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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Kaliumkanale: Struktur und Funktion

Kanalproteine bilden wassergefiillte Poren, welche die Lipid-Doppelschicht von biologischen
Membranen durchspannen. Sie ermoglichen Ionen von geeigneter GroBe entsprechend ihrem
elektrochemischen Gradienten den raschen Membrandurchgang. Weit verbreitet sind Ionen-
kanile, die eine relativ hohe Selektivitiit fiir Kalium gegeniiber anderen Kationen besitzen.
Der Transport durch Kaliumkanile erfolgt mit einer Rate, die beinahe die diffusionslimitierte
Geschwindigkeit im Wasser erreicht (Hille, 2001). Kaliumkanéle existieren vermutlich in
allen Lebensformen und sind an wichtigen Zellfunktionen wie Regulation des Membranpo-

tentials, Signaltransduktion und Osmoregulation beteiligt (Hille, 2001).

Ein funktioneller K*-Kanal wird von vier Untereinheiten gebildet. Die Untereinheiten sind
symmetrisch um die wassergefiillte Pore angeordnet (MacKinnon et al., 2001). Allen K*-
Kanal-Untereinheiten gemeinsam ist ein struktureller Kern aus 2 transmembranen Helices
(TM, M oder S), verbunden durch eine Aminosiduresequenz, die die Porendoméne (auch P-
Loop, P-Schleife oder HS) bildet (Abb. 1). Die vier P-Schleifen der vier Untereinheiten bilden
in der Pore einen Ring. Durch die Porengroe und durch Strukturen in der Pore, die sehr spe-
zifische Wechselwirkungen mit den unterschiedlichen Ionensorten eingehen, wird die Ionen-
selektivitit der Kanéle erreicht. Damit funktioniert der P-Loop als Selektivititsfilter (Miller,
1992; Jan und Jan, 1992). Der Bereich der P-Schleife der den Selektivititsfilter bildet besitzt
eine hoch konservierte Abfolge aus 8 Aminosduren. Dieses Aminosidure-Motiv
~TXXTXGY/FG- findet man in allen bisher klonierten K*-Kaniilen sowohl aus Eukaryonten,
Prokaryonten als auch aus bestimmten Viren. Das Motiv wird als ,,signature sequence* be-
zeichnet (Heginbotham et al., 1994).

Im einfachsten Fall hat das Protein also den Aufbau TM1-P-TM2. Diese Architektur haben
z.B. die eukaryontischen Kj-Kanile (inward rectifier) und die bakteriellen Kaliumkanile
KcsA aus Streptomyces lividans (Abb. 1) und KirBacl.l aus Burkholderia pseudomallei.
Weit verbreitet sind die Kv-Kanile (voltage gated) mit vier zusitzlichen Transmembrando-
minen (6TM-Motiv). Bei diesem Kanalmotiv befindet sich der P-Loop zwischen den Domi-
nen S5 und S6. Zu diesem Strukturtyp gehdren z.B. die tierischen Kanile der Shaker-Gen
Familie, die Ether-a-Gogo (EAG) Kanile (Kubo et al., 1992) und die ersten Kanile die in
Pflanzen identifiziert wurden. Es waren die beiden Kaliumkanile aus Arabidopsis thaliana,
AKT1 (Arabidopsis K™ transporter 1) und KAT1 (Kalium Arabidopsis thaliana channel 1).
Neben dem Porenloop besitzen die Kaliumkanile vom 6TM-Motiv eine weitere markante
Funktionseinheit, den Spannungssensor (S4-Helix). Die S4-Helix trdgt mehrere positiv gela-
dene Aminosduren (Arg und Lys) und spielt somit eine Rolle in der Spannungsabhingigkeit

des Tonentransports (Liman et al., 1991). Die Anderung des Membranpotentials fiihrt zu einer
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Bewegung dieses Proteinabschnitts und dadurch zum Offnen oder SchlieBen der Pore. Eine
weitere Unterfamilie bilden die sogenannten Tandem-Kanile mit zwei Porendoménen. Im
Cetk1.3-Kanal (Caenorhabditis elegans) ist das 2TM-Motiv verdoppelt (Goldstein et al.,
1996). Bei Tokl1 (Saccharomyces cerevisiae) ist ein 6TM-Motiv mit einem 2TM-Motiv ver-
kniipft (Ketchum et al., 1995). K*-Kaniile werden, je nach der Anzahl ihrer transmembranen
Helices je Untereinheit, in unterschiedliche Familien eingeteilt (Tab. 1).

auBen

innen

Abb. 1: Struktur von dem bakteriellen Kaliumkanal KcsA. (A) Zwei von vier Proteinuntereinheiten
sind in der Seitenansicht gezeigt. Helices (M1 und M2) sind als Band dargestellt. Drei wichtige funkti-
onelle Bereiche des Kaliumkanals sind dargestellt: die Filterregion (F), die Kavitat (cavity, C) und das
Tor (Gate, G) (nach Jiang et al., 2002a).

Mit KcsA ist es erstmalig gelungen, ein Kaliumkanalprotein zu kristallisieren (Doyle et al.,
1998). Die Rontgenstrukturanalyse dieses einfach gebauten Kanals mit zwei Transmembran-
domiinen (Abb. 1) hat viel dazu beigetragen, die Kaliumselektivitit auf molekularer Basis zu
verstehen. Es folgten weitere Rontgenstrukturanalysen, wie die von den bakteriellen K-
Kanilen KirBacl.1 aus Burkholderia pseudomallei (Kuo et al., 2003) und MthK aus Metha-
nobacterium thermoautotrophicum (Jiang et al., 2002b). Analysen der Kristallstrukturen der
bakteriellen Kaliumkanalproteine KcsA, KirBacl.l und MthK lieferten Einblicke in den als
Gating bezeichnten Mechanismus, der fiir das Offnen und SchlieBen der Ionenkanile verant-
wortlich ist (Doyle et al., 1998; Morais-Cabral et al., 2001; Zhou et al., 2001; Jiang et al.,
2002a, 2002b, 2003b; Kuo et al., 2003).



Einleitung

Kaliumkanal Beispiel Organismus
2TM-Typ ;B\/@

N C
Kir (inward rectifier) KirBac1.1 Burkholderia pseudomallei

Kir6.2 Homo sapiens

Kanalhomologe aus KcsA Streptomyces lividans
Prokaryoten MthK M. thermoautotrophicum
Kanalhomologe aus Kev Chlorellavirus PBCV-1
Algenviren Kesv Ectocarpusvirus EsV-1

Kv (Shaker-Typ)

Shaker (Kv1)

Drosophila melanogaster

EAG (ether-a-gogo) EAG Caenorhabditis elegans
hERG H. sapiens

Slo (BK-Kanale) mSlo H. sapiens

HCN (Hyperpolarisations-aktivierte, HCN2 H. sapiens

Cyclo-Nucleotid-gesteuerte Kanale)

pflanzliche K*-Kanale KAT1 Arabidopsis thaliana
AKT1 A. thaliana

Tandem-Kanile

6TM-Motiv + m Tok1 Saccharomyces cerevisiae

2TM-Motiv N

2x 2TM-Motiv m Cetk C. elegans

Virale lonenkanale Beispiel Virus

(1TM) j M2 Influenzavirus A

N Vpu HIV-1

Tab. 1: Ubersicht der Strukturtypen und Kanalfamilien



Einleitung

1.2 Gating von Kaliumkanilen

Die funktionellen Eigenschaften von Kaliumkanélen basieren auf 2 fundamentalen Prozessen:
Permeation und Gating. Die Permeation ist fiir den selektiven und effizienten Transport von
Kaliumionen iiber die Membran verantwortlich. Das Gating hingegen kontrolliert den Eintritt
von lonen iiber den Permeationsweg. Es gibt zwei funktionelle Zustinde, offen und geschlos-
sen, die das Kanalverhalten beherrschen (Neher und Sakmann, 1976). Im offenen Zustand ist
die Ionenpermeation effizient, wohingegen im geschlossenen Zustand kein Ionenfluss statt-
findet. Es ist bekannt, dass K'-Kaniile beim Wechsel von einem geschlossenen in einen offe-
nen Zustand eine Konformationsinderung durchmachen. Der exakte Mechanismus und die
strukturelle Basis fiir dieses Phidnomen sind noch nicht ganz verstanden. Die Struktur, die

direkt verantwortlich ist fiir das Offnen des Kanals, wird als Gate bezeichnet.

1.2.1 Das Gate

Uber die Lage des Gates, der den Permeationsweg dffnet und schlieBt, gibt es bisher 2 Hypo-
thesen. Die vorherrschende Hypothese basiert auf dem Vergleich der Kristallstrukturen der
beiden bakteriellen Kanile; KcsA im geschlossenen und MthK im offenen Zustand. Diese
Hypothese assoziiert das Gate mit einer cytoplasmatischen Engstelle, die durch das Uber-
kreuzen der zweiten Transmembrandoménen (TM2) im tetrameren Protein erzeugt wird
(Abb. 1).

EPR-Spektroskopie (electron paramagnetic resonance spectroscopie) (Perozo et al., 1999,
1998; Liu et al., 2001) und Simulationsstudien (Shrivastava und Sansom, 2002; Biggin und
Sansom, 2002) an dem bakteriellen Kanal KcsA weisen darauf hin, dass relativ kleine Ver-
schiebungen der TM2-Helices an der intrazelluldren Seite, den Kanal in eine funktionell offe-
ne Konformation umschalten konnen. Wihrend der pH-abhéngigen Aktivierung des KcsA-
Kanals kommt es zu einer Rotationsbewegung der TM2-Helices und dadurch zu einer Ver-
groBerung des Durchmessers des inneren Vorraums (Perozo et al., 1999). Diese Ergebnisse
zeigen, dass die Kanal6ffnung mit der Erweiterung des inneren Vorraums des Kanals assozi-
iert ist. Auch Arbeiten an dem bakteriellen Kanal MthK, der im offenen Zustand kristallisiert
wurde, unterstiitzen die Hypothese eines intrazelluldren Gate am Kreuzungspunkt der TM2
Helices (Jiang et al., 2002a).

Zusitzlich zu dem intrazelluliren Gate am Kreuzungspunkt der Inneren Helices wird ein Gate
im Selektivitdtsfilter diskutiert. Dieser wird durch verschiedenste Experimente und theoreti-
sche Studien gestiitzt (Bichet et al., 2003; Domene et al., 2004; VanDongen, 2004). In diesen
Arbeiten zeigte ich, dass die gleiche Struktur, ndmlich der Selektivititsfilter, Permeation und
Gating kontrolliert. Molekulare Dynamik (MD) Simulationen von KirBacl.1 zeigen wie
wichtig die Flexibilitdt des Filters fiir die lonenpermeation ist (Domene et al., 2004). Diese
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Hypothese wird durch zusitzliche Experimente gestiitzt, die zeigen, dass Punktmutationen im
Selektivititsfilter einen betrdchtlichen Effekt auf die Stabilitdt des Offenzustandes haben
(Zheng und Sigworth, 1997; Chapman et al., 2001; Lu et al., 2001). Der Selektivititsfilter
scheint somit nicht nur an der Kaliumselektivitit des Kanals beteiligt zu sein, sondern funkti-
oniert wahrscheinlich auch als ein universelles Gate, der den Kanal 6ffnet und schlie3t. Un-
terstiitzung fiir ein Gate im Selektivititsfilter kommt auch von Arbeiten an dem viralen Kali-
umkanal Kcv. Dieser minimale Kanal und seine Homologen weisen Gating-Phinomene auf,
obwohl die zweite Transmembrandomine (TM2) zu kurz ist, um ein Uberkreuzen zu erlauben
(Gazzarrini et al., 2004, Kang et al., 2004b).

