliegt und so kein Toxin binden kann. 

Die Chimäre KcsA-Kv1.1 zeigte eine IC50 von 0,6 nM, während die Chimäre KcsA-

Kv1.1-L81M mit einer Mutation eines Leucins zu einem Methionin an Position 81 eine 

IC50 von 28,9 nM aufwies. Die Chimäre KcsA-Kv1.1 ohne die Substitution L81M wies 

eine ca. 48-fach hohere Affinität zum Toxin auf, als die gleiche Chimäre mit der 

Substitution. Der t-Test ergab angewendet auf die normalisierten Daten einen P-Wert 

von <0,0001. Der Differenzmittelwert lag bei 13,6, das 95%-Konfidenzintervall 

zwischen 9,60 und 17,59. 

KcsA-Kv1.1-L81M: IC 50=28.9 nM (n=2)
KcsA-Kv1.1: IC 50=0.6 nM (n=2)
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Abb. 11 zeigt die vom Ausgangswert ohne Kompetitor p rozentuale Menge am Rezeptor 
gebundenen radioaktiven Toxins in Anhängigkeit von der Konzentration unmarkierten 
Toxins. Die errechnete IC50 für den jeweiligen Kanal ist jeweils angegeben. Werte und 
kompetitive Bindungskurve von KcsA-Kv1.1 (Chi XI) (�,—) und KcsA-Kv1.1-L81M (Chi XI-
L81M) (�,- - -). 
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4.1.2 Kompetitives Bindungsverhalten zwischen HgTX 1 und Chimäre IV 

 

In 200 µl Reaktionsvolumen wurden 5 ng aufgereinigte Chimäre IV mit 0,25 nM 125I-

HgTX1-A19Y/Y37F und aufsteigenden Konzentrationen von 10-13 M bis 10-7 M 

unmarkierten Toxins HgTX1 für 2h bei Raumtemperatur inkubiert (IV.2.8.2b). Nach 

Filtration und Waschung wurden die Filter im γ-Zähler ausgewertet (Abb. 12). 

Die KcsA-Kv1.3 Chimäre IV (V.1.1: Tab. 1) wies mit einer IC50 von 0,23 nM eine 

ähnliche Größenordnung auf, wie die aus Chimäre IV abgeleitete Chimäre VIII-G56T 

(vgl. V.4.1.3) mit einer IC50 von 0,16 nM (Abb. 13). 

 

 

 

 

 

 

KcsA-Kv1.3 Chi IV: IC 50=0.23 nM (n=4)
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Abb. 12: Es wird die prozentuale Besetzung der Rezepto ren mit radioaktivem Toxin in 
Abhängigkeit zur Konzentration nicht radioaktiven Tox ins gezeigt. Die IC50 ist angegeben. 
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4.1.3 Kompetitives Bindungsverhalten zwischen HgTX 1 und 

Bakterienmembranen mit Chimäre VIII bzw. Chimäre VII I-G56T 

 

Da die KcsA-Kv1.3 Chimären VIII und VIII-G56T aufgereinigt als Monomere 

vorlagen, wurden für die Bindungsassays Bakterienmembranen verwendet. 

Die Versuche wurden in 250 µl, 500 µl und 1 ml Reaktionsvolumina mit einer 

Verdünnung von 1:500 der Bakterienmembranen von E. coli pPREP4 M15, in denen 

die KcsA-Kv1.3 Chimären VIII und VIII-G56T exprimiert wurden, durchgeführt. Die 

Membranen wurden mit 10 pM 125I-HgTX1 und entsprechenden Verdünnungen nicht 

radioaktiven Kompetitors HgTX1 für 2 h bei RT inkubiert (IV.2.8.2b). Nach Filtration 

und Waschung der Membranen wurden die Filter im γ-Zähler gemessen. 

Für die in Abbildung 13 dargestellten Kurven ergab sich im Durchschnitt eine IC50 von 

2,97 nM für die Chimäre VIII und 0,16 nM für die Chimäre VIII-G56T. Somit zeigte 

die Chimäre VIII mit der Substitution G56T eine 18,6-fache Steigerung in der Affinität 

gegenüber der Chimäre VIII. 

Ein gepaarter t-Test der normalisierten Daten zeigte einen P-Wert von 0,0006. Der 

Differenzmittelwert lag bei 15,82. Das 95%-Konfidenzintervall lag bei 8,160 bis 23,47. 

ChiVIII: IC 50=2,97 nM (n=6)
ChiVIII-G56T: IC 50=0.16 nM (n=6)
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Abb. 13: Prozentuale Besetzung der Rezeptoren mit radi oaktiven Liganden in 
Abhängigkeit von unmarkiertem Kompetitor.  Im Vergleich: Bindungskurven und IC50 von Chi 
VIII und Chi VIII-G56T. Werte und kompetitive Bindungskurve von Chimäre VIII (�,—) und 
Chimäre VIII-G56T (�,- - -). 
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4.1.4 Kompetitives Bindungsverhalten zwischen KTX u nd 

Bakterienmembranen mit Chimäre VIII und Chimäre VII I-G56T 

 

In Reaktionsvolumina von 250 µl wurden Bakterienmembranen von E. coli pPREP4 

M15 verwendet, in denen die KcsA-Kv1.3 Chimären VIII und VIII-G56T exprimiert 

wurden. Die Membranverdünnungen betrugen 1:500 und wurden 2 h mit 0,2 nM 125I-

KTX und aufsteigenden Konzentrationen des Kompetitors KTX von 10-14 M bis 10-6 M 

inkubiert (IV.2.8.2b). Nach Filtration und Waschung wurden die Filter in γ-Zähler 

gemessen 

Für die Chimäre VIII ergab sich eine IC50 von 5,81 pM, für Chimäre VIII-G56T ein 

nahezu gleicher Wert von 6,08 pM (Abb. 14). Ein gepaarter t-Test mit normalisierten 

Daten ergab einen P-Wert <0,0001. Der Differenzmittelwert lag bei 0,644, das 95%-

Konfidenzintervall lag zwischen 0,418 und 0,870. 

 

 

 

 

ChiVIII: IC 50=5.81 pM (n=2)
ChiVIII-G56T: IC 50=6.08 pM (n=2)
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Abb. 14: Prozentuale Besetzung des Rezeptors mit radio aktivem Liganden 125I-KTX in 
Abhängigkeit vom Kompetitor KTX an Chimären VIII un d VIII-G56T. Werte und kompetitive 
Bindungskurve von Chimäre VIII (�,—) und Chimäre VIII-G56T (�,- - -). 
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4.2 Dissoziationsrate k off  für HgTX von Bakterienmembranen mit 

Chimäre VIII und Chimäre VIII-G56T 

 

Es wurde die Dissoziationsrate des radioaktiven Liganden von den Rezeptoren KcsA-

Kv1.3 Chimäre VIII und Chimäre VIII-G56T in Anwesenheit eines Überschusses an 

unmarkiertem Liganden bestimmt (IV.2.8.2c). Hierzu wurden 1 ml Reaktionsansätze 

mit Membranverdünnungen von E. coli pPREP4 M15 von 1:500 und 1:1000 verwendet, 

in denen die KcsA-Kv1.3 Chimären VIII und VIII-G56T exprimiert wurden. Die 

Membranen wurden über Nacht mit 10 pM 125I-HgTX1 inkubiert und dann die 

Dissoziationsreaktion mit 50 nM HgTX1 gestartet. Die Reaktion wurde nach definierten 

Zeitabständen durch Verdünnung mit Waschpuffer gestoppt und die gewaschenen Filter 

im γ-Zähler ausgewertet. 

Aus der Abbildung 15 ließ sich die Dissoziationsraten-Konstante koff ermitteln. Aus den 

Versuchen ergab sich eine Dissoziationsraten-Konstante koff von 0,2581 min-1 für 

Chimäre VIII und von 0,5128 min-1 für Chimäre VIII-G56T. Der gepaarte t-Test ergab 

einen P-Wert von 0,0418. Der Differenzmittelwert lag bei 0,743, das 95%-

Konfidenzintervall lag zwischen 0,037 und 1,449. 
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ChiVIII: k off =0.2581 min -1 (n=5)
ChiVIII-G56T: k off =0.5128 min -1 (n=2)

 
Abb. 15: Es wird der nach bestimmten Zeitabschnitte n am Rezeptor verbliebene 
radioaktive Ligand bei Überschuss an Kompetitor dar gestellt.  Errechnet sind die 
Dissoziationsraten-Konstanten für Chi VIII und Chi VIII-G56T. Werte und exponentielle 
Zerfallskurve von Chimäre VIII (�,—) und Chimäre VIII-G56T (�,- - -). 
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4.3 Assoziationsrate k on für HgTX von Bakterienmembranen mit 

Chimäre VIII und Chimäre VIII-G56T 

 

Es wurde die Assoziationsrate des radioaktiven Liganden 125I-HgTX1 an die 

Kanalproteine KcsA-Kv1.3 Chimäre VIII und VIII-G56T bestimmt und verglichen. 

Hierzu wurden in Reaktionsvolumina von 1ml und 2 ml Verdünnungen der 

Bakterienmembranen von E. coli pPREP4 M15, in denen die Chimären exprimiert 

waren, von 1:1000 mit 10 pM 125I-HgTX1 inkubiert und die Reaktion nach bestimmter 

Zeit durch Filtration und Waschung gestoppt (IV.2.8.2c). Die gewaschenen Filter 

wurden im γ-Zähler ausgewertet. Die observierte Assoziationsraten-Konstante, kob, ließ 

sich aus dieser Kurve ermitteln (Abb. 16). Für die Chimäre VIII ergab sich eine kob von 

0,2686 M-1min-1 und für die Chimäre VIII-G56T eine kob von 0,5454 M-1min-1. Der t-

Test ergab einen P-Wert < 0,0001. Der Differenzmittelwert lag bei 2,207 mit einem 

95%-Konfidenzintervall von 1,785 bis 2,628. 