1.2.2 Gating-Mechanismen

Die Kontrolle des Gates von Kaliumkanélen ist von groler Wichtigkeit fiir viele physiologi-
sche Prozesse; dazu gehoren so wichtige Funktionen wie die Kontrolle des Herzschrittes oder
die Dauer bzw. Feuerrate von Aktionspotentialen. Das Gating und somit das Offnen und
SchlieBen von Kaliumkanilen kann physikalisch (z.B. durch mechanische Belastung, Ande-
rungen in der Membranspannung) oder biochemisch (z.B. durch Bindung eines Liganden, pH-
Wert Anderungen, Phosphorylierung, Ca’* und anderes) geregelt sein (Hille, 2001). Die un-
terschiedliche Natur der Signale impliziert, dass es verschiedene Gating-Mechanismen gibt,
die zum Offnen und SchlieBen von K*-Kanilen fiihren. Viele dieser Mechanismen greifen
weit entfernt vom eigentlichen Gate an. Jedoch miissen alle Gating-Mechanismen entweder
direkt oder indirekt mit dem Gate gekoppelt sein. Die meisten Mechanismen gehen mit einem
Konformationswechsel einher, der durch Anderungen des Membranpotentials oder durch Li-
gandenbindung ausgeldst werden kann (Abb. 2). Im Folgenden werden die am besten charak-

terisierten Gating-Mechanismen beschrieben.
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geschlossen

Abb. 2: Gating-Mechanismen. (A) Ein Ligand (®) bindet an eine Rezeptordomane und induziert
dadurch einen Konformationswechsel, der zu einem Offnen des Kanals fiihrt. Der Liganden-Rezeptor
ist in diesem Fall auf der intrazellularen Seite lokalisiert. (B) Eine Spannungsanderung (AV) flhrt zu
einem Konformationswechsel und zum Offnen des Gates (nach Magidovich und Yifrach et al., 2004).

Gating-Mechanismen von Kaliumkanilen unterliegen oft einer regulatorischen Kontrolle iiber
Ligandenbindung, Proteinphosphorylierung oder direkter Interaktion mit cytosolischen Prote-
inen (Hattan et al., 2002; Xiao et al., 2003). Die Bindestelle fiir Liganden oder regulatorische
Proteine und auch Phosphorylierungsstellen sind meist an den cytoplasmatischen Regionen
am N- und/oder C-Terminus des Kanalproteins lokalisiert (Abb. 2A). Der Mechanismus wie
diese Interaktionen mit den cytoplasmatischen Bereichen auf das Gate iibertragen werden und
somit zu einer Modifizierung des Kanals fiihren, ist groftenteils unverstanden. Es wird disku-
tiert, dass Konformationswechsel in den cytoplasmatischen Domidnen mechanisch, iiber
Kopplungselemente, zum Gate iibertragen werden und infolgedessen Auswirkungen auf das
Kanal-Gating haben (Yi et al., 2001; Minor et al., 2000).

Ein Modell fiir ligandenabhéngiges-Gating beruht auf Arbeiten, die auf der Kristallstruktur
des bakteriellen K'-Kanals MthK aus Methanobacterium thermoautotrophicum basieren
(Jiang et al., 2002a, 2002b). Dieser Kanal &ffnet durch cytoplasmatisches Ca**. Die Struktur
von MthK in Anwesenheit von Ca®* zeigt eine offene Pore und eine groBe cytoplasmatische
Struktur, die von 8 C-terminalen RCK-Doménen (regulator of K conductance) gebildet wird.
Jiang et al. postuliert, dass die RCK-Doménen als Gating-Ring funktionieren. Durch Bindung
von Ca?* éindert sich der Durchmesser dieses Gating-Rings, die inneren Helices bewegen sich
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auseinander und es kommt zu einem Offnen des Kanals. Die Anderung des Ring-
Durchmessers ist in der gleichen GréBenordnung wie der strukturelle Unterschied, der zwi-
schen den inneren Helices von MthK (offener Kanal) und KcsA (geschlossener Kanal) festge-
stellt wurde (Jiang et al., 2002b).

Auch Arbeiten an den Spannungs- und Calcium-aktivierten BK-Kanélen (Large conductance
Ca’*-activated K* channels) zeigen, dass die Bindung von Ca®* zu einer Aufweitung des C-
terminalen Gating-Rings fiihrt (Abb. 3). Es kommt zu einem Zug an den S6-RCK1-Linkern,
die das Gate mit dem Gating-Ring verbinden, und dadurch zum Offnen des Gates (Magleby,
2003; Niu et al., 2004). Unabhédngig davon, ndmlich iiber den Spannungssensor in der S4-
Domine, fithren auch Spannungsinderungen in BK-Kanilen zu einem Offnen des Gates
(Magleby, 2003). Niu et al. zeigte, dass eine Anderung des Linkers (S6-RCK1-Linker) zwi-
schen dem cytoplasmatischen Ende der Inneren Helix und der ersten putativen RCK-Doméne
Auswirkungen auf das Gating des Kanals haben. Kiirzere Linker fiihrten zu einer Zunahme,
lingere zu einer Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals (Niu et al., 2004). Zu-
sammen mit den Arbeiten an dem bakteriellen K*-Kanal MthK wurde ein Modell aufgestellt,
dass besagt, dass die Bindung von Ca® an flexible Spalten zwischen benachbarten RCK-
Doménen zu einem Zug an den Linkern, die den Gating-Ring mit dem Gate verbindet, fiihrt.
Dieser Zug fiihrt letztendlich zu einem Offnen des Kanals (Niu et al., 2004; Papazian, 2004).
Der Gating-Ring ist ein Beispiel fiir die komplexe mechanische Kopplung von Ligandenbin-
dung und Kanal6ffnung und zeigt einen moglichen Mechanismus wie die Bindung eines Li-
ganden, an einer anderen Stelle als dem eigentlichen Gate, auf das Gate am Kreuzungspunkt

der inneren Helices iibertragen werden kann.

geschlossen

auBen

innen

Abb. 3: Caz*-abhéngiges Gating. Ca®* bindet an den intrazellularen Gating-Ring, der aus 8 RCK-
Doménen besteht (2 der 4 Untereinheiten und 4 der 8 RCK-Doménen sind gezeigt). Es kommt zu
einer Erweiterung des Gating-Rings, dadurch zu einem Zug an den S6-RCK1-Linkern, der zu einem
Offnen des Kanals fiihrt (nach Niu et al., 2004).
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Ein weiteres Modell fiir ligandenabhingiges-Gating basiert auf Arbeiten an den ATP-
sensitiven Kaliumkanilen (Katp). In Karp-Kanilen fiihrt eine Bindung von ATP oder ADP zu
einer Kanalinhibition (Tucker et al., 1998). Katp-Kanile bestehen aus porenformenden Un-
tereinheiten der Kir6.2-Familie und den Sulfonylharnstoffrezeptoren (SURs) als zusétzlichen
(alpha)-Untereinheiten. ATP interagiert sowohl mit den Kir6.2- als auch mit den SUR-
Untereinheiten (Tucker et al., 1998). In verschiedenen Arbeiten wurden die ATP-Bindestellen
in den cytoplasmatischen N- und C-terminalen Doménen lokalisiert (Drain et al., 1998; Antc-
liff et al., 2005) und ein mogliches Model aufgestellt wie ATP-Bindung auf die Trans-
membranelemente des Kanals {ibertragen wird und somit zu einem Schlieen des Gates fiihrt
(Antcliff et al., 2005). Durch Konformationswechsel in den cytoplasmatischen Domiinen bei
der ATP-Bindung, kommt es moglicherweise zu einer Bewegung der N-terminalen slide He-

lix. Diese Bewegung wird auf das Gate libertragen und fithrt zum Schlieen des Kanals.

In den letzten Jahren hat man erkannt, dass negative Membranphospholipide wie PIP; in phy-
siologischen Konzentrationen die Nukleotidempfindlichkeit der Karp-Kanile durch Interakti-
on mit der Kir6.2-Untereinheit reduzieren. Eine Erhohung der PIP,-Konzentration fiihrt zu
einer Stabilisierung des Offenzustands des Kanals (Shyng et al., 2000; Schulze et al., 2003).
Der antagonistische Effekt von PIP, auf die ATP-Inhibition ldsst darauf schlieBen, dass die
zwei Liganden funktionell um die Interaktion mit dem Kanal konkurrieren. Es wurden sowohl
im C-Terminus als auch im N-Terminus von Kir6.2 Regionen gefunden, die wichtig sind fiir
die ATP-Inhibition und die Bindung von PIP, (Shyng et al., 2000; Schulze et al., 2003). Jeder
Ligand interagiert mit separaten, aber iiberlappenden Bindestellen an den gleichen Doménen.
Einmal fiihrt die Bindung zu einer Stabilisierung des geschlossenen (ATP) und im anderen
Fall zur Stabilisierung des offenen (PIP,) Zustands. Diese Ergebnisse zeigen wie die Bindung
von unterschiedlichen Liganden an die gleiche Domine zu verschiedenen Gating-Prozessen,

namlich einmal zum Offnen und einmal zum SchlieBen des Kanals fithren kann.

Ein weiterer Gating-Mechanismus beruht auf einem Konformationswechsel wonach die inne-
re Helix beim Offnen des Kanals an einem konservierten Glycinrest abknickt und sich beim
SchlieBen wieder gerade ausrichtet (Abb. 4) (Magidovich und Yifrach, 2004). Dies ist unab-
hingig davon, ob die Kanile liganden- oder spannungsabhiingig 6ffnen. Dieser konservierte
Glycinrest findet sich sowohl in der zweiten Transmembrandoméne in den Kaliumkanilen
vom 2TM-Typ KcsA und MthK (Abb. 4), als auch in der sechsten Transmembrandomine
vieler Kaliumkanile vom 6TM-Typ. Diese konservierte Position lidsst darauf schliefSen, dass
der Konformationswechsel beim Kanaloffnen dhnlich sein muss, unabhéngig davon ob der
Stimulus zum Offnen durch eine Ligandenbindung oder durch Anderungen der Membran-
spannung erfolgt. Untersuchungen an den spannungsabhingigen K*-Kanilen hBK und Shaker
zeigten, dass Mutationen an diesem konservierten Glycinrest Auswirkungen auf das Offnen

des Kanals haben. In dem Shaker-Kanal Kv 1.1 fiihrte ein Austausch von Glycin gegen Ala-
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nin und andere Aminosiuren zu einem verhinderten Offnen des Kanals. Ein Austausch gegen
die Aminosédure Prolin, die ein Strecken der Helix unterbindet, fithrt zu einem offenen Kanal,
der nicht mehr korrekt schliefen kann. In dem ligandenabhingigen hBK-Kanal fiihrt eine Mu-
tation an dem konservierten Glycinrest zu einer noch stirkeren Beeintrichtigung des Offnens
des Kanals (Magidovich und Yifrach, 2004). Die Konservierung dieses Glycinrestes in der
inneren Helix unterschiedlicher Kaliumkanile reflektiert das Erfordernis fiir einen flexiblen

Knickpunkt, der fiir das Offnen des Gates nétig ist.

Abb. 4: KcsA im geschlossenen Zustand (A) und MthK im offenen Zustand (B). Dargestellt sind
jeweils drei Untereinheiten (nach Magidovich und Yifrach et al., 2004).

Ein weiteres konserviertes Motiv, das PXP-Motiv, im unteren Teil des S6-Segment von Kv-
Kaniélen trigt ebenfalls zur intrazelluldren Gating-Struktur bei (Labro et al., 2003). Mutatio-
nen an diesem Motiv fithrten zu einem veréinderten Kanalverhalten. Diese Untersuchungen
heben eine wichtige Rolle dieser Prolinreste hervor und zeigen, dass eine Destabilisierung und
Biegung der S6-Helix durch das PXP-Motiv offensichtlich eine flexible Drehachse schafft,

die eine Bewegung des unteren Teils der S6-Doméne wihrend des Kanal-Gatings erlaubt.

Wie oben bereits beschrieben besitzen die Kaliumkanile vom 6TM-Motiv einen
Spannungssensor (S4-Domine), der eine Rolle in der Spannungsabhingigkeit des
Tonentransports spielt (Liman et al., 1991). Die Anderung des Membranpotentials fiihrt zu
einer Bewegung dieses Proteinabschnitts und dadurch wahrscheinlich zum Offnen oder
SchlieBen des Gates (Abb. 2B). Die Bewegungen des Spannungssensors werden durch
mechanische Kopplung auf das Gate iibertragen und es kommt zum spannungsabhéngigen
Gating. Um den Kanal zu 6ffnen, muss der Spannungssensor positive Arbeit leisten. Diese
bewirkt eine nach auflen ziehende Kraft in der Néhe der Biindelstelle der inneren Helices und
fiihrt zum Offnen des Gates
(Yifrach und MacKinnon, 2002). Der intrazelluldre Linker, der die vierte mit der fiinften
Transmembrandomine verbindet (S4-S5-Linker), ist ein potentieller Kandidat fiir die struktu-
relle Verbindung zwischen dem Spannungssensor und dem Gate in Kv- und
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HCN(hyperpolarization-activated and cyclic-nucleotide-gated)-Kanélen und scheint wichtig
fiir das Kanal-Gating zu sein (Lu et al., 2002). Mutationen in dieser Region beeinflussen die
Spannungsabhingigkeit und Kinetik der Aktivierung (Chen et al., 2001; Sanguinetti et al.,
1999). Die NMR-Struktur des S4-S5-Segments vom Shaker-Kaliumkanal weist auf eine
amphipathische a-helikale Konformation hin (Ohlenschlédger, 2002).

1.3 Struktur und Funktion N-terminaler Doméanen von K*-Kanélen

Es ist bekannt, dass die im Cytoplasma liegende N-terminale Region bei Kaliumkanalprotei-
nen wichtige Funktionen tibernehmen kann.

Bei dem Kaliumkanal Kir2.1 (2TM-Typ) wurde ein Verlust der Oberflichenexpression bei
Mutanten gefunden, denen die N-terminale Doméine entfernt wurde (Stockklausner und Klo-
cker, 2003). Auch Experimente an dem Kaliumkanal KcsA aus Streptomyces lividans zeigten,
dass eine Deletion der ersten 20 Aminoséduren zu einer drastischen Reduktion an Expression
fithrt (Perozo et al., 1999, Cortes et al., 2001). Der N-terminalen Domine wird auch eine Be-
teiligung am Gating von einigen Kaliumkanélen zugesprochen, z.B. fiir KirBacl.1 (Kuo et
al., 2003). Die Kristallstruktur des bakteriellen Kaliumkanals KirBacl.1 hat eine o-helikale
Doméne aufgedeckt, die vor der ersten Transmembrandoméne liegt (Kuo et al., 2003). Mit
Hilfe der EPR-Spektroskopie wird eine dhnliche Domine auch fiir den N-Terminus von KcsA
postuliert (Cortes et al., 2001). In beiden Fillen formt der N-Terminus eine amphipatische a-
Helix, die parallel zur Cytoplasma-Membran-Grenzschicht verlduft. Es wird vermutet, dass
diese Domine eine Rolle bei der Verankerung des Kanals in der Membran spielt (Domene et
al., 2004). AuBlerdem gibt es Spekulationen, dass diese Doméne als ein Art Linker dient, der
eine mechanische Kopplung von Bewegungen in der cytoplasmatischen Doméne (fail) zu dem

Innenteil der Kanalstruktur herstellt und somit moglicherweise am Gating beteiligt ist.

Wie oben bereits erwihnt, wird in den Karp-Kanilen die ATP-Bindung auf die Trans-
membranelemente iibertragen, was zu einem SchlieBen des Kanals fithrt (Antcliff er al.,
2005). Es wird postuliert, dass das Gating von Kir6.2 durch ATP moglicherweise zu einem
Wechsel der Interaktionen zwischen den Untereinheiten fiithrt und das die ATP-Bindung eine
Bewegung der N-terminalen slide-helix auslost und dadurch zu einem Schlieen des Kanals
fithrt (Antcliff et al., 2005).

Bei den Kaliumkanédlen vom 6TM-Motiv entspricht der intrazelluldre S4-S5-Linker, der die
vierte mit der fiinften Transmembrandomine verbindet, der N-terminalen Doméne der 2TM-
Kanile (Abb.4). Wie oben bereits erwihnt, ist dieser Linker ein potentieller Kandidat fiir die
strukturelle Verbindung zwischen dem Spannungssensor und dem Aktivierungs-Gate in Kv-
und HCN-Kanilen und scheint wichtig fiir das Kanal-Gating zu sein (Lu et al., 2002). Auch

diese Domine zeigt eine amphipathische a-helikale Konformation (Ohlenschliger, 2002).
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6 TM-Typ

S4-S5-Linker C

2 TM-Typ

C

Abb. 4: Intrazelluldrer S4-S5-Linker bei den Kaliumkanélen vom 6 TM-Motiv ist &quivalent der N-
terminalen Doméne der 2 TM-Kanéle.

1.4 Lipid-Protein-Interaktionen

Eine Vielzahl an Untersuchungen hat gezeigt, wie wichtig die Interaktion zwischen dem
Membranprotein und den Lipiden in der Membran fiir die Stabilisierung des Proteins in des-
sen Lipidumgebung ist (Yau et al., 1998; Killian und von Heijne, 2000; Killian, 2003; Dome-
ne et al., 2003).

Ein wichtiger Faktor hierbei ist es, ein so genanntes hydrophobes Mismatch zu verhindern.
Solch ein hydrophobes Mismatch tritt zum Beispiel auf, wenn die effektive hydrophobe Lin-
ge des Proteins groBer ist als die der umgebenden Lipide (Abb. 4A), was natiirlich energetisch
ungiinstig ist. Es sind eine Reihe an Mechanismen bekannt, die ein hydrophobes Mismatch
verhindern oder zumindest reduzieren konnen. Abbildung 4 zeigt mogliche Mechanismen,
wie z.B. die Neigung einer zu langen Peptidgruppe in der Membran (Abb. 4E) oder die Zu-
sammenlagerung einzelner Untereinheiten zu Oligomeren (Abb. 4D) (Killian und von Heijne,
2000).

s~ P 20 W 2N s

Abb. 4: Schematische Darstellung méglicher Mechanismen, einen hydrophoben Mismatch zwi-
schen einem transmembranen Peptid und der Lipiddoppelschicht zu reduzieren (A): Anordnung
der Fettsaureketten (B), Peptid-Rickgrat-Deformierung (C), Oligomerisierung des Peptids (D), Peptid-
Neigung (E), kein Einbau in die Membran (F) (nach Planque und Killian, 2003).
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Sehr héufig flankieren Lysinreste die Transmembransegmente. Die Seitengruppe dieser posi-
tiv geladenen Aminosiure ermoglicht das so genannte Snorkeling, d.h. der aliphatische Teil
bleibt in der hydrophoben Umgebung der Membran, wihrend die positiv geladene Ami-
nogruppe sich in der polaren Oberfldche positioniert (Killian und von Heijne, 2000; Strand-
berg und Killian, 2003). Dieses Snorkeling vergroBert die effektive hydrophobe Linge des
Proteinsegments. Dies ist fiir relativ kurze Segmente ein moglicher Mechanismus, einen hyd-
rophoben Mismatch auszugleichen. Ein hydrophobes Mismatch beeinflusst die Aktivitdt und
Struktur eines Membranproteins. Somit hat die Dicke der Membran, in die das Protein inse-
riert ist, durchaus einen Finfluss auf das Kanalverhalten. Untersuchungen an dem BK-Kanal
zeigten, dass eine Anderung der Lipidkettenlinge die Leitfihigkeit des Kanals beeinflusste.
Bei einer Lipidkettenlinge von C18 zeigte sich eine optimale Leitfihigkeit. Ein Verldngern
oder Verkiirzen fithrte zu einer Abnahme der Leitfihigkeit (Yuan et al., 2004).

Auch die Membran-Wasser Grenzschicht spielt eine wichtige Rolle in der Struktur und Funk-
tion von Transmembranproteinen. Diese Interaktionen sind von den spezifischen Eigenschaf-
ten der Aminosdure-Seitenketten des Proteins abhingig. So kommt es z.B. zu elektrostati-
schen Interaktionen zwischen positiv geladenen Aminoséduren des Proteins und den negativ
geladenen Kopfgruppen der Lipide.

Fiir die N-terminale amphipatische s/ide-Helix von KirBac1.1 wird postuliert, dass sie mit den
Lipid-Kopfgruppen interagiert (Domene et al., 2004). Auch fiir KcsA wurde gezeigt, dass
Lipid-Protein-Interaktionen wichtig sind fiir die Kanalfunktion. In diesen Untersuchungen
stellte sich heraus, dass negativ geladene Lipide notwendig sind fiir die Aktivitidt von KcsA
(Valiyaveetil et al.,, 2002) und das spezifische Lipide die Oligomerisierung, den Zusammen-
bau und die Stabilitdt von KcsA beeinflussen (Demmers et al., 2003; Brink-van der Laan et
al., 2004). Simulationen an KcsA lieferten weitere Details iiber Lipid-Protein-Interaktionen
(Domene et al., 2003).

Auch die Gating-Eigenschaften konnen durch die Lipidumgebung eines Membranproteins,
die Protein-Lipid-Interaktionen und die Dicke der Membran, in die das Protein inseriert wur-

de, beeinflusst werden.

Kanile sind wie gezeigt dynamische Strukturen, die in Anwesenheit von bestimmten Effekto-
ren einen Konformationswechsel eingehen, der zum Offnen bzw. zum SchlieBen der Pore
fiihrt (Gating). Ein groBes Ziel ist es, die Mechanik, die hinter diesen Bewegungen steckt, die
Kopplung zwischen der Pore mit anderen regulatorischen Komponenten des Kanals und die

Interaktion zwischen strukturellen Komponenten mit der Pore vollstindig zu verstehen.

Kaliumkaniile liefern dafiir ein geeignetes Testsystem, da sowohl strukturelle, als auch funkti-
onelle Daten vorhanden sind. Zur Aufklirung von allgemeinen Struktur-Funktions-

Zusammenhingen von Kaliumkanilen sind minimale Modellproteine besonders gut geeignet.
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Deshalb wurde in dieser Arbeit der minimale Kaliumkanal Kcv aus dem Paramecium bursa-
ria Chlorellavirus verwendet, um Beziehungen zwischen der Struktur des Membranproteins

und dessen Funktion zu untersuchen.

15 Der Kaliumkanal Kcv

1.5.1 Kcv - ein viraler Kaliumkanal

Kcv (Kanal Chlorellavirus) ist der erste bekannte funktionelle Kaliumkanal aus einem Virus
(Plugge et al., 2000). Kcv wird codiert von dem Paramecium bursaria Chlorellavirus (PBCV-
1). PBCV-1 gehort zur Familie der Phycodnaviridae und besitzt eine eikosaedrische Morpho-
logie, eine interne Lipidmembran und ein groBles doppelstringiges DNA-Genom (330 kb)
(Van Etten et al., 2002). Mitglieder der Familie Phycodnaviridae sind weltweit verbreitet und
ihre Wirte sind eukaryotische Algen verschiedener Ordnungen. Der Wirt von PBCV-1 ist eine
im SiiBwasser lebende Chlorella-dhnliche Griinalge (NC-64A), die in der Natur nur als Endo-
symbiont des Pantoffeltierchens Paramecium bursaria vorkommt.