Aus kob konnte die unabhängige Assoziationsraten-Konstante, kon, errechnet werden 

nach: kon= (kob- koff)/ [Radioligand]. 

Somit errechnete sich für die Chi VIII ein kon von 1,05* 109 M-1min-1 und für Chi VIII-

G56T ein kon von 3,26* 109 M-1min-1. 
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ChiVIII: k ob=0.2686 M-1min -1 (n=4)
ChiVIII-G56T: k ob=0.5454 M-1min -1 (n=2)

 
Abb. 16: Dargestellt ist die prozentuale Bindung von  125I-HgTX1 an die Chimären VIII und 
VIII-G56T in Abhängigkeit von der Zeit.  Werte und expotentielle Assoziationskurve von 
Chimäre VIII (�,—) und Chimäre VIII-G56T (�,- - -).  
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4.4 Dissoziationsrate k off  für 125I-HgTX1 von Liposomen mit Chimäre IV 

 

Es wurde die Dissoziationsrate des radioaktiven Liganden 125I-HgTX1 von der Chimäre 

IV in Liposomen bestimmt (IV.2.8.2c). Erneut wurden 1 ml Reaktionsansätze mit 

Verdünnungen der ursprünglichen Liposomensuspension von 1:4000 verwendet, die 

über Nacht mit 10 pM 125I-HgTX1 und dann mit 50 nM HgTX1 inkubiert wurden. 

Wieder wurde nach definierter Zeit die Reaktion durch Verdünnung mit Waschpuffer 

gestoppt und die verbliebene Radioaktivität in den Filtern im γ-Zähler gemessen. Es ließ 

sich eine Dissoziationsratenkonstante von 0.1362 min-1 für die Chimäre IV ermitteln. 

Im Vergleich zur Chimäre IV in Liposomen (Abb. 17) zeigte die Chimäre VIII in 

Bakterienmembranen eine 2-fach so große Dissoziationsratenkonstante, die im Falle 

von Chimäre VIII–G56T sogar 4-fach größer war (Abb. 15). 
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Abb. 17: Es wird der nach bestimmten Zeitabständen am Rezeptor verbliebene 
radioaktive Ligand bei Überschuss an Kompetitor dar gestellt.  Errechnet ist die 
Dissoziationsratenkonstante für Chimäre IV. 
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VI Diskussion 

 

 

Kaliumkanäle werden in einer hohen Bandbreite auf allen Zellen exprimiert und haben 

die unterschiedlichsten Aufgaben in z.B. Signaltransduktion und Stabilisierung des 

Membranpotentials sowie des Wasser- und Ionenhaushaltes der Zelle. 

Die spannungsabhängigen Kaliumkanäle Kv 1.1 und Kv 1.3 sowie der 

kalziumabhängige Kaliumkanal SKCa2 werden mehr oder weniger häufig auf humanen 

T-Lymphozyten oder deren Vorläuferzellen exprimiert, was sie zum Angriffspunkt der 

Immunsuppression der vorwiegend zellulären Abwehr macht. 

Zur Identifikation charakteristischer Bindungsstrukturen können Chimären der 

Kanalproteine in Vektoren kloniert und so in Bakterienmembranen exprimiert werden. 

Dies wurde für KcsA-Ska und KcsA-Skb in dieser Arbeit exemplarisch gemacht. 

Des Weiteren wurde eine Methode gesucht, mit der sich charakteristische 

Bindungsstellen an den Kanalproteinen identifizieren lassen. Als schwierig stellte sich 

dabei die Isolierung einer das Kanalprotein bindenden Peptidsequenz mittels Phage-

Display heraus. Schwerpunktmäßig wurde in dieser Arbeit an Bindungsassays zwischen 

den Kanalproteinen und Radioliganden gearbeitet. 

 

 

1. Chimären der niederkonduktiven kalziumabhängigen Kaliumkanäle 

SKCa 

 

Die Identifizierung und Charakterisierung von Bindungsstrukturen zwischen 

niederkonduktiven kalziumaktivierten Kaliumkanälen SKCa und dem 

kanalblockierenden Bienentoxin Apamin wurden in der Vergangenheit kontrovers 

diskutiert. Obwohl man wohl davon ausgehen kann, dass alle SKCa-Kanäle (SKCa 1-3) 

Apamin, wenn auch mit unterschiedlichen Affinitäten, binden, sind die Mechanismen 

noch weitgehend ungeklärt [42,16]. 

In dieser Arbeit wurde, wie es auch mit den spannungsgesteuerten Kaliumkanälen Kv 

geschehen ist [57], der prokaryotische Kaliumkanal KcsA als Hilfsmittel zur Analyse 
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von Bindungsstrukturen benutzt. Abermals wurde die Porenrand- und Kanzelregion 

(turret) bildende Subregion I der Kaliumkanäle benutzt, in der eine Proteininteraktion 

zwischen Ligand und Rezeptor wahrscheinlich ist, um Chimären des kalziumaktivierten 

SKCa2-Kanals herzustellen. Diese können in späteren Bindungsassays benutzt werden. 

Es wurden verschieden lange Fragmente der Subregion I von SKCa2 mit der vom KcsA 

ausgetauscht, um u.U. das Fragment oder die Aminosäuren zu identifizieren, die bei 

Modifikation eine Änderung des Bindungsverhaltens zur Folge haben. 

 

 

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

 

Die Chimären KcsA-Ska und KcsA-Skb wurden erfolgreich kloniert. Die Abb. 2 zeigt 

ein exponentielles Wachstum der mit KcsA-Ska- und KcsA-Skb-DNA transformierten 

Bakterien nach Induktion mit einem maximalen Bakterienwachstum bei einer OD600 

von 2,674 für KcsA-Ska und 2,964 für KcsA-Skb. Das Bakterienwachstum schien sogar 

stärker zu sein, als es bei der Expression von Wildtyp-KcsA mit einem maximalen 

Bakterienwachstum bei einer OD600 von 0,94 und von Chimäre IV mit einer OD600 von 

1,62 bzw. 2,05 (Abb. 5) der Fall war. 

Die Expression von KcsA-Ska- bzw. KcsA-Skb-Protein konnte in einem SDS 

Polyacrylamid-Gel des elektrophoretisch aufgetrennten Gesamtlysats der Bakterien in 

Abb. 4 bestätigt werden. Nach der Induktion der Expression mit IPTG zeigte sich eine 

mit der Zeit deutlicher werdende Bande bei ca. 19 kDa. Die relativ schwache 

Ausprägung der Bande deutete allerdings auf eine geringe Expressionsrate der 

Kanalproteine hin. 

Die Kanalexpression schien in umgekehrter Proportion zum Bakterienwachstum zu 

stehen, denn für KcsA und die Chimäre IV konnten wesentlich höhere Proteinausbeuten 

erzielt werden (Abb. 7), als für die KcsA-SK-Chimären. Während der Expression 

zeichnete sich für KcsA und die Chimäre IV eine mit der Zeit deutlicher werdende 

Bande bei 19 kDa nach der Induktion ab (Abb. 6a+b), als es bei der Expression von 

KcsA-Ska und –Skb der Fall war (Abb. 4). 

Es ist bereits länger bekannt, dass Mutationen bzw. Substitutionen in der P-Region des 

KcsA-Kanals die Stabilität der tetrameren Struktur oder die Expression des 
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Kanalproteins beeinflussen können [36]. Auf dem Weg der Klonierung und Expression 

der S5/S6-Region des spannungsgesteuerten Kaliumkanals Kv1.3 im prokaryotischen 

KcsA-Kanal entstanden anfänglich Chimären mit keiner oder einer sehr geringen 

Expressivität. Nach Anpassung einer einzelnen Aminosäure an Position 66 in der 

Subregion I an den KcsA-Kanal erhöhte sich die Expressionsrate [57]. 

Dies konnte ein Grund für die geringe Expressionsrate von KcsA-Ska und KcsA-Skb 

gewesen sein, da sich hier an Position 66 ein Methionin anstatt eines Leucins, wie im 

KcsA-Kanal, befand. Für die anfängliche Entwicklung von Chimären des SKCa2-Kanals 

galt es jedoch, die ursprüngliche Struktur der Subregion I weitgehend zu erhalten und 

schrittweise der Struktur des KcsA-Kanals anzupassen, bis sich eine wesentliche 

Änderung im Bindungsverhalten von Toxinen bemerkbar machte. 

Während KcsA-Ska noch die vollständige Subregion I des rSKCa2-Kanals enthielt, 

wurden in KcsA-Skb schon ein Tyrosin an Position 53 eliminiert und eine Substitution 

H54D in Angleichung an den nativen KcsA eingeführt. 

In Analogie zu den spannungsgesteuerten Kaliumkanälen Kv1.x sollten im Weiteren 

auch Chimären mit entsprechenden Substitutionen an Position 82 und 84, KcsA-Skb-

Y82V und KcsA-Skb-V84N, sowie eine Doppelmutation KcsA-Skb-Y82V/V84N, 

hergestellt und untersucht werden (siehe VI.2). An der Position 82 konnte bereits für 

Kv1.3 mit Substitution an analoger Position H404Y im nativen Kanal eine 

Bindungsveränderung mit Skorpiontoxinen festgestellt werden [2]. Diese galt es für die 

Bindung von SKCa2 mit entsprechender Substitution an Position 82 und entsprechenden 

Liganden zu überprüfen. 