Kcv hat alle Merkmale, die auch eukaryotische Kaliumkanalproteine auszeichnen (Abb. 5)
(Plugge et al., 2000). Das Selektivititsfilter-Motiv GFG liegt in einer Doméne zwischen zwei
Transmembransegmenten. Kcv besitzt nur einen kurzen, 12 Aminosiuren langen, cytoplasma-
tischen N-Terminus. Der C-Terminus des Kcv-Proteins ist Teil der zweiten Transmembran-
domiine, somit fehlt Kcv ein cytoplasmatischer C-Terminus. Die heterologe Expression von
Kcv in Siugerzellen (Moroni et al., 2002) und in Oozyten von Xenopus laevis (Plugge et al.,
2000) erzeugt eine K'-selektive Leitfihigkeit. Diese K'-Leitfdhigkeit zeigt eine gewisse
Spannungsabhéngigkeit und ist durch Kaliumkanalhemmstoffe zu inhibieren. Mit 94 Amino-
sduren bildet Kcv den kleinsten funktionellen Kaliumkanal (Plugge et al., 2000) und ist des-
halb als Minimalmodell fiir die Aufkldrung von Struktur-Funktions-Zusammenhingen bei
Kaliumkananalproteinen besonders geeignet (Gazzarrini et al., 2003; Kang et al., 2004).
Bisher wurden aus weiteren 40 Chlorellaviren funktionelle Kcv-Varianten isoliert, die sich in
maximal 12 Aminosduren von dem Referenzkanal Kcv aus PBCV-1 unterscheiden. Alle Kcv-
Varianten produzieren einen funktionellen K*-selektiven Kanal in Xenopus Oocyten. Es wur-
den bisher sechs Varianten, die sich in ihrer Kinetik und Permeabilitit von Kcv unterscheiden,
beschrieben (Kang et al., 2004).

Es gibt einige deutliche Hinweis darauf, dass der Kaliumkanal Kcv fiir die Vermehrung des
Chlorellavirus essentiell ist: Kaliumkanalhemmstoffe wie Barium und Amantadin hemmten
die Aktivitit von Kcv (heterolog in Xenopus laevis Oozyten exprimiert) mit dem gleichen
Dosis-Wirkungs-Verhéltnis wie auch die Replikation des Virus in Plaque-Tests gehemmt
wurde (Plugge et al, 2000). In weiteren Untersuchungen gibt es deutliche Hinweise dafiir,
dass Kcv im Viruspartikel lokalisiert ist und eine essentielle Funktion wihrend der ersten Mi-
nuten der Infektion spielt (Mehmel ez al., 2003).
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Virus-codierte Ionentransportproteine wurden bereits in Influenzaviren (Pinto et al., 1992;
Sunstrom et al., 1996) und dem Aidsvirus HIV-1 (Piller et al., 1996; Schubert et al., 1996)
gefunden, doch hat keines dieser Proteine Sequenzihnlichkeiten mit zelluldren Transportpro-
teinen. Das M2-Protein aus dem humanpathogenen Influenza A Virus bildet als Tetramer ei-
nen Protonenkanal, der zwei unterschiedliche Aufgaben bei der viralen Replikation erfiillt
(Pinto et al., 1992; Tosteson et al., 1994; Martin und Helenius, 1991; Lamb und Pinto, 1997).
Das Vpu Protein aus HIV-1 bildet in heterologen Expressionssystemen (Ewart et al., 2002)
und rekonstituiert im Lipid-bilayer (Schubert et al., 1996) einen Kationenkanal. Auch Vpu
werden zwei unabhingige physiologische Funktionen zugeschrieben (Kochendoerfer et al.,
2004; Chen et al., 1993; Schubert et al., 1996). Diese Proteine, die den Durchtritt von Ionen
und kleineren Molekiilen durch Membranen vermitteln, werden auch als Viroporine bezeich-
net (Carrasco, 1995). Viroporine wurden bisher in Viren aus neun Familien beschrieben
(Gonzales und Carrasco, 2003), jedoch ist die genaue physiologische Funktion im Replikati-

onszyklus der Viren in den meisten Féllen ungeklirt.

Das Genom eines weiteren Virus der Familie Phycodnaviridae ist ebenfalls vollstindig
sequenziert: Ectocarpus siliculosus Virus EsV-1 (Delaroque et al., 2001). EsV-1 infiziert die
fadige Braunalge Ectocarpus siliculosus, die an allen Meereskiisten geméBigter Breiten vor-
kommt. Auch EsV-1 codiert fiir einen funktionellen Kaliumkanal (Kesv), der grof3e Ahnlich-
keit zu dem Kaliumkanal Kcv aus PBCV-1 hat (Chen et al., 2005; Delaroque et al., 2001;
Doktorarbeit Mario Mehmel).

Studien an solchen minimalen viralen Kaliumkanilen, wie Kesv und Kcv, konnen Informati-
onen iiber die grundlegende Bedeutung von Kaliumkanilen als Viroporine liefern und aufer-

dem helfen, Struktur-Funktions-Zusammmenhénge bei Kaliumkanalproteinen aufzukléren.

1.5.2 Kcv - Struktur-Funktionsanalysen

In dieser Arbeit benutzte ich den minimalen viralen Kaliumkanal Kcv, um die Rolle des kur-
zen cytoplasmatischen N-Terminus in Kombination mit der ersten Transmembrandoméne am
Kanal-Gating zu untersuchen.

Dieser Ansatz wird durch verschiedene Beobachtungen gestiitzt. i.) Kcv hat viele funktionelle
Eigenschaften, die mit anderen mehr komplexen K*-Kanilen iibereinstimmen (Plugge et al.,
2000), ii.) im Gegensatz zu den bakteriellen Kanilen lédsst sich Kcv und seine Mutanten leicht
in heterologen Systemen exprimieren, so in Xenopus Oocyten und tierischen Zelllinien (Plug-
ge et al., 2000; Moroni ef al., 2002; Gazzarrini et al., 2003) iii.) Homologie-Modellierung von
Kcv an der KirBacl.1 Struktur offenbart fiir den viralen Kanal eine Struktur, die dhnlich zu
dem bakteriellen K™-Kanal KirBacl.1 (und auch KcsA) ist (Gazzarrini et al., 2003). Diese
Ahnlichkeit beinhaltet das Vorhandensein und Positionieren von Elementen, wie Porendomi-

ne, Selektivititsfilter und Transmembrandominen. Besonders bemerkenswert ist, dass das
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Homologiemodell fiir die N-terminale Region von Kcv eine helikale Struktur voraussagt,
welche dhnlich zu der in KirBacl.1 ist (Abb. 5), iv.) in fritheren Untersuchungen wurde schon
gezeigt, dass ein Entfernen der ersten 14 Aminosduren vom N-Terminus im Kcv Protein den
Kanal inaktiviert. Diese Ergebnisse schlagen eine Rolle dieser Doméne an der Kanalfunktion
vor (Moroni et al., 2002).

Abb. 5: Strukturmodell von dem viralen Kaliumkanal Kcv. Zwei von vier Proteinuntereinheiten sind
in der Seitenansicht gezeigt. Die Transmembranen Helices (TM1 und TM2) und die Porenhelix (P)
sind als Band dargestellt. (F) stellt die Filterregion dar (von Sascha Tayefeh zur Verfligung gestellt).

Wie oben bereits beschrieben, konnen cytoplasmatische N-Termini von Kaliumkanalprotei-
nen an einer Reihe von Regulationen und Interaktionen beteiligt sein. Auch ein funktionaler
Kcv-Kanal miisste aus vier Untereinheiten aufgebaut sein. Da der N-Terminus von Kcv je-
doch zu kurz ist, um Tetramerisierungsdoménen zu bilden, miissen fiir die Zusammensetzung
des Tetramers Protein-Protein-Interaktionen zwischen den Transmembranregionen ange-
nommen werden. Solche Interaktionen sind z.B. fiir Kir2.1-Tetramere beschrieben worden
(Minor et al, 1999). Auch fiir Interaktionen mit zelluldren Regulatoren, wie z.B. bei den
komplexeren Kir-Kanilen, mit speziellen cytoplasmatischen Doménen, die mit G-Proteinen
oder verschiedenen Rezeptoren interagieren (Karschin et al., 1997), lidsst der kurze cytoplas-
matische N-Terminus von Kcv wenig Spielraum. In fritheren Untersuchungen wurde gezeigt,
dass membrangéingige Proteinkinase-Inhibitoren (Staurosporine, H89, A3) die Kcv-
Leitfahigkeit in Xenopus Oocyten inhibieren (Gazzarrini et al., 2003). In der Kcv Sequenz
wurden 2 mogliche CK2-Phosphorylierungsstellen identifiziert. Eine davon (TRTE'") ist im
cytoplasmatischen N-Terminus lokalisiert. Jedoch hatte eine Mutation in dieser Region (T9A)
keinen Effekt auf die Kanaleigenschaften und auf die Sensitivitit von Kcv zu Proteinkinase-
Inhibitoren (Gazzarrini et al., 2003).
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Kcv zeigt in den unterschiedlichen Expressionssystemen bei extrem negativen und positiven
Spannungen eine Spannungsabhingigkeit. Da Kcv einen relativ hydrophoben N-Terminus
besitzt, der positiv geladene Aminoséuren enthilt und somit moglicherweise membranstindig
ist und als Spannungssensor fungieren kann, wurden schon in fritheren Experimenten die bei-
den positiv geladenen Aminosduren im N-Terminus von Kcv gegen Alanin ausgetauscht
(Kcv-K6A-R10A). Diese Doppelmutation hatte jedoch keinen Effekt auf die Spannungsab-
hingigkeit des Kcv-Kanals (Gazzarrini et al., 2003).

Trotzdem fiihrt ein Entfernen der ersten 14 Aminosiduren von der N-terminalen Doméne von
Kcv zu einem nicht funktionellen Kanal (Moroni et al., 2002). Der N-Terminus kdnnte somit
eine mogliche Rolle im Kanal-Gating spielen. Dafiir spricht auch die Homologie der N-
terminalen Region von Kcv zu dem bakteriellen Kaliumkanal KirBacl.l. Moglicherweise
verlauft der N-Terminus von Kcv parallel zur Cytoplasma-Membran-Grenzschicht und veran-
kert das Protein in der Membran.

Fiir eine solche Positionierung der N-terminalen Region parallel zur Membran-Cytoplasma-
Grenzschicht muss das Protein zwischen der N-terminalen Helix und der ersten Trans-
membrandoméine abknicken. Die ideale Aminosiure um solch einen Winkel zu formen, ist die
Aminosédure Prolin. Prolinreste zerstoren die reguldre Struktur von Helices durch Bildung
eines Knicks zwischen den anliegenden Segmenten (Cordes et al., 2002). Prolinreste sind
weit verbreitet in Transmembranhelices von Transportproteinen und scheinen im Besonderen
Fall von Ionenkanilen eine funktionelle Rolle im Gating-Mechanismus zu spielen (Tieleman
et al., 2001; Labro et al., 2003). Bei der Untersuchung der Verteilung von Prolinresten in
Transmembranhelices wurde eine Bevorzugung der terminalen und zentralen Region gefun-
den (Ulmschneider und Sansom, 2001; Cordes et al., 2002). Die Strukturvorhersage von Kcv
zeigt, dass sich Prolin an Position 13 an der richtigen Stelle, ndmlich vor dem prognostizierten

Beginn der Transmembranhelix, befindet, um solch einen Winkel zu bilden.

Auch die Membrandicke scheint einen Einfluss auf das Kanalverhalten von Kcv zu haben. In
frilheren Arbeiten wurden bereits die Stromantworten von Kcv exprimiert in menschlichen
Zellen mit denen in Xenopus Oocyten verglichen und bestimmte Unterschiede festgestellt
(Gazzarrini et al., 2003): Im Vergleich zu Kcv in HEK293-Zellen zeigt Kcv in Xenopus Oo-
cyten bei negativen Spannungen eine zeitabhingige Aktivierung, bei positiven Spannungen
werden die Kanile tridge inaktiviert (Plugge et al., 2000; Gazzarrini et al., 2003). Der zeitab-
hingige Strom, welcher eine typische Komponente der Leitfihigkeit in Oocyten ist fehlt bei
Kcv exprimiert in HEK293-Zellen. Es ist bekannt, dass Expressionssysteme die Eigenschaf-
ten von Kanilen beeinflussen konnen (z.B. Petersen et al., 1999). Dieser Unterschied kann
durch Unterschiede in der Lipidzusammensetzung oder Membrandicke in den unterschiedli-

chen Expressionssystemen zustande kommen.
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Ferner wurde eine Rolle der ersten Transmembrandomiéne an der Kanalfunktion postuliert
(Gazzarrini et al., 2004). Wie oben bereits erwidhnt, wurden bisher sechs unterschiedliche
Kcv-Varianten beschrieben (Kang et al., 2004). Einige davon zeigen Aminosédureunterschiede
in der ersten Transmembrandoméne im Vergleich zu Kcv aus PBCV-1. Es wurde ein Einfluss
dieser Aminoséduren in der TM1 der unterschiedlichen Varianten an den Kanaleigenschaften
festgestellt. Weitere Untersuchungen lassen darauf schliefen, dass es eine Interaktion zwi-
schen der TM1 und dem Selektivititsfilter geben muss (Gazzarrini et al., 2004) und somit die

TMI1 eine Funktion beim Kanal-Gating spielt.
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1.6 Zielsetzung

Die Untersuchungen in dieser Arbeit sind ein Beitrag zur Aufkldrung von allgemeinen Struk-
tur-Funktions-Zusammenhingen von Kaliumkanélen mit Hilfe des minimalen Modellproteins
Kcv.

Es war bekannt, dass der N-Terminus von Kcv essentiell fiir die Kanalfunktion ist (Moroni et
al., 2002). In dieser Arbeit wurde deshalb besonders die Rolle des kurzen cytoplasmatischen
N-Terminus von Kcv in Kombination mit seinem Interaktionspartner, der ersten Trans-
membrandoméne (TM1), untersucht: Durch Punktmutationen und Deletionen im N-Terminus
sollten die Aminosdurereste identifiziert werden, die fiir die Kcv-typische Leitfdhigkeit ver-
antwortlich sind. Auflerdem wurde der Einfluss der Linge des N-Terminus in einem weiteren
Versuchsteil untersucht.

Mit Standardmethoden der Elektrophysiologie wurde getestet ob verschiedene Kcv-Mutanten
in den Zellen des Expressionssystems (HEK293-Zellen) Leitfdhigkeitsianderungen mit Kcv-

Eigenschaften induzieren kdnnen.

Der Prolinreste 13 im Kcv Protein bedingt vermutlich die Lage des N-Terminus parallel zur
Cytoplasma-Membran-Grenzschicht. Durch Mutationen an dieser Position sollte deshalb ge-
zeigt werden, ob diese Aminosdure wichtig ist fiir die Positionierung der N-terminalen Do-
mine und moglicherweise das Kanal-Gating beeinflusst.

Daraus ergaben sich weitere Untersuchungen, die sich mit der Auswirkung der Lénge der
TMI1 an der Kanalfunktion beschiftigten.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, iiber die Firmen AppliChem (Darm-
stadt), Bio-Rad (Miinchen), GibcoBRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Qiagen (Hilden),
Fluka (Buchs, Schweiz) und Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen) bezogen.

2.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen waren von New England Biolabs (NEB, Frankfurt a.M.) oder MBI
Fermentas (St. Leon-Rot).

Fiir die PCR wurden Taq oder Pfu DNA-Polymerase, die entsprechenden 10 x Polymerase-
Puffer und dNTPs von Promega (Mannheim) verwendet.

2.3 GroBenstandards

1 kb oder 100 kb DNA Ladder (NEB, Frankfurt a.M.)
Precision Plus Protein™ Standards All Blue und Kaleidoscope Prestained Standards (beide
Bio-Rad, Miinchen)

2.4 Reaktionssysteme (Kits)

GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

HiSpeedTM Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden)

GenElute™ High Performance Plasmid Midiprep Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
MinElute™ Reaction Cleanup Kit (Qiagen, Hilden)

Wenn nicht anders angegeben, wurden bei der Verwendung von Reaktionssystemen stets die

Angaben des Herstellers befolgt.

2.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide (Primer) wurden von Sigma Genosys (Steinheim) und Biomers (Ulm) syn-
thetisiert.

Die Sequenzen der einzelnen Primer sind im Anhang aufgelistet.

2.6 Antikorper

Anti-GFP (JL-8), mouse monoclonal antibody (BD Biosciences Clontech, Heidelberg)
Alkaline Phosphatase-Konjugat, goat anti-mouse (Sigma, Deisenhofen)
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2.7 Plasmide

PEGFP-N2 (BD Biosciences Clontech, Heidelberg)

pEGFP-N2 codiert fiir eine ,,red-shift*“-Variante des Wildtyps des Green Fluorescent Protein
(GFP). GFP ist ein Protein der Qualle Aequorea victoria, das bei entsprechender Anregung
fluoresziert. Es dient in dieser Arbeit als Marker fiir die Genexpression und fiir Lokalisations-
studien (Prasher et al., 1992; Chalfie et al., 1994). Die Kcv-Mutanten wurden zwischen die
Schnittstellen Bgl II und EcoRI in die multiple cloning site (MCS) kloniert. Alle in dieser
Arbeit in HEK293-Zellen untersuchten Kcv-Mutanten wurden als Fusionsproteinen mit EGFP
hergestellt.

MCS
(551 BB
Eco0109 |

13860)

BsrG 11233

Not | (1406
Xbal® n41g

AT 164

Stul Dra 1278
[2581)

ECFP

sTP . .
GC TAG CECTAC OGG ACT CAG ATC TCG AGC TCA AGE TTC GAL TTL TGO ASTCGA CG 6 TAC DG L B6E COC GGG ATE CAs 056 GG GTC GCC ALC ATG GTE
el EcodT il Bai 1T A0 Eg If:h‘i'lﬂlll EcoRl Pstl Sarl Kol Apal BamH | Eayl
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Abb. 6: Plasmid pEGFP-N2 (4700 bp) mit multipler Klonierungsstelle (MCS) und deren Restriktions-

schnittstellen (Clontech).

pSGEM

pSGEM ist ein modifizierter pPGEMHE Expressionsvektor fiir Xenopus Oozyten, der freundli-
cherweise von M. Hollmann, Max Planck Institut fiir Experimentelle Medizin, Géttingen zur
Verfiigung gestellt wurde.

Fiir das Konstrukt wurde der Vektor pPGEMHE (Liman et al., 1992) um die multiple Klonie-
rungsstelle von pBluescript erweitert. Grundlage des Konstruktes pGEMHE ist der Vektor
pGEM-3Z (Promega, Mannheim), in den die 5°- und 3 -untranslatierten Regionen des [-

Globingens aus Xenopus laevis eingefiigt wurden.

pGEM-3Z:
o P-Lactamase-Gen (Ampicillin-Resistenz)

o lacZ-Gen (a-Komplementation fiir Blau-Weil3-Selektion)
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o T7 RNA-Polymerase-Promotor
o Zugangsnummer: Genbank X65304

2.8 Heterologe Expressionssysteme

Die heterologe Expression von Proteinen, das hei3t die Expression in einer fremden Zelle, die
normalerweise nicht iiber das untersuchte Protein verfiigt, hat neue Mdglichkeiten der Erfor-
schung von Ionenkanilen erdffnet. So z.B. die Untersuchung mutierter Kanéle.

Als Expressionssysteme wurden in dieser Arbeit humane embryonale Nierenzellen (HEK

293) und Xenopus laevis Oocyten verwendet.

Eukaryotische Zelllinie HEK293

Diese Zelllinie wurde durch Einbringen von gescherter Adenovirus-DNA in embryonale Zel-
len hergestellt (Graham et al., 1977). Sie wurden zur transienten Expression der Kanalprotei-
ne verwendet und in DMEM/F12 mit 10% (v/v) FCS, 2,5 mM Glutamin und 1 % (v/v) Peni-
cillin/Streptomycin kultiviert. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem CO,-begasten

Brutschrank (Heraeus) unter standardisierten Bedingungen von 37 °C und 4-5 % CO:..

Xenopus laevis Oocyten

Die Eizellen aus dem siidafrikanischen Krallenfrosch Xenopus laevis werden schon seit lan-
gem vermehrt in der Molekular- und Zellbiologie sowie in den Disziplinen Entwicklungs- und
Elektrophysiologie, Genetik, Pharmakologie, Biophysik und Biochemie als Studienobjekte
herangezogen (Hilken, Iglauer und Richter, 1997). Die Oocyten haben den Vorteil als Einzel-
zellen sehr grof zu sein (Durchmesser ca. 1 mm), so dass man sehr leicht mittels eines Injek-

tors cRNA in die Oocyten injizieren kann.

2.9 Sterilisation von Lésungen und Arbeitsgeraten

Losungen, Ndahrmedien, Puffer, Einmalplastikmaterialien und Glasmaterial wurden 20 min in
feuchter Hitze bei 1,5 bar/121 °C autoklaviert. Die Sterilisation von Glaspipetten erfolgte iiber
4-5 h bei 180 °C im Trockenschrank. Thermolabile Losungen und Puffer wurden durch Steril-
filtration (0,2 um Filter / Schleicher & Schuell) entkeimt.

2.10 Molekularbiologische Methoden

2.10.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde zur Amplifikation von Fragmenten aus Kcv-wt und fiir die site directed Mu-
tagenese eingesetzt. Die Reaktionen wurden in 0,5 ml Reaktionsgefilen mit dem Multi Cyc-
ler PTC (MJ Research, Watertown, MA, USA) durchgefiihrt.
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Amplifikation von Fragmenten aus Kcv-wt

Die Standardform der polymerase chain reaction (PCR) war ein 50 pl-Ansatz mit 30-50 ng
template-DNA, 40 pmol dANTP-Mix (10 pmol je dNTP), je 100 pmol eines Vorwiérts- und
eines Riickwirtsprimers, 5 ul 10 x Polymerase-Puffer, 75 pmol MgCl, und 2,5 U Tag-DNA

Polymerase.

Standard-PCR-Programm:
3 min bei 95 °C (Denaturierung der DNA)
30 Zyklen mit 30 s bei 95 °C (Denaturierung der DNA)
30 s bei 55-65 °C (Hybridisierung der Primer)
45 s bei 72 °C (Elongation durch die Tag-Polymerase)
5 min bei 72 °C (Auffiillen unvollstindiger Amplifikate)

Mit der Standard-PCR wurden die AN-Kcv-Mutanten aus Kcv-pEGFP mit den im Anhang
angegebenen Primern amplifiziert. Die Primer fiigten (5°) Bglll und (3’) EcoRI Restriktions-
schnittstellen ein. Das PCR-Produkt wurde mit den beiden entsprechenden Restriktionsenzy-
men verdaut und nach Reinigung iiber ein MinElute™ Reaction Cleanup Kit in den, mit ent-
sprechenden  Restriktionsenzymen,  ebenfalls = vorher  linerasierten  Sdugerzell-

Expressionsvektor pEGFP-N2 in das Leseraster, stromaufwérts des EGFP-Gens, ligiert.

Site directed Mutagenese

Fiir die Konstruktion der Kcv-Mutanten wurde das Protokoll des QuickChange™ Site Direc-
ted Mutagenesis Kit (Stratagene) verwendet. In dieser PCR-basierten Methode wurde das
Konstrukt Kev-pEGFP bzw. Kcv-pSGEM als Templat zusammen mit den im Anhang aufge-

listeten Mutagenese-Primern eingesetzt.

Es wurde ein 50 pl-Ansatz mit 30-50 ng template-DNA, 40 pmol dNTP-Mix (10 pmol je
dNTP), je 125 ng eines Vorwirts- und eines Riickwirtsprimers, 5 ul 10 x Reaktions-Puffer
und 3 U Pfu-DNA Polymerase eingesetzt.

PCR-Programm:
Smin 95 °C (Denaturierung der DNA)

16 Zyklen mit 30 s bei 95 °C (Denaturierung der DNA)
60 s bei 55 °C (Hybridisierung der Primer)
11 min bei 68 °C (Elongation durch die Pfu-Polymerase)
10 min 68 °C (Auffiillen unvollstindiger Amplifikate)
o0 4 °C Stopp der Reaktion
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Zum Verdau der methylierten, nicht mutierten template-DNA, wurden die PCR Produkte mit
10 U Dpnl fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Es folgte eine Hitze-Schock Transformation von
E.coli.