Nach erfolgreicher Klonierung der Subregion I von SKCa2 in KcsA bzw. unterschiedlich 

großen Teilregionen stehen die Bindungsversuche mit Apamin oder anderen an SKCa2 

bindenden Toxinen noch aus. 

 

 

1.3 Rolle der Mutation an Position F103L 

 

Während der Klonierung der Chimären KcsA-Ska und KcsA-Skb fand eine 

Punktmutation eines Phenylalanins an Position 103 zu einem Leucin statt. Diese 
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Position schien für die adäquate Faltung und Tetramerisierung der Kanalproteine sehr 

wichtig zu sein [75]. 

Die Expression der mutierten Kanalproteine KcsA-Ska und KcsA-Skb mit der Mutation 

F103L schien das Bakterienwachstum nach Induktion mit IPTG stark zu bremsen. Abb. 

3 zeigt nach Induktion einen starken Abfall der Wachstumsrate mit einer maximalen 

Bakteriendichte bei einer OD600 von 1,205. Gleichzeitig schien das Kanalprotein in 

eluierter Form als Tetramer instabil zu sein. Abb. 9a+b zeigt den Vergleich zwischen 

Chimäre IV in KcsA und dem mutierten Kanalprotein KcsA-Ska-F103L in einem SDS-

PAGE. Während sich bei der Chimäre IV das tetramere Protein als eine Bande bei ca. 

70 kDa darstellte, zeigte KcsA-Ska-F103L sowohl in denaturierter (B) als auch in 

nativer (U) Form nur Banden bei ca. 19 kDa, welche die Proteinmonomere darstellten. 

Allerdings bildeten die Kanalproteine KcsA-Ska und -Skb ohne Mutation im eluierten 

Zustand ebenfalls keine stabilen Tetramere aus. Eine endgültige Aussage über den 

tetrameren Status der KcsA-Sk-Chimären lässt sich nur in Bindungsassays mit 

Liganden und membranständigen im Vergleich zu gelösten Kanalproteinen machen.  

Als Ausdruck einer sehr geringen Expressionsrate von KcsA-Ska-F103L zeigt das 

Elutionsprofil in Abb. 7d eine sehr flache Elutionskurve im Vergleich zu anderen 

Expressionen (Abb. 7a-c). Selbst eine 0,5 l Kultur von KcsA Wildtyp-Kanal wies ein 

positiveres Elutionsprofil auf (Abb. 7c), als eine 1 l Kultur von KcsA-Ska-F103L. 

Gleichzeitig war das Bakterienwachstum aber stark eingeschränkt und nahm nach der 

Induktion sogar ab. Die Expression der Chimäre KcsA-Ska mit der Mutation F103L 

hatte möglicherweise einen wachstumsverhindernden Effekt, da insuffiziente 

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

Kanaltoxinen und Chimären der Kanäle Kv1.x in KcsA.  

 

Die in weiteren Versuchen verwendeten Chimären KcsA-Kv1.1 (Chi XI) und KcsA-

Kv1.1-L81M (Chi XI-M), sowie Chi IV, Chi VIII und Chi VIII-G56T wurden in 

ähnlicher Weise kloniert (Peptidsequenz in Tab. 1) und exprimiert, wie die im vorigen 

Abschnitt beschriebenen Chimären. Abb. 5 zeigt exemplarisch das Bakterienwachstum 

von Chimäre IV in verschiedenen Vektoren, sowie vom KcsA-Kanal im Vektor pQE32. 

Die Expression nach Induktion konnte im SDS-PAGE für die Proteine verifiziert 

werden (Abb. 6). Abb. 7a-c zeigen die entsprechenden Elutionsprofile. Für die Chimäre 

IV ließ sich im Vektor pQE32 eine vergleichsweise höhere Expressionsrate zur selben 

Chimäre im Vektor pQE70 feststellen. 

Für die Chimäre IV konnte eine stabile tetramere Struktur in eluierter, 

membranungebundener Form bestätigt werden (Abb. 9a) [57]. 

Eine Möglichkeit neue Liganden zu entdecken bot die Ligandenselektion durch 

Screening von Phagen-Peptidbibliotheken (Phage-Display) [101,49]. Hierzu wurde eine 

Phagen-Zufallsbibliothek mit einem Heptapeptid auf dem Mantelprotein der Phagen zur 

Inkubation mit dem Kanalprotein verwendet. Mögliche bindende Phagen wurden dann 

selektiert (IV.2.8.1). Es konnten zwei Phagen mit bindendem Heptapeptid vom 

Wildtyp-Kanal KcsA und fünf Phagen von der Chimäre IV eluiert werden (V.3). Über 

die Bindungseigenschaften der isolierten Heptapeptide ließ sich allerdings nur eine 

begrenzte Aussage machen. Es konnte keine sich wiederholende Sequenz in den 

Panning-Runden isoliert werden. Eine Aussage, ob der Phage tatsächlich an die 

Porenregion des Kanals band, oder ob er überhaupt einen Einfluss auf die 

Ionendurchlässigkeit hatte, ließ sich ohne weiteres nicht feststellen. Die Heptapeptide 

hätten erst isoliert und in höheren Konzentrationen hergestellt werden müssen, um sie in 

Bindungsassays oder in elektrophysiologischen Experimenten verwenden zu können. 

Über Probleme bei der Immobilisation eines Proteins an einer magnetischen Ni2+NTA-

Sonde zur Ligandenselektion aus einer Phagenbibliothek konnte bereits berichtet 

werden, da auch hier keine konsensuellen Peptidsequenzen isoliert werden konnten. 

Ebenfalls wurde berichtet, dass durch Phage-Display selektierte Heptapeptide, die von 

im ELISA immobilisierten Rezeptorproteinen gewonnen wurden, isoliert keine 

zufriedenstellende Affinität zum Rezeptor zeigten [27]. 
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Sicherlich bietet der Phage-Display eine gute Möglichkeit, neuartige 

Oligopeptidliganden zu entdecken. Allerdings benötigt der Phage-Display eine lange 

Vorbereitungsphase mit vielen Vor- und Kontrollversuchen, in denen sichergestellt 

wird, dass tatsächlich nur Phagen mit Oligopeptiden selektiert werden, die an die Kanal-

Porenregion binden. Dieses zu gewährleisten ist recht schwierig und aufwendig. Neben 

der idealen Rezeptor- und Phagenkonzentration und den optimalen Milieubedingungen 

für alle beteiligten Komponenten muss auch nach einem Immobilisationsverfahren für 

den Kanalrezeptor gesucht werden. Ebenso muss das Hintergrundrauschen unspezifisch 

und nicht bindender Phagen möglichst gering gehalten werden. Selbst nach 

erfolgreicher Selektion eines bindenden Phagen lässt sich erst nach Isolation und 

Amplifikation des Oligopeptids in Folgeversuchen eine Aussage über dessen 

Bindungseigenschaften in der Porenregion des Kanalpeptids machen. 

Deshalb wurde in dieser Arbeit zur Identifikation und Charakterisierung von 

Bindungsstrukturen im Weiteren auf Bindungsexperimente mit bekannten Liganden und 

den konstruierten Chimären der spannungsgesteuerten Kaliumkanäle Kv1.X in KcsA 

zurückgegriffen. 

 

 

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

(KTX) und KcsA-Kv1 Chimären in der Subregion III de r Porenregion 

 

Viele Skorpiontoxine wiesen eine ausgeprägte Sequenzhomologie (Tab. 5) und eine 

große Strukturähnlichkeit in der Sekundär-, Tertiär-, und Quartärstruktur der 

Proteinfaltung auf [2]. Für das Skorpiontoxin Agitoxin 2 (AgTX2) konnten schon für die 

Bindung an den Kv1.3-Kanal [24] bzw. an den homologen Shaker-Kanal aus 

Drosophila melanogaster [84] wichtige Strukturen identifiziert werden. Die 

Kristallstrukturanalyse von KcsA [19] wurde zu Grunde gelegt, um ein 

Kopplungsmodell von AgTX2 an Kv1.3 zu erstellen [24]. 

Es wurde vorgeschlagen, dass ein zentrales Lysin 27 in AgTX2 über 

Wasserstoffbrückenbindung an alle vier Tyrosin 395 der Signatursequenz aller α-

Untereinheiten in Kv1.3 bindet. Dieses Lysin lässt sich in allen Skorpiontoxinen an 

homologer Position wiederfinden. Als weitere wichtige Bindungsstellen in AgTX2 
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wurden Arginin 24, welches zu Aspartat 381 in der ersten α-Untereinheit von Kv1.3 

eine Ionenbindung ausbilden würde, sowie Aspartat 30 in AgTX2, welches eine 

Wasserstoffbrückenbindung zum gegenüberliegenden Aspartat 381 in der dritten α-

Untereinheit ausbilden würde, vorgeschlagen. Aspartat 381 befindet sich in der 

Subregion I des P-Loops (Tab. 1). Neben diesen 3 wichtigsten Bindungspartnern zeigen 

sich noch weitere wichtige interagierende Aminosäuren zwischen AgTX2 und Kv1.3, 

welche sich in homologen Strukturen in KTX und HgTX1 wiederfinden (Tab. 5): 

Für AgTX2 konnte zwischen Phenylalanin 25 und Methionin 398 der jeweils ersten der 

vier α-Untereinheiten in Kv1.3 eine hydrophobe Wechselwirkung wahrscheinlich 

gemacht werden. Die Position 398 in Kv1.3 zeigt sich homolog zur Position L81 in der 

Subregion III von KcsA. Die Rolle dieser Position in der Bindung sollte auch für KTX 

und HgTX1 überprüft werden, indem die Bindungseigenschaften der Toxine zu KcsA-

Kv1.1 mit denen zur selben Chimäre mit einer Substitution L81M verglichen wurden 

(VI.2.1.1). 