2.10.2 Ligation von DNA-Fragmenten

In der Ligation wird ein DNA-Fragment mit dem gewiinschten linearisierten Vektor mit Hilfe
einer DNA-Ligase verkniipft. Fiir die Ligation wurden die PCR-Produkte und der Expressi-
onsvektor pEGFP-N2 mit den Restriktionsenzymen Bg/Il und EcoRI verdaut.

Ligationsansatz: 1 ul pEGFP-N2 (ca. 500 pug/ul)
5-10 pl gereinigtes PCR-Produkt
2 ul 10 x T4 DNA-Ligase-Puffer (NEB, Frankfurt a.M.)
1 ul T4 DNA-Ligase (400 U/ul) (NEB, Frankfurt a.M.)
ad 20 pl HaOpigest

Der Ansatz wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine Transformation

von E.coli durch Elektroporation.

2.10.3 Kultivierung von E.coli

Die E. coli-Stimme DHS5-0, und XLBluel wurden zur Klonierung von Plasmiden verwendet.

Die Kultivierung erfolgte im Medium nach Luria und Bertani (Bertani 1952).

LB-Medium: 5 g/l NaCl
10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefeextrakt
mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt

Fiir das Wachstum auf Agarplatten wurde das Fliissigmedium mit 15 g/l Agar versetzt.

Die Bakterien-Stammkulturen, die als Glycerinsuspension (58 %) bei —70 °C oder als Agar-
stabs (LB-Medium mit 0,6 % (w/v) Agar) bei Raumtemperatur lagerten, wurden bei Bedarf
auf LB-Agarplatten mit einer Impfose ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Ein-
zelkolonien dieser Ubernachtkultur wurden fiir die Isolierung von Plasmid-DNA verwendet.

Zur Selektion von Transformanten diente LB-Medium oder LB-Agar mit einem Zusatz von
100 mg/l Ampicillin (pSGEM) bzw. 50 mg/l Kanamycin (pEGFP-N2). Die Zugabe der Anti-
biotika erfolgte nach Abkiihlen des Mediums auf ca. 50 °C.
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2.10.4 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Hitze-Schock Transformation chemisch kompetenter Zellen

Hitzekompetente E. coli-Zellen (XLBluel) wurden nach der Rubidiumchlorid-Methode (Ha-
nahan, 1985) hergestellt. Zur Transformation wurden 50 ul Zellsuspension mit 1-2 ul (50-500
ng) Plasmid-DNA 30 min auf Eis inkubiert, danach fiir 1 min bei 42 °C erwédrmt und wieder
fir 2 min auf Eis gehalten. Die Antibiotikaresistenz wurde fiir 1 Stunde bei 37 °C unter
Schiitteln in 250 ul SOC-Medium (20 g/l Bacto-Tryptone, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NacCl,
2,5 mM KCI, 20 mM MgCl,, 20 mM Glucose) in Abwesenheit von Antibiotika exprimiert.
Der Transformationsansatz wurde auf Agarplatten mit dem entsprechenden Selektionsmedi-

um ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Transformation durch Elektroporation

Elektrokompetente E. coli-Zellen (DH5-0) wurden nach Sambrook et al. (1989) hergestellt.
Zur Transformation wurden 40 pl Zellsuspension mit 1 pl (50-500 ng) Plasmid-DNA in einer
Elektroporationskiivette gemischt und 2 min auf Eis inkubiert. Danach wurde im Gene Pulser
Il (Bio-Rad) mit folgenden Parametern elektroporiert: 2,5 kV Vorspannung, 200 Q

. Widerstand und 25 pF Kapazitit. Pulszeiten von 3-5 ms zeigten erfolgreiche Elektroporatio-
nen an. Nach der Transformation wurde 1 ml eiskaltes SOC-Medium zur Zellsuspension ge-
geben und dann fiir 1 Stunde bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. 50-150 ul der Bakteriensus-
pension wurden auf Agarplatten mit Selektionsmedium ausgestrichen und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert.

2.10.5 Plasmidpréaparationen

Die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen MaBistab wurde mit der alkalischen Lyse nach
Sambrook et al. (1989) oder mit dem GenElute™ Plasmid Miniprep Kit von Sigma nach Vor-
schrift durchgefiihrt. Zur Elution der DNA wurden jedoch 50 pl HyOpigest (pH ca. 7) anstatt
des mitgelieferten Puffers verwendet. GroBere Mengen Plasmid-DNA mit hoher Reinheit
wurden mit dem HiSpeed™ Plasmid Midi Kit von Qiagen oder dem GenElute™ High Per-
formance Plasmid Midiprep Kit von Sigma nach den Angaben des Herstellers gewonnen. Je-
doch wurde die Plasmid-DNA mit HyOpigesc (pH ca. 7) anstatt des mitgelieferten Puffers elu-
iert. Die DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.10.6 Quantifizierung der Plasmid-DNA und der cRNA

Die Konzentrationen wissriger DNA- oder cRNA-Losungen wurden spektralphotometrisch
anhand der Absorption von Licht bei 260 nm bestimmt (Photometer Gensys' " 5 / Spectronic,
Leeds, UK). Dabei wurde eine optische Dichte (ODsgp nm) von 1 einer Konzentration von 50
pg/ml doppelstringiger DNA bzw. 40 pug/ml RNA gleichgesetzt. Um Proteinverunreinigun-
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gen zu registrieren, wurde zusitzlich die Extinktion bei 280 nm bestimmt. Die Reinheit der
Losung wurde durch das Verhiltnis der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm abgeschiitzt.
Ein Verhiltnis von iiber 1,8 gilt als MaB3 fiir geringe Verunreinigung durch Proteine
(Sambrook et al., 1989)

2.10.7 Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur Charakterisierung von DNA bzw. zu ihrem gezielten Abbau dienten spezifisch spaltende
Restriktionsenzyme. Die Reaktionsbedingungen entsprachen den diesbeziiglichen Vorschrif-

ten der Herstellerfirmen.

2.10.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese diente in dieser Arbeit der qualitativen und quantitativen Analyse von
DNA. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Um
die DNA sichtbar zu machen, wurden die Gele mit 0,8-1,2 pl Ethidiumbromid 1:10000 (w/v)
versetzt. Als Tragermaterial wurde Agarose verwendet; in den meisten Fillen wurden 1 %ige
Agarose-Gele in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Eisessig, 1 mM EDTA pH 8,0) ver-
wendet. Die jeweiligen Proben wurden mit 5 x TAE-Probenpuffer (50 % Glycerin, 1 %
Bromphenolblau) versetzt und in eine Geltasche gefiillt. Gelldufe erfolgten bei 100 V fiir ca.
60 min. Als Lingenstandard wurde die 100 bp DNA-Leiter oder die 1 kbp DNA-Leiter (NEB,
Frankfurt a.M.) verwendet.

2.10.9 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzen aller Konstrukte wurden kontrolliert. Die Sequenzierungen wurden von
Firma Seqlab (Gottingen) durchgefiihrt. Die Startpunkte der Sequenzierung wurden durch

entsprechende Sequenzierungs-Primer gewéhlt (siehe Anhang).

2.10.10 Zellkulturfiihrung

Das Arbeiten mit HEK293-Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen in einer sterilen Ar-
beitsbank (Flow Laboratories), welche vor und nach Benutzung mit 70 %igem Ethanol gerei-
nigt wurde. Medien und Losungen wurden vor Verwendung im Wasserbad auf 37°C vorge-
warmt.

HEK?293-Zellen wachsen als adhérente Zellen. Nach Erreichen der Konfluenz und Ausbil-
dung eines dichten Zellrasens mussten die HEK293-Zellen verdiinnt und umgesetzt, d.h.
passagiert werden. Die Kultivierung erfolgte in Zellkultur-Flaschen mit einer Wachstumsfli-
che von 25 cm” und Filterschraubkappen fiir den CO,-Austausch (Renner GmbH, Dannstadt).

Wenn eine Konzentration von ungefihr 10° Zellen/ml erreicht war, erfolgte eine Passage.
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Hierfiir wurden die zu passagierenden Zellen vom Nihrmedium befreit, mit 2 ml PBS (140
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPOy4, 1,8 mM KH,POy4, mit NaOH auf pH 7.4, autokla-
viert) gewaschen und nach Absaugen des PBS die Zellen mit 1 ml Trypsin-EDTA beschich-
tet, um die Zellen abzulosen. Zur Inaktivierung des Trypsins wurden zur Zellsuspension 5 ml
Niéhrmedium gegeben und gemischt. Je ein Aliquot von 0,7-1,2 ml wurde in zwei neue Zell-
kultur-Flaschen, in die bereits 5 ml Ndahrmedium vorgelegt waren, iiberfithrt und wie unter
2.8. kultiviert.

Zur Kontrolle der Zellkonzentration wurden 0,5 ml der Zellsuspension mit der gleichen Men-
ge Medium verdiinnt und mit Hilfe der Biirker-Kammer mikroskopisch gezihlt. Die Kammer
enthilt 144 groBere Quadrate von je 0,04 mm? und hatte eine Tiefe von 0,1 mm. Die 144
Quadrate wurden ausgezihlt und das Ergebnis anschlieBend mit 3480 multipliziert. Auf diese

Weise konnte die Anzahl der Zellen pro ml berechnet werden.

2.10.11 Expression von Kcv und Kcv-Mutanten in HEK293-Zellen

Zur Expression von Kcv und Kcv-Mutanten wurden HEK293-Zellen in 35 mm Kulturschil-
chen (Renner GmbH, Dannstadt) ausgesit, zu 40-60 % konfluent wachsen lassen und nach
den Angaben der Gebrauchsanleitung mit Metafectene’™ Transfektionsreagenz (Biontex,
Miinchen) und 1,5 pg Plasmid-DNA transfiziert.

Kontrollzellen wurden mit Plasmid transfiziert, das nur das EGFP-Gen enthielt. Die Zellen
wurden dann fiir 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Danach wurde das Medium

abgenommen und die Zellen mit frischem Medium versorgt.

2.10.12 Expression von Kcv und Kcv-Mutanten in Xenopus Oocyten

Die Plasmide wurden mit dem Enzym Nhel linearisiert und mit T7 RNA Polymerase (Prome-
ga Riboprobe II Core System) in vitro transkribiert.

30-50 ng der so gewonnenen cRNA wurde in Xenopus laevis Oocyten injiziert. Die Oozyten
waren zuvor nach einer Standardmethode pripariert worden (Plugge et al. 2000). Messungen
wurden 1-3 Tage nach der Injektion durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten Oocyten, denen 50 nl

RNA freies Wasser injiziert wurden.

2.11 Proteinbiochemische Methoden

2.11.1 Homogenisierung der HEK293-Zellen

Die Homogenisierung der HEK293-Zellen erfolgte 2 Tage nach der Transfektion. Die Zellen
wurden mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA von den Kulturschilchen abgeldst. Nach
Zugabe von 2 ml Medium wurde die Zellsuspension in ein Falconrdhrchen iiberfiihrt und 8

min bei 1000 U/min zentrifugiert (Minifuge RF, Heraeus). Der Uberstand wurde verworfen
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und zum Reinigen der Pellets 2 Waschschritte mit je 1 ml PBS und nachfolgender Zentrifuga-
tion durchgefiihrt.

Die erhaltenen Pellets wurden auf Eis gestellt. Die eigentliche Homogenisierung erfolgte bei 4
°C durch Zugabe des Homogenisierungspuffers (200 mM Tris-HCI, 2 % SDS, pH 7.2). Nach
Vortexen erfolgte eine Ultraschallbehandlung fiir 1 min bei 4 °C. Nach einer letzten
Zentrifugation bei 13000 U/min fiir 5 min bei 4 °C (Biofuge primoR, Heraeus) wurde der

Uberstand abgenommen und bis zum Gebrauch bei -75 °C gelagert.

2.11.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen geschah nach der Methode von Popov et al.
(1975).

2.11.3 TCA-Fallung

Um die Proteine aus dem Uberstand der Homogenisierung zu konzentrieren, wurde eine
TCA-Fillung durchgefiihrt. Zu 100 ug Gesamtprotein wurde 1 ml einer 10 %igen TCA-
Losung gegeben, gevortext und fiir 15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die gefill-
ten Proteine 10 min bei 13000 U/min in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (Biofuge 13, He-
raeus) pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit 1 ml H;Opigese (pH ca. 7) gewaschen, erneut

zentrifugiert und der Uberstand komplett entfernt.