Eine weitere wichtige Position in Kv1.3 in der Subregion III ist das benachbarte 

Histidin 399. Danach bilden Histidin 399 in der dritten der vier α-Untereinheiten von 

Kv1.3 hydrophobe Wechselwirkungen mit dem Methionin 29 und H399 der vierten α-

Untereinheit mit dem Threonin 36 in AgTX2 aus. Die homologe Position zu H399 stellt 

Y82 in KcsA dar. Da KTX ein Methionin und ein Threonin und HgTX1 das Methionin 

in homologer Position zu AgTX2 besitzen (Tab. 5), sollte die Bindung der Toxine zu  

den KcsA-Chimären mit entsprechenden Substitutionen an Position 82 überprüft 

werden. Hierzu wurden die Bindungseigenschaften der Toxine zur KcsA-Chimäre IV 

mit denen zur Chimäre VIII, die die Doppelmutation L81M/Y82H enthält, verglichen 

(VI.2.1.2). 

Die KcsA-Chimären KcsA-Kv1.1, KcsA-Kv1.2 (in dieser Arbeit nicht weiter 

aufgeführt) und KcsA-Kv1.3 wurden hergestellt, indem die Subregion I (Tab.1) von 

KcsA, die die äußere Kanzelregion des Kanalporeneingangs bildet, durch die des 

entsprechenden Kv-Kanals substituiert wurde. Aus dem Bindungsmodell zwischen 

KcsA-Kv1.3 und KTX ist bekannt, dass die Aminosäuren der Positionen 56-64 im 

Kontakt zu KTX stehen [57]. Ebenso sollten die oben beschriebenen Aminosäuren in 

der Subregion III an Position 81 und 82, die wichtige Bindungsstrukturen in der 

Bindung mit AgTX2 bilden, in der Bindung mit KTX und HgTX2 überprüft werden. 

Diese unterscheiden sich im KcsA-Kanal zu Kv1.1, Kv1.2 und Kv1.3 in homologer 
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Position folgendermaßen: KcsA: LY(82); Kv1.1: MY(379); Kv1.2: MV (381); Kv1.3: 

MH(399). 

Um diese Bindungsstellen für die Ligandenbindung mit KTX und HgTX1 zu 

überprüfen, wurden neue KcsA-Kv1 Chimären mit entsprechenden Substitutionen an 

Position 81 und 82 hergestellt: KcsA-Kv1.1-L81M (Chi XI-M); KcsA-Kv1.2-

L81M/Y82V (in dieser Arbeit nicht weiter verwendet); KcsA-Kv1.3-L81M/Y82H (Chi 

VIII). Im Falle der KcsA-Kv1.3-Chimäre war das Kanalprotein nach Einführung der 

Substitution L81M/Y82H nicht mehr exprimierbar, so dass eine intermediäre Chimäre 

KcsA-Kv1.3(57-64)-L81M/Y82H mit nur partieller Substitution in Subregion I konstruiert 

wurde [56]. 

Es wurden dann die Bindungseigenschaften der Chimären mit Substitution in Subregion 

III für KTX und HgTX1 mit denen der Toxine zu den Chimären ohne die Substitution 

verglichen. 

 

 

 

 

 

I AgTX2 G V P I N V S C T G S P Q C I K P C K D A  G M R F G  K C M N R K C H C T P K 

 KTX G V E I N V K C S G S P Q C L K P C K D A  G M R F G  K C M N R K C H C T P K 

      5     10     15     20      25      30     35    

II MgTX  T I I N V K C T S P K Q C L P P C K A Q F G Q S A G A K C M N G K C K C Y P H 

 HgTX1  T V I D V K C T S P K Q C L P P C K A Q F G I R A G A K C M N G K C K C Y P H 

       5     10     15     20     25     30     35     

       Kacrorowski [47], Gao [24] 
 
Tab. 5: Aminosäuresequenzen einiger Peptidinhibitor en der Kv-Kanäle aus 
Skorpiontoxinen. Gruppe I: AgTX2: Agitoxin 2 und KTX: Kaliotoxin; Gruppe II: MgTX: 
Margatoxin und HgTX1: Hongotoxin 1. Grau unterlegt und mit Linien verbunden sind die 
Cystinbrücken. Schwarz unterlegt: wichtige potentielle Bindungsstellen in AgTX2 für die Bindung 
an Kv1.3. 
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 KcsA-Kv1.1 KcsA-Kv1.3 

 Chi XI Chi XI-L81M Chi IV Chi VIII Chi VIII-G56T 

HgTX1 IC 50: 0,6 nM IC50: 28,9 nM IC50: 0,23 nM 

 

IC 50: 2,97 nM 

 

IC 50: 0,16 nM 

 

   Kd:   29,5 pM* 

 

K d:   582 pM * 

 

K d:   122 pM * 

 

   Kon:  1,1 x109 

             M-1min-1*  

 

K on:  1,05 x109 

                M-1min-1 

 

K on:  3,26 x109 

                M-1min-1 

 

   Koff: 

     Membranen: 

         0,292 min-1*  

     Liposomen: 

         0,136 min-1 

 

K off: 

     Membranen: 

         0,2581 min-1 

     Liposomen: 

         n. b. 

K off: 

     Membranen: 

         0,5128 min-1 

     Liposomen: 

         n. b. 

KTX IC 50: 4,5 nM* IC 50: 20,7 nM* IC 50: 0,37 nM 

 

K d:   63,4 pM* 

IC 50: 6,08 pM 

 

K d:   6,1 pM* 

IC 50: 5,81 pM 

 

K d:   5,1 pM* 

* Daten von C. Legros [56] 

Tab. 6: Verschiedene Bindungskonstanten für die Kcs A-Kv1.1- und KcsA-Kv1.3 
Chimären. 
n. b.: nicht bestimmt 
 

 

2.1.1 Rolle der Position 81 der Subregion III in de r Bindung mit 125I-

HgTX1-A19Y/Y37F und 125I-KTX 

 

Eine der Position 81 im KcsA-Kanal und den KcsA-Chimären homologe Position ist 

Methionin 448 im den Kv1-Kanälen verwandten Shaker Kanal aus Drosophila 

melanogaster. Eine Substitution M448A zeigte in Bindungsversuchen mit Agitoxin 2 

(AgTX2) einen Abfall der Bindungsaffinität um das 80-fache, mit einer Kd von 0,741 

nM im Shaker-Kanal ohne Mutation auf eine Kd von 60,13 nM im Shaker-Kanal mit 

Mutation. Es zeigte sich, dass das Methionin an Position 448 mit dem Phenylalanin an 

Position 25 in AgTX2 in hydrophober Wechselwirkung stand [84]. 
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Für AgTX2 als Ligand konnte eine 89%ige Strukturübereinstimmung zu KTX 

nachgewiesen werden (Tab. 5) [26]. 

Analog zur Bindung des Shaker-Kanals zu AgTX2 war es wahrscheinlich, dass das 

Leucin an Position 81 der KcsA-Kv1.1 Chimäre in hydrophober Wechselwirkung zu 

F25 in KTX stehen würde, welche stärker ausgeprägt war, als mit einem Methionin an 

dieser Position. 

Zwischen der Chimäre XI und der Chimäre XI-M mit der Mutation L81M konnten 

sowohl für Kaliotoxin als auch für Hongotoxin unterschiedliche Bindungskonstanten 

ermittelt werden, die sich für KTX um das 5-fache und für HgTX1 um das 50-fache 

unterschieden (Tab. 6). Für die Chimäre XI konnte eine IC50 von 4,5 nM in der Bindung 

zu KTX festgestellt werden, die somit eine ca. 8-fach niedrigere Affinität aufwies, als in 

der Bindung zu HgTX1 mit einer IC50 von 0,6 nM. Im Falle der Chimäre XI-M mit der 

Substitution L81M zeigten die Bindungsversuche mit KTX eine IC50 von 20,7 nM und 

mit HgTX1 einen ähnlichen Wert von 28,9 nM. Die Unterschiede in den Affinitäten der 

Toxine zum Kanal waren somit fast aufgehoben. 

Es ließ sich also eine Abschwächung der Affinität zu den Toxinen mit der Substitution 

L81M in der KcsA-Kv1.1 Chimäre feststellen, die im Fall von HgTX1 sogar noch 

ausgeprägter war, als bei KTX. Das Leucin an Position 81 scheint somit für beide 

Toxine eine Rolle für ihre Bindung zum Kanal zu spielen. In Hongotoxin 1 befindet 

sich ein Alanin an homologer Position zum Phenylalanin 25 in KTX (Tab. 5). 

Möglicherweise steht dieses ebenso in hydrophober Wechselwirkung zum Leucin an 

Position 81 in der KcsA-Kv1.1 Chimäre, was die hohe Affinität von HgTX1 zum Kanal 

erklären könnte.  

 

 

2.1.2 Rolle der Position 82 der Subregion III in de r Bindung mit 125I-HgTX-

A19Y/Y37F und 125I-KTX 

 

Für das Skorpiontoxin Margatoxin (MgTX) konnte eine 89%ige 

Sequenzübereinstimmung der Aminosäuren zu Hongotoxin 1 (HgTX1) festgestellt 

werden  (Tab. 5) [47]. In Bindungsstudien mit MgTX am nativen Kv1.3-Kanal konnte 

gezeigt werden, dass die Substitution H404Y keinerlei Einfluss auf das 
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Bindungsverhalten hat [2]. Die Position 404 (entspricht oben H399) im nativen Kv1.3 

Kanal entspricht strukturell der Position 82 im KcsA-Kanal. Um herauszufinden, ob 

diese Position 82 für die Bindung von HgTX1 an Kv1.3 wichtig ist, wurde untersucht, 

ob die Substitution L81M/Y82H in der Chimäre VIII Einfluss auf die Bindung mit 

HgTX1 hatte. Wegen der Exprimierbarkeit wurde eine KcsA-Kv1.3(57-64) Chimäre VIII 

mit Substitution L81M/Y82H verwendet (VI.2.1). 

Die kompetitiven Bindungsexperimente konnten zeigen, dass die Chimäre VIII mit 

Doppelsubstitution L81M/Y82H eine ca. 13-fach geringere Affinität zu 125I-HgTX1-

A19Y/Y37F mit einer IC50 von 2,97 nM (Abb. 13) gegenüber der Chimäre IV mit einer 

IC50 von 0,23 nM (Abb. 12) aufweist. Dieser negative Effekt der Doppelmutation auf 

die Affinität konnte in Bindungssättigungsexperimenten, in denen Chimäre IV eine Kd 

von 29,5 pM und Chimäre VIII eine Kd von 582 pM aufwies, bestätigt werden (Tab. 6). 

In den kinetischen Experimenten wurde für Chimäre IV eine 

Assoziationsratenkonstante (kon) von 1,1 x109 M-1min-1 gegenüber einer kon von 1,05 

x109 M-1min-1 für die Chimäre VIII festgestellt. Die Dissoziationsratenkonstante zeigte 

für Chimäre IV eine koff von 0,292 min-1 und für Chimäre VIII eine koff von 0,258 min-1. 

Die Ergebnisse zeigten einen geringen Unterschied der Konstanten an den beiden 

Chimären IV und VIII, was mit den Ergebnissen aus den Bindungsexperimenten mit der 

Kv1.3-H404Y Mutation und MgTX übereinstimmte. Die Doppelmutation L81M/Y82H 

in der KcsA-Kv1.3 Chimäre hatte also einen negativen Einfluss in der Bindung mit 

HgTX1. 

Anders zeigte sich das Bindungsverhalten der Chimären IV und VIII mit KTX. KTX 

wies zur Chimäre VIII mit einer IC50 von 6 pM eine ca. 60-fach höhere Affinität auf, als 

zur Chimäre IV mit einer IC50 von 370 pM (Tab. 6). Ein affinitätssteigernder Effekt in 

der Bindung mit KTX konnte für die Substitution des Tyrosins an Position 82 durch 

andere Aminosäuren in den KcsA-Chimären bereits ausgemacht werden. Das Tyrosin 

an Position 82 scheint ein sterisches Hindernis in der Kanalkonfiguration zu bilden, das 

die Bindung von KTX an die Kanalpore erschwert [57]. 

Offensichtlich scheint das Histidin an Position 82 in der KcsA-Kv1.3 Chimäre die 

Bindungsaffinität mit KTX also zu steigern, während es die Affinität zu HgTX1 

unbeeinflusst lässt. Dieses könnte auf eine Interaktion zwischen dem H82 in Chimäre 

VIII und dem T36 in KTX hinweisen, wie sie schon zwischen AgTX2 und Kv1.3 in 

homologer Position beschrieben wurde [24]. 
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Für die Position D370 in Subregion I in Kv1.3 wurde über eine pH-abhängige Bindung 

zu H34 in KTX berichtet [103]. In der Chimäre VIII wurde diese Region aufgrund der 

Exprimierbarkeit aus Kv1.3 nicht übernommen. Dennoch scheint die Doppelmutation 

L81M/Y82H den Verlust dieser Bindungsstelle zu kompensieren. Auch wuden in dieser 

Arbeit die Bindungsexperimente im physiologischen pH-Bereich von 7,4 durchgeführt, 

so dass die fehlende Bindungsstelle in Subregion I in der Bindung mit KTX 

möglicherweise nicht ins Gewicht fällt. 

Für HgTX1 konnte eine vergleichbare Bindungsstelle in homologer Position bisher nicht 

beschrieben werden. In Bindungsexperimenten mit einer KcsA-Kv1.2-L81M/Y82V 

Chimäre konnte eine Affinitätssteigerung zu HgTX1 nach Einführung der 

Doppelmutation L81M/Y82V beobachtet werden (Daten hier nicht aufgeführt) [56]. Im 

Fall der Chimäre VIII mit der Doppelsubstitution L81M/Y82H zeigte sich eine 

Minderung der Affinität zu HgTX1 im Vergleich zur Chimäre IV. Deshalb war in 

Betracht zu ziehen, dass die sich von der Chimäre IV unterscheidenden Aminosäuren in 

der Subregion I der Chimäre VIII für die Minderung der Affinität verantwortlich sind. 

 

Im Vergleich der beiden Toxine KTX und HgTX1 in den Bindungskonstanten zu den 

Chimären untereinander (Tab. 6) zeigte sich für die Chimäre IV eine nur ca. 1,5-fach 

höhere Affinität zu HgTX1 mit einer IC50 von 0,23 nM gegenüber KTX mit einer IC50 

von 0,37 nM. Mit der Substitution L81M/Y82H in Chimäre VIII fiel die Affinität zu 

HgTX1 stark ab (IC50= 2,97 nM), während sie für KTX stark anstieg (IC50= 6,08 pM). 

Die beiden IC50 aus der Bindung mit der Chimäre VIII unterschieden sich um den 

Faktor 490. Die Doppelmutation in der Subregion III scheint eine wichtige Rolle in der 

Bindung mit KTX zu spielen, während sie auf die Bindung mit HgTX1 einen negativen 

Einfluss hat (VI.2.1). 

 

 

2.2 Bindungsstellen zwischen Hongotoxin 1 (HgTX 1) bzw. Kaliotoxin 

(KTX) und KcsA-Chimären in der Subregion I 

 

Zur näheren Charakterisierung des Bindungsverhaltens zwischen 125I-

HgTX1(A19Y/Y37F) und KcsA-Kv1.3 wurden die sich vom KcsA-Kanal 
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unterscheidenden Aminosäuren in Subregion I herangezogen. Aus dem Strukturmodell 

für die Wechselwirkung zwischen Kv1.3 und AgTX2 war bereits bekannt, dass in Kv1.3 

das Threonin 373 der zweiten der vier α-Untereinheiten potentiell eine 

Wasserstoffbrückenbindung mit Threonin 9 in AgTX2 und das T373 der vierten α-

Untereinheit eine hydrophobe Wechselwirkung mit dem Prolin 37 in AgTX2 eingehen 

[24]. Da sich P37 und T9 in HgTX1 an homologen Positionen befinden (Tab. 5), sollte 

die Bindung zur homologen Position von T373 in der Subregion I von KcsA, welche 

G56 entspricht (Tab. 1), mit KTX und HgTX1 untersucht werden. Es wurde eine 

intermediäre Chimäre von Chimäre VIII mit einer Substitution G56T benutzt, die 

ebenfalls die Doppelsubstitution L81M/Y82H enthält. 

In Bindungsexperimenten konnte für die Chimäre VIII-G56T mit einer IC50 von 0,16 

nM (Abb. 13) eine 18,6-fach höhere Affinität des Liganden 125I-HgTX1(A19Y/Y37F) 

zum Kanal festgestellt werden als für die Chimäre VIII ohne diese Mutation mit einer 

IC50 von 2,97 nM (Tab. 6). Die Bindungskonstanten bestätigen die Tendenz der 

Affinitäten aus Bindungssättigungsexperimenten mit 125I-HgTX1-A19Y/Y37F. Hier 

konnte für die Chimäre VIII eine Kd von 582 pM festgestellt werden. Im Vergleich 

wurde für die Chimäre VIII-G56T eine Kd von 122 pM und somit eine ca. 5-fach höhere 

Affinität festgestellt (Tab. 6). 

Ebenso zeigten die Chimäre IV mit einem Threonin an Position 56 und ohne die 

Doppelsubstitution L81M/Y82H im Vergleich zur Chimäre VIII-G56T mit der 

Doppelmutation einen nur sehr geringen Unterschied zwischen den Affinitäten zu 

HgTX1. Dies ist ein Hinweis darauf, dass das Threonin an Position 56 in KcsA-Kv1.3 

die Affinität zu HgTX1 beeinflusst [56]. 

 

Kinetische Experimente konnten zeigen, dass die Chimäre VIII-G56T ein ca. 3-fach 

größere Assoziationsratenkonstante besitzt (kon= 3,26 x109 M-1min-1), als die Chimäre 

VIII ohne die Mutation mit einer kon von 1,05 x109 M-1min-1 (Abb. 16). 

Bei Ermittlung der Dissoziationsratenkonstante zeigte die Chimäre VIII mit der 

Substitution G56T eine 2-fach schnellere Dissoziation mit einer koff von 0,5277 min-1, 

als die Chimäre ohne Mutation mit einer Koff von 0,2581 min-1 (Abb. 15). 

Aus dem Verhältnis koff/kon der beiden Konstanten lässt sich die Dissoziationskonstante 

Kd berechnen. Diese war mit 245 pM für die Chimäre VIII ohne Substitution und mit 

157,3 pM für die Chimäre VIII-G56T näherungsweise übereinstimmend mit 
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Dissoziationskonstanten Kd, die in Bindungssättigungsexperimenten ermittelt wurden 

(Tab. 6). 