2.11.4 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese wurde nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Zur Denaturierung wurden
die Proteinproben aus der TCA-Fillung in Probenpuffer aufgenommen und fiir 15 min bei RT
inkubiert. Der Probenpuffer enthielt 62,5 mM Tris-HCI1 (pH 6.8), 8,7 % Glycerin, 3 % B-
Mercaptoethanol, 2 % SDS und 0,01 % Bromphenolblau. Als Standard-Trenngel wurden 12,5
%ige Polyacrylamidgele verwendet. Die Gelelektrophorese wurde in einer Mini-Protean II-
Kammer (BioRad, Miinchen) durchgefiihrt. Dabei wurde ein konstanter Strom von 40 mA fiir
90 min angelegt.

2.11.5 Western-Blot-Analyse und Immunofarbung

Die Proteine aus SDS-Gelen wurden im so genannten Semi-Dry-Verfahren (Bjerrum und
Schafer-Nielsen 1986) auf PVDF-Membranen {iibertragen. Dazu wurde das SDS-Gel, drei
Blotpapiere (GB005 Gel-Blotting-Papier, Schleicher & Schuell, Dassel) und eine auf Gelgro-
Be zugeschnittene Teflonmembran (PVDF, Immobilon P, Millipore), die zuvor mit Methanol
p-a. benetzt wurde, fiir 5 min in Blotpuffer inkubiert. Der Transfer der Proteine erfolgte in
einer Semi-Dry-Blotapparatur (Trans-Blot® SD, Bio-Rad, Miinchen). Auf die Anode der

Blotkammer wurden eine Lage Blotpapier, die Teflonmembran, das SDS-Gel und weitere
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zwei Lagen Blotpapier luftblasenfrei geschichtet und danach die Blotapparatur verschlossen.
Der Elektrotransfer erfolgte unter sequentieller Spannungssteigerung (15 min bei 10 V, 12,5
Vund 15 V).

Die Teflonmembran wurde nach dem Blotten fiir 5 min mit der proteinbeladenen Seite nach
unten in TBS gewaschen. Es folgte eine Inkubation in TBS-Milch fiir 1 h, an die sich 4
Waschschritte mit TBS fiir je 5 min anschlossen. Danach erfolgte die Inkubation des priméren
Antikorpers (Anti-GFP (JL-8) / Verdiinnung 1:1000 in TBS) fiir 1 h. Nach weiteren 4 Wasch-
schritten a 5 min mit TBS, folgte die Inkubation mit dem sekundéren Antikdrper (Phosphata-
se-Konjugat, goat anti-mouse / Verdiinnung 1:15000 in TBS) fiir 1 h. Nach der Inkubation
wurde die Membran zweimal fiir je 5 min mit TBS und viermal mit AP-Puffer gewaschen und
danach in Farbelosung inkubiert. Nach ausreichender Farbreaktion auf der Membran wurde

diese durch mehrfaches Waschen mit HyOpigese gestoppt und die Membran getrocknet.

Losungen:

Blotpuffer: 48 mM Tris
39 mM Glycin

TBS: 10 mM Tris, mit Hel auf pH 7,5 eingestellt
0,9 % (w/v) NaCl

TBS-Milch: 2 % Milchpulver in TBS

AP-Puffer: 100 mM Tris, mit Hel auf pH 9,5 eingestellt
100 mM NaCl

5 mM Mg(Cl,

NBT: 50 mg/ml 70 % (v/v) DMFA

BCIP: 50 mg/ml 100 % (v/v) DMFA

Farbelosung: 100 ul NTB

50 ul BCIP, ad 15 ml AP-Puffer

2.12 confokalmikroskopie

Die GFP-Fluoreszenz von transfizierten HEK293-Zellen wurde 2 Tage nach der Transfektion
mit einem Leica TCS Spektral Confokalmikroskop detektiert, ausgeriistet mit einem Argon-
Krypton-Laser (Leica Microsystems Heidelberg GmbH). Bilder wurden mit einem HCX PL
APO 63x/1,2 NA Objektiv aufgenommen. EGFP wurde mit der Argon-Laserlinie (488 nm)
angeregt und die Emission confokaler Schnitte bei 505-555 nm gesammelt.
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Fiir die Darstellung und Auswertung der Bilder wurde die Leica Confocal Software 2.00 (Lei-
ca Microsystems GmbH, Heidelberg, Germany) verwendet.

2.13 Elektrophysiologie

2.13.1 Elektrophysiologie an HEK293-Zellen

Experimente an HEK293-Zellen wurden an Zellen durchgefiihrt, die 2-3 Tage nach der Trans-
fektion bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert wurden. Einen Tag vor dem Experiment wurden die
Zellen mit Trypsin-EDTA von den Kulturschilchen abgelost, zu einer geringen Zelldichte auf
Kulturschilchen ausplattiert und iiber Nacht inkubiert. Messungen wurden an diesen verein-
zelten Zellen im Ganzzell-Modus einer Standard patch-clamp-Technik (Hamill et al. 1981)
mit einem EPC-9 Verstirker (HEKA, Lambrecht) durchgefiihrt. Die Aufnahme der patch-
clamp-Daten erfolgte mit Puls Software (HEKA). Ganzzellstrome wurden angeregt durch 800
ms-Spannungspulse zwischen +80 mV und —160 mV, die von einer Haltespannung von 0 mV
ausgingen. Die Strome wurden mit einer Rate von 4 kHz aufgezeichnet und ohne die Subtrak-
tion von Leckstromen analysiert. Die Zellen wurden bei RT mit einer Badlosung umspiilt (2
ml/min), die 100 mM KCl, 1,8 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM HEPES und 60 mM Cholin-
Cl1 enthielt. Die Losung wurde mit Tris auf pH 7,4 eingestellt. Die Osmolaritéit der Badlosun-
gen mit abweichenden Konzentrationen wurde mit Cholin-Cl auf ca. 300 mOsmol/kg einge-
stellt. Die Messelektroden waren befiillt mit 10 mM NaCl, 130 mM D-Gluconséiure-
Kaliumsalz, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl,, 0,1 uM CaCl,, 2 mM ATP, 0,1 mM GTP, 5 mM
Phosphocreatin-Dinatriumsalz und 5 mM HEPES. Die Losung wurde mit KOH auf pH 7,4
eingestellt und hatte eine Osmolaritéit von ca. 330 mOsmol/kg.

Die gewonnenen Daten wurden mit den Programmen PulseFit (HEKA), Igor Pro Version 5.01
(WaveMetrics) und OriginPro 7.0 (OriginLab Corporation) analysiert.

2.13.2 Elektrophysiologie an Xenopus Oocyten

Fiir Ganzzellableitungen wurde das herkommliche voltage clamp-Verfahren mit zwei intrazel-
luldren Elektroden angewendet (Gene Clamp 500 Verstirker und pCLAMPS.5 Software, bei-
des Axon Instruments, USA). Beide Elektroden waren mit 3 M KCI gefiillt und hatten in 50
mM KCl Widerstinde von 0,4-1,2 MQ. Die Oocyten wurden kontinuierlich mit einer Stan-
dard-Badlésung umspiilt (50 mM KClI, 1,8 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM Hepes, pH 7,4,
die Osmolaritit der Losung wurde mit Mannitol auf 215 mM eingestellt). Das Standard-
Spannungsprotokoll bestand aus Schritten von der Haltespannung -20 mV zu Testspannungen
zwischen +80 mV bis —180 mV, gefolgt von einem Spannungsschritt auf -80 mV.

Die gewonnenen Daten wurden mit den Programmen Clampfit (Axon Instruments), Igor Pro

Version 5.01 (WaveMetrics) und OriginPro 7.0 (OriginLab Corporation) analysiert.
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2.14  Software, Internetadressen und GenBank Nummern

Zur Auswertung und Analyse von Daten wurden Excel (Microsoft), Igor Pro Version 5.01
(WaveMetrics), Clampfit (Axon Instruments), OriginPro 7.0 (OriginLab Corporation) und
PulseFit (HEKA Electronic), Leica Confocal Software 2.00 (Leica Microsystems GmbH,
Heidelberg, Germany) benutzt.

Folgende Programme sind tiber das Internet frei verfiigbar:

TMHMM2.0 http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMM

TMpred http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html

SOPMA http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_sopma.html
NNPREDICT http://www.cmpharm.ucsf.edu/%7Enomi/nnpredict.html
PSIPRED http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html

PROF http://www.aber.ac.uk/~phiwww/prof/

PREDATOR http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/predator-simple.html
PHD http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/submit_def.html

Sequenz-Datenbanken:

NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Das Paramecium bursaria Chlorellavirus (PBCV-1)-Genom ist unter NC_000582 eingetra-
gen. Die Sequenz von ORF a250r (kcv) hat die Zugangsnummer AY3382212.
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3. Ergebnisse

3.1 Heterologe Expression von Kcv in HEK293-Zellen

In fritheren Arbeiten wurde gezeigt, dass Kcv in der Plasmamembran von Oozyten aus Xeno-
pus laevis, in CHO- und in HEK293-Zellen charakteristische Leitfihigkeiten hervorruft
(Plugge et al. 2000, Gazzarrini et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden zur funktionel-
len Charakterisierung des Kanals vor allem die heterologe Expression in HEK293-Zellen
(human embrionic kidney cells) verwendet. Diese Zellen eignen sich dafiir sehr gut, weil ihre
endogenen Kanalaktivititen gut charakterisiert sind (Yu und Kerchner 1998, Jiang et al.,
2002); vor allem weisen sie nur geringe endogene K'-Leitfihigkeit auf, so dass die Aktivitiit

von heterolog exprimierten Kanilen gut zu identifizieren ist.

Abbildung 7 zeigt die typische Stromantwort auf ein Standardpulsprotokoll (Abb. 7A) einer
HEK?293-Zelle, die den Kaliumkanal Kcv exprimierte (Abb. 7C), und einer Kontrollzelle, die
nur mit EGFP transfiziert wurde (Abb. 7B). Die Leitfihigkeit wurde mit der Ganzzell Patch-
Clamp Methode gemessen. Die charakteristische Strom-Spannungskurve (Abb. 7D) von Kcv
hat zwischen -60 mV und +20 mV einen weitgehend linearen Verlauf und Ii (instantaner
Strom) sowie Iss (stationédrer Strom) sind annihernd gleich grof3. Bei negativeren bzw. positi-
veren Spannungen kommt es zu einer Inaktivierung; die Strom-Spannungskurven nihern sich
wieder der x-Achse an. Bei sehr negativen Spannungen zeigt der Strom eine trige Inaktivie-
rung. Der stationére Strom I ist bei diesen extremen Spannungen kleiner als der instantane

Strom I;.

Die Expression von Kcv in HEK293 Zellen (n=47) fiihrte bei 68 % zu einer charakteristisch
erhohten Leitfdhigkeit gegeniiber den Kontrollzellen, die nicht oder nur mit EGFP transfiziert
wurden. Die Stromantworten auf die angelegte Referenzspannung bei -100 mV lagen bei den
mit Kcv transfizierten Zellen im Mittel bei -1064 + 417 pA und bei den Kontrollzellen bei -
108 + 28 pA.

Es wurden nur Zellen gewertet, bei denen das Verhiltnis der Steigungen der Leitfahigkeiten
bei negativen Spannungen (-20 bis -60 mV; G,e) zu denen bei positiven Spannungen (0 bis
40 mV; Gpos) groBer als 1 war. Dieses Verhiltnis lag bei Kcv transfizierten HEK293-Zellen
im Mittel bei 1,5 + 0,4. Bei EGFP transfizierten HEK293-Zellen wurden Werte zwischen 0,3
und 0,6 ermittelt (0,47 +0,13).
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Abb. 7: Heterologe Expression des Kaliumkanal-Gens Kcv in HEK293-Zellen

Stromantworten einer EGFP-transfizierten Kontrollzelle (B) und einer Kcv-transfizierten HEK293-Zelle
(C) auf ein Standard-Pulsprotokoll (A). (D) Instantaner Strom |; (<) und stationdrer Strom I;; (®) von
HEK293-Zellen, die mit Kev transfiziert wurden im Vergleich zu einer EGFP-transfizierten Kontrollzelle
(O), als Funktion der Spannung.