Der signifikante Unterschied zwischen den Assoziations- und Dissoziations-

ratenkonstanten liefert einen weiteren Hinweis auf eine Beteiligung des Threonins an 

Position 56 in der Bindung zwischen 125I-HgTX1-(A19Y/Y37F) und KcsA-Kv1.3, 

welche für die Bindung mit KTX keine Rolle zu spielen scheint [56]. 125I-KTX zeigte 

eine ähnliche Affinität zu beiden Chimären VIII mit und ohne Mutation G56T mit einer 

IC50 von 6,08 pM bzw. 5,81 pM (Tab. 6). Die Ergebnisse bestätigten die 

Gleichgewichtsdissoziationsraten (Koff) aus Bindungssättigungsexperimenten mit 125I-

KTX. Hier zeigte sich für Chimäre VIII ohne Substitution eine Kd von 6,1 pM und für 

Chimäre VIII-G56T eine Kd von 5,1 pM (Tab. 6) [56]. 

Obwohl sich das oben beschriebene Prolin 37 in AgTX2 und HgTX1 auch in KTX 

wiederfindet und obwohl sich an homologer Position 9 das sehr ähnliche Serin anstelle 

des Threonin in KTX befindet (Tab. 5), zeigten HgTX1 und KTX bei der Substitution 

G56T in der Chimäre VIII ein recht unterschiedliches Bindungsverhalten. Für KTX 

scheint also die Position 56 in Subregion I der KcsA-Chimären im Bindungsverhalten 

unwichtig zu sein, was darauf schließen lässt, dass beide Toxine trotz großer 

Strukturähnlichkeit [47] aller Wahrscheinlichkeit nach auf geringfügig unterschiedliche 

Weise an den Kanal binden. Möglicherweise sind kleine Strukturunterschiede oder 

unterschiedliche Bindungsstrukturen außerhalb der Subregion I der verschiedenen 

Kanalproteine für die Bindung der beiden Toxine verantwortlich [58]. 

 

Im Vergleich der beiden Toxine KTX und HgTX1 in den Bindungskonstanten zu den 

Chimären untereinander zeigte sich Folgendes: In den Bindungsexperimenten mit der 

Chimäre VIII mit der Substitution G56T in Subregion I zeigte sich für HgTX1 eine IC50 

von 0,16 nM, die eine ca. 28-fach niedrigere Affinität aufwies, als die für KTX mit 

einem Wert von 5,81 pM. Die Substitution G56T in Subregion I scheint den 

Affinitätsverlust der Chimäre VIII mit der Doppelmutation L81M/Y82H in Subregion 

III in der Bindung mit HgTX1 teilweise zu kompensieren. Für die Bindung von KTX hat 

die Substitution G56T allerdings keinen Einfluss. 

 

 



VI. Diskussion   

 

69 

2.3 Veränderung des Bindungsverhaltens von Chimäre IV in Liposomen 

 

Die Dissoziationsratenkonstanten koff stellten sich für alle drei Chimären IV, VIII und 

VIII-G56T recht unterschiedlich dar. Im Vergleich zur Chimäre IV (Abb. 17) zeigte 

sich hier für die Chimäre VIII-G56T (Abb. 15) eine sogar 4-fach größere 

Dissoziationsratenkonstante. Daraus konnte man schließen, dass die Kanalproteine in 

ihren verschiedenen Verankerungs- oder Lösungszuständen recht unterschiedliche 

Bindungseigenschaften aufweisen. Die Verankerung oder Expression des Kanals in 

Bakterienmembranen hätte eine geringfügig andere Konformation aufweisen konnen, 

als der nach Expression nachträglich in eine Lipid-Doppelmembran eingebrachte Kanal 

im Fall der Liposomen, so dass sich die Bindungsaffinitäten veränderten. Für das 

Bindungsverhalten nativer Kv1.3-Kanäle in eukaryotischen Biomembranen gegenüber 

ihren Chimären in KcsA konnte ein deutlicher Unterschied im Bindungsverhalten 

ausgemacht werden [58], so dass, abgesehen von Bindungsstrukturen außerhalb der 

Subregion I der Porenregion, auch eine unterschiedliche Zugänglichkeit des Toxins an 

den Kanal in verschiedenen Biomembranen postuliert werden konnte. 

Eines der Probleme bei der Interpretation von Affinitäten aller Chimären könnte die 

unterschiedliche Sekundär- und Tertiärstruktur der KcsA-Chimären gegenüber der von 

nativen humanen Kv-Kanäle sein. Die KcsA-Chimären hätten sich andersartig falten 

können, so dass sich Aminosäurereste bei analoger Primärstruktur in der Porenregion 

anders präsentieren würden, als in den nativen Kanälen.  

 

 

2.4 Auswertung von Bindungsexperimenten 

 

Eine Möglichkeit, die Affinität eines Liganden zu einem Rezeptor zu untersuchen, 

besteht in Bindungssättigungsexperimenten, bei denen der Rezeptor mit verschiedenen 

Konzentrationen radioaktiv markierter Liganden inkubiert wird. Eine andere 

Möglichkeit besteht darin, wie in den kompetitiven Bindungsexperimenten in dieser 

Arbeit dargestellt, die Konzentration des Radioliganden konstant zu halten und ihn mit 

unmarkierten Liganden um den Rezeptor konkurrieren zu lassen. Der große Vorteil in 
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der zweiten Methode besteht darin, dass weniger teurer und aufwendig herzustellender 

Radioligand verbraucht wird. 

In homologen Bindungsexperimenten gilt: IC50= [Radioligand]+ Kd. Aus der Gleichung 

lässt sich ersehen, dass bei hohen Konzentrationen an Radioliganden, die über das 

zehnfache der Kd liegen, sich die IC50 nur unwesentlich ändert. Auf der anderen Seite 

führen zu geringe Konzentrationen an Radioliganden im Verhältnis zum Rezeptor zur 

Erschöpfung des freien Liganden. Das bedeutet, dass mit steigenden Konzentrationen 

an nicht markiertem Liganden, wie im Experiment vorgesehen, auch die Konzentration 

an freiem Radioliganden ansteigt, da dieser vom Rezeptor verdrängt wird. 

Voraussetzung von homologen Bindungsexperimenten ist allerdings eine konstant 

gleiche Rezeptor- und Radioligandenkonzentration in allen Verdünnungsreihen des 

unmarkierten Kompetitors [70]. 

Dennoch wurde die Konzentration des Radioliganden in den vorliegenden 

Experimenten weit unter der ermittelten IC50 gewählt, um den Verbrauch des aufwendig 

und teuer zu erhaltenden Radioliganden möglichst gering zu halten. 

Daten mit einer möglichen Ligandenerschöpfung lassen sich durch eine Gleichung 

mathematisch transformieren, indem indirekt für jeden Wert die wirkliche 

Konzentration an Radioliganden und unmarkiertem Kompetitor im 

Reaktionsgleichgewicht ermittelt wird [97]. Für die transformierten Daten ließen sich 

sehr ähnliche Werte im Vergleich zu den untransformierten feststellen, so dass 

Ligandenerschöpfung in den vorliegenden Experimenten eine geringere Rolle gespielt 

zu haben schien.  

Ein ähnliches Problem ergibt sich bei der Ermittlung der Assoziationsratenkonstante kon 

aus der observierten Assoziationsratenkonstante kob nach der Beziehung kon= (kob koff)/ 

[Radioligand]. Bei sehr geringen Konzentrationen an Radioliganden ergeben schon 

geringe Unterschiede in kob im Rahmen des Experimentierfehlers recht große 

Schwankungen in der kon, so dass der wahre Wert schwierig zu ermitteln ist. 

Zusammenfassend lässt sich jedoch feststellen, dass sich zur genauen quantitativen 

Charakterisierung der Dissoziationskonstante Kd Bindungssättigungsexperimente und 

das Verhältnis aus Assoziation- und Dissoziationsratenkonstante kon/koff besser eignen, 

als kompetitive Bindungsexperimente. Sie lassen sich besser nutzen, wenn man zuvor 

eine Größenvorstellung der Dissoziationskonstante gewonnen hat. Allerdings ließ sich 

ein qualitativer Unterschied, ob also überhaupt ein Unterschied in der Bindungsaffinität 
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zwischen zwei Chimären gegenüber den Toxinen besteht, auch anhand der vorliegenden 

kompetitiven Bindungsexperimente feststellen. 

 

 

3. Aussichten der Strukturaufklärung und Charakteri sierung von 

Kaliumkanälen und Liganden. 

 

Diese Arbeit konnte einen Beitrag zur Strukturaufklärung von KcsA-Kv1.X Chimären 

liefern. Hierbei stellte sich der prokaryotische KcsA-Kanal als ein vorteilhaftes 

Hilfsmittel heraus, um in seiner Porenregion die humanen Kv- und SK-Kanäle als 

Chimären zu imitieren. 

Durch die Strukturaufklärung von Kanalrezeptoren und ihren Liganden lassen sich sehr 

spezifische, neue, den Kanal beeinflussende Substanzen herstellen. Der 

spannungsgesteuerte Kaliumkanal Kv1.3 stellt ein wirkungsvolles Ziel in der 

Entwicklung von immunmodifizierenden Substanzen zur Behandlung von 

entzündlichen Erkrankungen oder der Vorbeugung der Organabstoßungsreaktion nach 

Transplantation dar [15]. 

Anhand der Strukturaufklärung des Kaliumkanals Kv1.3 konnten synthetische 

Kanalinhibitoren entwickelt werden, die die T-Zellaktivierung messbar unterdrücken 

[33,22,60]. Teilweise konnte schon durch die Veränderung einer einzelnen Aminosäure 

am Peptidliganden die Selektivität für einen Kanal stark erhöht werden [48]. Durch die 

Entwicklung von T-lymphozytären Kanalliganden, die nur einen Kanaltyp inhibieren,  

lassen sich hochspezifische Immunsuppressiva entwickeln. Allerdings kommt kein 

Kaliumkanal ausschließlich auf T-Lymphozyten vor. Durch die Charakterisierung vieler 

Kaliumkanäle auf T-Lymphozyten ließe sich eine Art Cocktail von Kanalinhibitoren 

kreieren, die in ihrer Gesamtheit spezifisch für T-Lymphozyten und für andere 

Organsysteme nebenwirkungsärmer wären. 

Für die Substanzgruppe der Psoralene, die bisher bevorzugt in der Therapie der 

Psoriasis eingesetzt werden,  konnte eine Beeinflussung der Signaltransduktion in T-

Lyphozyten über die Inhibition der Kv1.x-Kanäle berichtet werden [96]. Für die 

Substanzgruppe wurde eine suppressive Wirkung von Autoimmunprozessen im ZNS 

z.B. bei der Entstehung der Multiplen Sklerose und anderen Autoimmunerkrankungen 
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postuliert. Diese Eigenschaft könnte dann auch anderen Kanalinhibitoren der Kv1.X-

Kanäle zugeschrieben werden. 

Ebenfalls wurde über so genannte Fetaltyp-T-Lymphozyten berichtet, deren Rolle bei 

der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose oder Myasthenia 

gravis noch recht kontrovers diskutiert wird [68]. Es wäre vorstellbar, dass solche T-

Lymphozyten-Subtypen und Vorstufen mit anderen Expressionsmustern von 

Kaliumkanal-Typen im Vergleich zu gesunden adulten T-Lymphozyten sehr spezifisch 

über diese Kanäle supprimiert werden könnten. 

Die Strukturaufklärung der Kaliumkanäle auf T-Lymphozyten kann also auch einen 

direkten Angriffspunkt in der Therapie von Autoimmunerkrankungen liefern. 
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VII Zusammenfassung 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde nach charakteristischen Bindungsstrukturen zwischen 

verschiedenen Kaliumkanälen auf T-Lymphozyten und entsprechenden Liganden 

gesucht. Teile der Porenregion der eukaryotischen spannungsgesteuerten Kaliumkanäle 

Kv1.1 und Kv1.3 konnten mit der Porenregion des prokaryotischen KcsA-Kanals 

ausgetauscht werden, so dass KcsA die Porenregion der humanen Kaliumkanäle 

imitiert. In dieser Arbeit wurde der Austausch der Porenregion am Beispiel des auf 

leukämischen Jurkat T-Lymphozyten  exprimierten kalziumaktivierten Kaliumkanals 

SKCa2 erfolgreich vorgenommen. Die Kanalchimären KcsA-Ska und KcsA-Skb 

konnten in einer E.coli M15-Kultur exprimiert werden. 

Des Weiteren wurde in Bindungsassays das Bindungsverhalten zwischen den 

Kanalchimären KcsA-Kv1.1 sowie KcsA-Kv1.3 und den Kanaltoxinen Hongotoxin 1 

(HgTX1) und Kaliotoxin (KTX) untersucht. Im Fall von KcsA-Kv1.1 (Chi XI) wurde 

eine Substitution L81M in der Subregion III der Kanalpore eingeführt und mit der 

Bindungscharakteristik ohne Substitution verglichen.  Es konnte für HgTX1 ein sogar 

noch größerer Abfall der Affinität festgestellt werden als für KTX. Das Leucin an 

Position 81 scheint also für die Bindung beider Toxine wichtig zu sein.  

Die KcsA-Kv1.3 Chimäre (Chi IV) wurde mit der einer Doppelmutation L81M/Y82H 

(Chi VIII) in Subregion III in Bindungsassays verglichen. In die Chimäre VIII wurde 

zusätzlich eine Substitution G56T in Subregion I eingefügt und in Bindungsassays 

untersucht. Für das Threonin an Position 56 konnte so ein entscheidender Beitrag in der 

Bindung zu HgTX1 festgestellt werden, während diese Position für die Bindung mit 

KTX keine Rolle zu spielen scheint. Die Doppelmutation in der Subregion III (Chi 

VIII) scheint im Fall von Kv1.3 und der Bindung mit den benutzten Kanaltoxinen eine 

untergeordnete Rolle zu spielen.  

Die Identifikation neuer Bindungsstrukturen in Kaliumkanälen auf T-Lymphozyten 

sowie die Entwicklung neuer Liganden, die die Ionendurchlässigkeit der Kanäle 

beeinflussen, kann der Entwicklung hochspezifischer Immunsuppressiva und 

Autoimmuntherapeutika dienen. Hierbei stellten sich die KcsA-Chimären als 

hervorragende Mini-Modelle der eukaryotischen Kanalporen für pharmakologische 

Bindungsstudien heraus. 
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IX Anhang 

 

 

1. Lösungen und Puffer 

( in alphabetischer Reihenfolge) 

 

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Lösungen mit bidestilliertem Wasser 

angesetzt. 

 

AP-Puffer   50 mM  Tris-HCl, pH 8,5 

(Dephosphorylierung) 100 mM  EDTA 

 

BAK-Puffer   150 mM  KCl,    pH 7,0 

(Proteinaufreinigung)  50 mM  MOPS 

 

BBK-Puffer   150 mM  KCl,    pH 7,0 

(Proteinaufreinigung)  39 mM  NaH2PO4 

    61 mM  Na2HPO4 

 

BBK 40-Puffer  40 mM  DM in BBK-Puffer,  pH 7,0 

(Proteinaufreinigung) 

 

BBK I 30-Puffer  30 mM  Imidazol,   pH 7,8 

(Proteinaufreinigung)  4 mM  DM in BBK-Puffer 

 

BBK I 400-Puffer  400 mM  Imidazol,  pH 7,0 

(Proteinaufreinigung)  4 mM  DM in BBK-Puffer 

 

BBK 4-Puffer   4 mM  DM in BBK-Puffer,  pH 7,0 

(Proteinaufreinigung) 
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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 

 

Detektionslösung I  2,5 mM  Luminol (3-Aminophthalhydrazid) 

(Western Blot)   0,4 mM  p-Cumarsäure in DMSO 

    0,1 M  Tris-HCl, pH 8,5 

 

Detektionslösung II  0,02 %(v/v)  H2O2 

(Western Blot)   0,1 M  Tris-HCl, pH 8,5 

 

DNA-Probenpuffer (5x) 20 %(w/v) Ficoll 

(DNA-Gele)   100 mM  EDTA 

    0,025 %(w/v) Bromphenolblau 

    0,025 %(w/v) Xylenxyanol 

 

dNTP-Stammlösung  20 mM  pro dATP, dCTP, dGTP, dTTP 

(PCR) 

 

Entfärbelösung  10 %(v/v)  Essigsäure 

(Protein-Gele)   45 %(v/v)  Ethanol 

 

Ethidiumbromid-Lösung 10 mg/ml  Ethidiumbromid 

(DNA-Gele) 

 

Färbelösung   45 %(v/v)  Ethanol 

(Protein-Gele)   10 %(v/v)  Essigsäure 

    0,15 %(w/v) Serva Blue R250 

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

(Bindungsassays) 

 

GFX Gelelutionspuffer I: Pufferlösung mit Acetat und Chaotrope 

(DNA-Reinigung) 

 

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

(DNA-Reinigung) 

 

IPTG/Xgal-Lösung  0,05 g/ml  IPTG        in Dimethylformamid 

(Phagentitration)  0,04 g/ml  Xgal          

 

Jodit-Puffer   10 mM  Tris-HCl, pH 8,0 

(Phagen-DNA-Reinigung) 1 mM  EDTA 

    4 M  NaCl 

 

Laufpuffer      BBK, entgast 

(FPLC-Säulenchromatographie) 

 

Laufpuffer   25 mM  Tris-HCl 

(Protein-Gele)   192 mM  Glycin 

    0,1 %(w/v) SDS 

 

Ligationspuffer (10x)  200 mM  Tris-HCl, pH 7,9 

    100 mM  MgCl2 

    100 mM  Dithiothreitol (DTT) 

    6 mM  ATP 

 

Lösung I   50 mM  Tris-HCl, pH 7,5 

Zell-Resuspensionspuffer 10 mM  EDTA 

(Plasmidisolierung)  100 µg/ml  RNase A 
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Lösung II   0,2 M  NaOH 

Zell-Lyse-Lösung  1 %(w/v) SDS 

(Plasmidisolierung) 

 

Lösung III   1,32 M  Kaliumacetat, pH 4,8 

Neutralisationslösung 

(Plasmidisolierung) 

 

Lösung IV   80 mM  Kaliumacetat 

Säulenwaschlösung  8,3 mM  Tris-HCl, pH 7,5 

(Plasmidisolierung)  40 µM  EDTA 

    55 %(v/v)  Ethanol 

Lösung V   Whizard Miniprep DNA Purification Resin 

(Plasmidisolierung) 

 

Membran-Bindungspuffer 20 mM  Tris,   pH 7,4 

(Bindungsassays)  50 mM  NaCl 

    0,1 %(w/v) BSA (Sigma Fraktion V) 

 

Mg2+-Lösung   1 M  MgCl2 

(kompetente Bakterien) 1 M  MgSO4 

 

Miller-Succrose-Puffer 39 mM  NaH2PO4,  pH 7,0 

(Bakterienmembran  61 mM  Na2HPO4 

-Aufbewahrung)  5 mM  NaCl 

    200 mM  Succrose 

 

PBS (20x)   3 M  NaCl 

(Proteinaufreinigung)  161 mM  Na2HPO4 

    39 mM  KH2PO4 

 

PEG/NaCl   20 %(w/v) Polyethylen-Glykol 8000 

(Phagen-Prezipitation) 2,5 M  NaCl 
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Probenpuffer (2x)  250 mM  Tris-HCl, pH 6,8 

(Laemmli)   5 %(w/v) SDS 

(Protein-Gele)   10 %(w/v) β-Mercaptoethanol 

    20 %(v/v)  Glycerin 

    0,5 %(w/v) Bromphenolblau 

 

Proteinase-Inhibitoren 200 mM  PMSF in Ethanol 

(Bakterienaufschluss)  10 mM  Leupeptin in H2O 

    1 mM  Pepstatin in Methanol 

 

Puffer N2   100 mM  Tris-H3PO4, pH 6,3 

(Plasmidisolierung)  15 %(v/v)  Ethanol 

    0,9 M  KCl 

 

Puffer N3   100 mM  Tris-H3PO4, pH 6,3 

(Plasmidisolierung)  15 %(v/v)  Ethanol 

    1,15 M  KCl 

 

Puffer N5   100 mM  Tris-H3PO4, pH 8,5 

(Plasmidisolierung)  15 %(v/v)  Ethanol 

    1 M  KCl 

 

Puffer S1   50 mM  Tris-HCl, pH 8,0 

(Plasmidisolierung)  10 mM  EDTA 

    100 µg/ml  RNase A 

 

Puffer S2   0,2 M  NaOH 

(Plasmidisolierung)  1 %(w/v) SDS 

 

Puffer S3   2,8 M  Kaliumacetat, pH 5,1 

(Plasmidisolierung) 

 

Restriktionspuffer  Vom Hersteller der Restriktionsenzyme gelieferte Puffer 
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Sammelgelpuffer (4x)0,5 M  Tris-HCl, pH 6,8 

(Protein-Gele)   0,4 %(w/v)  SDS 

 

TAE (50x)   2 M  Tris-Acetat, pH 8,0 

(DNA-Gele)   100 mM  EDTA 

 

TB-Puffer   3 g/l  PIPES 

(kompetente Bakterien) 15 mM  CaCl2 

    250 M  KCl 

    10,88 g/l  MgCl2 

       steril filtriert 

 

TE-Puffer (10x)  0,1 M  Tris-HCl, pH 7,5 

    10 mM  EDTA 

 

Trenngelpuffer (4x)  1,5 M  Tris-HCl, pH 8,8 

(Protein-Gele)   0,4 %(w/v) SDS 

 

Protein-Bindungspuffer 20 mM  Tris,   pH 7,4 

(Bindungsassays)  50 mM  NaCl 

    0,1 %(w/v) BSA (Sigma Fraktion V) 

    2 mM  DM 

 

Waschpuffer   10 %(w/v) PEG   pH 7,4 

(Bindungsassays)  20 mM  Tris 

    10 mM  MgCl2 
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2. Nährmedien 

 

(Nährmedien wurden autoklaviert, Antibiotika wurden den Medien nach deren 

Abkühlung zugesetzt.) 

 

Agarose-Top   10 g/l  Bacto-Trypton 

(Phagentitration)  5 g/l  Hefeextrakt 

    5 g/l  NaCl 

    1 g/l  MgCl2/6 H2O 

    7 g/l  Agarose 

 

LB/Amp-Medium  100 mg/l  Ampicillin in LB-Medium 

 

LB/Amp/Kana-Medium 100 mg/l  Ampicillin in LB-Medium 

    25 mg/l  Kanamycin           

 

LB/Amp-Platten  20 g/l  Agar in LB-Medium 

    100  mg/l  Ampicillin 

 

LB/Amp/Kana-Platten 20 g/l  Agar in LB-Medium 

    100  mg/l  Ampicillin 

    25 mg/l  Kanamycin 

 

LB/IPTG/Xgal-Platten 15 g/l  Agar in LB-Medium 

(Phagentitration)  Nach Autoklavieren abkühlen unter 70°C und zusetzen: 

    1 ml  IPTG/Xgal-Lösung 

 

LB-Medium   10 g/l  Bacto-Trypton  pH 7,4 

    10 g/l  NaCl 

    5 g/l  Hefeextrakt 
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SOB-Medium   20 g/l  Bacto-Trypton,  pH 7,0 

    5 g/l  Hefeextrakt 

    0,5 g/l  NaCl 

    10  mM  KCl 

 

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

    15 g/l  Hefeextrakt 

    5 g/l  NaCl 

 

 

3. Bakterienstämme 

 

Escherichia coli ER2738 F‘ laclq ∆(lacZ)M15 proA+B+ zzf::Tn10(TetR)/fhuA2 supE 

thi ∆(lac-proAB) ∆(hsdMS-mcrB)5 (rk
- mk

- McrBC-) 

     NEB 

 

Escherichia coli M15pREP4 NalS StrS RifS Thi- Lac- Ara+ Gal+ Mtl- F- RecA+ Uvr+ 

Lon+ 

     QIAGEN 

 

Escherichia coli XL1-Blue recA1, end A1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1, 

lac[F´proAB laclqZ∆M15Tn10(Tetr)] 

   Stratagene 

 

 

4. Molekulargewichtstandards 

 

BenchMark 10 blau gefärbte Banden von 10-200 kDa, 4. ist rot gefärbt 

   Invitrogen 
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MW14-70  α-Lactalbumin (14,2 kDa), Trypsininhibitor (20,1 kDa), 

Trypsinogen (24 kDa), Carbonsäureanhydrase (29 kDa), 

Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (36 kDa), 

Ovalbumin (45 kDa), BSA (66 kDa) 

   Sigma 

 

Smart DNA Ladder  14 Banden in regelmäßigen Abständen von 200-10000 bp 

     Eurogentec 

 

 

5. Vektoren 

 

pQE32 Expressionsvektor für rekombinante Proteine aus E. coli 

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

   QIAGEN 

 

PQE70 Expressionsvektor für rekombinante Proteine aus E. coli 

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

     QIAGEN 

 

 

6. Antikörper und Histidin-Komplexbildner 

 

magnetische Ni2+NTA-Agarose-Sonde 

     QIAGEN 

 

Ni2+NTA-Agarose Suspension 

     QIAGEN 
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RGS His Ab monoklonaler Antikörper aus der Maus, gerichtet gegen 

6x Histidin-Tag Epitope, BSA frei 

   QIAGEN 

 

Anti-Maus IgG Meerrettich-Peroxydase gekoppelter polyklonaler 

Antikörper aus dem Schaf gerichtet gegen IgG-Antikörper 

aus der Maus 

   Amersham Biosciences 

 

 

7. Kanalprotein-Liganden 

 

HgTX1 wurde von Legros et al. im pMAL Proteinfusions- und  

KTX Proteinaufreinigungssystem (New England Biolabs) 

hergestellt und zur Verfügung gestellt. 

 
125I-HgTX1-[A19Y/Y37F] wurden vom Labor H.-G. Knaus, Institut für Bio- 
125I-KTX chemische Pharmakologie, Universität Innsbruck und vom 

Labor M.L. Garcia, Department of Membrane 

Biochemistry and Biophysics, Merck Research 

Laboratories gestellt. 

 

 

8. Oligonukleotide 

 

KcsA-Ska: Overlap-PCR: 

SF1:   5‘-CAC CAT GGG ATC CGC ATG CCA C-3‘ 

S1rev:   5‘-CAC ATC GCG CCC AGA AAG TTG CTG GTC ACA TCC TGC TG-3‘ 

RkSK1: 5‘-GTT GCT GGT CAC ATC CTG CTG GTC ATG GTA GCG CTC AGC 

CAG GAC GGC CAA GTA CGA G-3‘ 
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S2sens:  5‘-CAA CTT TCT GGG CGC GAT GTG GTG GTC CGT GGA GAC CGC 

GAC GAC-3‘ 

Urev:    5‘-TTT AAG CTT ATC ACC GGC GGT TGT CGT CGA GCA TTC GCT 

CC-3‘ 

 

KcsA-Skb: QuickChange: 

SKbfor: 5‘-CCG TCC TGG CTG AGC GCG GCG ACC AGC AGG ATG TGA CC-3‘ 

SKbrev: 5‘-GGT CAC ATC CTG CTG GTC GCC GCG CTC AGC CAG GAC GG-3‘ 

 

KcsA-SKa/b-F103L: Mutationselimination: 

L103Fsens: 5‘-CGG GAT CAC CTC CTT CGG TCT GGT GAC CGC C-3‘ 

L103Frev:   5‘-GGC GGT CAC CAG ACC GAA GGA GGT GAT CCC G-3‘ 

 

Sequenzierung 

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

QER:  5‘-GTT CTG AGG TCA TTA CTG G-3‘  

 

 

9. Kontrollwachstum von E.coli XL 1blue 
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        Abb. 18: Kontrollwachstumskurve nicht transformierter Bakterien E.coli XL1blue 
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10. Vektoren 

 

 

          Abb. 19: Benutzte Vektoren (linearisierte Darstellung) 

 

 

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