Ein Austausch von K* gegen Na™ in der extrazelluliren Losung reduzierte signifikant den
Einwirtsstrom bei Kcv-transfizierten Zellen (Abb. 8). Es kam zu einem negativen Shift des
Umkehrpotentials von -65,5 + 9,1 mV (n=4). Das bedeutet, dass Na* nicht oder nur wenig
transportiert wird; die Kcv-induzierte Leitfahigkeit ist also selektiv fiir K™ gegeniiber Na®.

Das Px*/Py,"-Permeabilitits-Verhiltnis lag bei 8,2 (n=4). Dieses Verhiltnis wurde mit Hilfe
der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung berechnet. Mit Hilfe dieser Gleichung konnen die
Permeabilititen aller Ionen iiber einer Membran in Beziehung gesetzt werden. Die Gleichung
wurde an das hier vorliegende System angepasst. Dabei wurde die Permeabilitit fiir K" gleich
1 gesetzt. Mit dem Faktor a konnte die relative Permeabilitit des Kanals fiir andere Ionen, in

diesem Fall Na®, gegeniiber K™ beschrieben werden.
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Daraus ergab sich folgende Gleichung:

AEy = -RT/zF * ln[(C(K+)i + C(Na+)i * 0!)/(C(K+)a + C(Na+)u )] (1

R — Gaskonstante; T — Temperatur; 7 — elektrische Ladung des Ions; F — Faraday-Konstante;
c(K+)i bzw. ¢, — Kaliumkonzentration innen bzw. auBen; c(N,,,,)i bzw. ¢(y,+)" — Natriumkonzentra-

tion innen bzw. auBen, - relative Permeabilitiit (Py,"/Px")

Eine #hnliche Permeabilitit von Kev fiir K* iiber Na™ wurde auch schon in fritheren Untersu-
chungen in HEK293 Zellen ermittelt. Dabei lag das Px /Py, -Permeabilitiits-Verhiltnis bei 8,4
(n=11) (Moroni et al., 2002).

Bei der Expression von Kcv in Oocyten (siehe 3.9) kam es beim Austausch der
extrazelluliren Losung von 50 mM KCl gegen 50 mM NaCl zu einem Shift des
Umkehrpotentials von -85,0 + 44 mV (n=4). Das berechnete Px'/Pn, -Permeabilitits-
Verhiltnis lag hier bei 29,5 (n=4). Ein Vergleich der Selektivitit fiir K* iiber Na* in den
unterschiedlichen Expressionssystemen zeigt, dass Kcv in HEK293-Zellen weniger selektiv
fiir K" iiber Na* ist als in Oocyten.

500 —

1500 — Iss/pA

Abb. 8: Selektivitat fiir K* gegeniiber Na*

Die Strom-Spannungskurven zeigen die Verédnderung der stationaren Stréme und die Verschiebung
des Umkehrpotentials beim Wechsel der extrazellularen Badlésung von 100 mM K* (@) auf 100 mM
Na* (O).

Eine spannungsabhiingige Blockierung durch Ba®* ist ein typisches Merkmal von Kaliumka-
ndlen (Hille 2001). Diese Hemmung beruht auf der Blockierung der Kanalpore durch das
zweiwertige Kation, dass bei negativer Membranspannung in die Kanalpore gezogen wird

und so den Einwirtsstrom der Kaliumionen blockiert. Auch fiir Kcv wurde eine steile Span-
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nungsabhingigkeit der Blockierung mit Ba® in Xenopus Oocyten gezeigt (Plugge et al.,
2000).

Eine #hnliche spannungsabhingige Inhibierung von Kcv mit Ba®* wurde auch in HEK293-
Zellen gefunden. Hier wurde der hemmende Effekt von 10 mM BaCl, im Badmedium vor
dem Hintergrund von 100 mM KCIl untersucht. In Abbildung 9 ist der Effekt von Ba®* auf die
Kcv-induzierte Leitfidhigkeit dargestellt. Bei der Referenzspannung von —140 mV betrug die
Hemmung 85 + 10 % gegeniiber den Einwirtsstromen in den Zellen ohne BaCl,. Abb.9E
zeigt, dass Kcv spannungsabhingig durch Ba’* inhibiert wird. Die Einwirtsstrome sind deut-
lich stirker inhibiert als die Auswirtsstrome. Der Ubergang zwischen der starken Hemmung
der Einwirtsstrome und der geringen Hemmung der Auswirtsstrome (bei 0 mV) verlduft steil

und reflektiert damit eine stringente Spannungsabhéngigkeit.

A D
200 —
60 mV
omv \/055;0
-80 mv I
-160mv 800 ms 2y
B
oo v
Iss/pA
-800 — p
E
1.0 4
rel. Block
C 00000 {)
0.5 % + C%
200 pA
I T I T I T I T T I 1
200 ms -160 -120 -80 -40 0 40
VimV

Abb. 9: Effekt von Ba®* auf die Leitfahigkeit von Kcv in HEK293-Zellen.

Die Stromantworten transfizierter Zellen bei Spannungspulsen von -160 mV bis + 60 mV (A) wurden
mit der Ganzzell Patch-Clamp Technik gemessen. (B) Messung mit 100 mM K" in der Badlésung und
nach Zugabe von 10 mM Ba®* (C). (D) Strom-Spannungs-Beziehung der stationdren Strome (lss) aus
B und C ohne BaCl, (®) und mit BaCl, (O). (E) Relativer Block der stationdren Stréme mit Ba®*. Die
Berechnung der relativen Hemmung erfolgte mit 1-ls go/lss o- Angegeben sind rel. Einheiten mit ihren
Standardabweichungen (n=5).
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3.2 Der N-Terminus ist essentiell fiir die Funktion des Kanals

In fritheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ein Entfernen der ersten 14 Amino-
sduren vom Kcv-Protein, zu einem Verlust der Kcv typischen Leitfdhigkeit fiihrt. Dies war
sowohl in HEK293-Zellen, als auch in Xenopus Oocyten (Moroni et al., 2002) zu beobachten.
Es konnte gezeigt werden, dass dieser Verlust an Kcv-Aktivitidt der AN14-Kcv-Mutante we-
der durch eine fehlerhafte Proteinsynthese noch durch unterschiedliche intrazellulidre Vertei-
lung zustande kommt (Moroni et al., 2002).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diesen Verlust an Kcv-Aktivitit, der durch Entfernen des
N-Terminus entsteht, ndher zu untersuchen und mogliche Ursachen fiir den Verlust der Kcv

typischen Leitfihigkeit zu finden.

Da bei der AN14-Mutante nicht nur der N-Terminus, sondern auch die ersten Aminosduren
der ersten Transmembrandoméne entfernt wurden, sollte im folgenden Experiment zunéchst
tiberpriift werden, ob eine Kcv-Mutante, bei der lediglich die cytoplasmatische N-terminale
Region entfernt wurde, ebenfalls zu einem Verlust an Kcv-Aktivitit fithrt. Dazu habe ich eine
Kcv-Mutante hergestellt, in der die Aminosduren L.2-E12 entfernt wurden (AN11-Kcv). Das
Methionin an Position 1 wurde jeweils als N-terminale Aminosdure beibehalten (Abb. 10)

pe.. 1000, 000020000, 00003000, 00 04000,
| ————- TM Segment I--—-—|
Kev-wt MLVEFSKFLTRTEPFMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNE SVANPDKKAS
AN11-Kcv MPFMIHLFILAMFVMIYKFEFPGGFENNEFSVANPDKKAS
50...,....60...,....70...,....80...,....90...
| —————- Poren-Region———-——-— | |-TM Segment II-|
Kev-wt WIDCIYFGVITHSTVGEFGDILPKTTGAKLCTIAHIVTIVFFIVLTL
AN11-Kcv WIDCIYFGVITHSTVGFGDILPKTTGAKLCTIAHIVTIVFFIVLTL

Abb. 10: Aminosauresequenzen von Kcv und der AN11-Kcv-Mutante.

Das Konstrukt wurde als EGFP-Fusionsprotein in HEK293-Zellen exprimiert und die
Leitfiahigkeit mit der Ganzzell Patch-Clamp-Methode getestet.
Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, zeigt sich kein Unterschied in der Stromantwort zwischen

Kontrollzellen, die nur mit EGFP und solchen, die mit AN11-Kcv transfiziert wurden.
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Abb. 11: Verlust der Kcv-typischen Leitfahigkeit in der AN11-Kcv -Mutante.

Stromantworten einer EGFP (B), Kcv (C) und AN11-Kcv (E) transfizierten HEK293-Zelle auf ein Stan-
dard-Pulsprotokoll in 100 mM K" in der Badlésung (A). (D) Stationdrer Strom lgs aus B, C und D als
Funktion der Spannung (Kcv (@), EGFP-Kontrolle (O) und AN11-Kcv (m)).

Es kommt zu einem Verlust der Kcv-typischen Leitfidhigkeit bei Entfernen der ersten 11

Aminoséduren von der N-terminalen Region des Kcv-Proteins.

Fiir diesen Verlust an Leitfdhigkeit gibt es zwei mogliche Erkldrungen: (i) Die AN11-Kcv-
Mutante assoziiert nicht mit der Zellmembran oder (ii) die Mutante bildet keinen funktionel-

len Kaliumkanal.

3.2.1 Nachweis der AN11-Kcv-Mutante durch Western-Blot-Analyse

Um zu untersuchen ob die AN11-Kcv-Mutante in HEK293-Zellen exprimiert wird, wurden
die Proteine mit Hilfe eines GFP-Antikorpers durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen.
Dazu wurden die transfizierten HEK293-Zellen homogenisiert, nach TCA-Fillung auf ein
SDS-Gel aufgetragen und ein Western Blot mit anschliefender Immunoféirbung durchgefiihrt.
Zur Kontrolle dienten HEK293-Zellen, die mit Kcv transfiziert wurden.

Abbildung 12 zeigt die Immunofirbung unter Verwendung des priméren anti-EGFP. Der
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GFP-Antikorper erkennt deutlich 3 Proteine sowohl in den Kcv (Spur 2) transfizierten als
auch in den AN11-Kcv (Spur 3) transfizierten Zellen. Die Bande bei 27 kDa entspricht der
Molmasse von EGFP. Diese Bande stimmt mit der gefunden Bande bei EGFP transfizierten
HEK?293-Zellen iiberein (Bande 1 in Abb. 12). Die apparente Molmasse bei etwa 37 kDa ent-
spricht rechnerisch dem EGFP-Fusionsprotein Kcv-wt und der AN11-Kcv-Mutante in der
monomeren Form. Bei der Bande bei etwa 85 kDa konnte es sich um eine multimere Form
des Proteins handeln. Auch nach 5 miniitigem Kochen der Proben vor der Auftragung auf das
SDS-Gel gab es keine Unterschiede zu direkt aufgetragenem Protein.

Funktionelle Kaliumkanile sind Tetramere (Hille 2001; Doyle et al., 1998). Die tetramere
Struktur von Kaliumkanélen erwies sich als stabil, auch nach der Aufreinigung und in Anwe-
senheit des Detergens SDS (Heginbotham et al., 1997).

1 2 3 S kDa
— 200
— 127
> — 85
>
g — 319

Abb. 12: Nachweis der AN11-Kcv -Mutante durch Western-Blot-Analyse.

Elektrophoretische Auftrennung im 12,5 %igem SDS-Gel mit anschlieBender Immunofarbung mit dem
Antikérper anti-GFP. Spur 1 zeigt die EGFP-Kontrolle, Spur 2 Kev und Spur 3 die AN11-Kcv -Mutante.
Die Pfeile markieren die Position von EGFP (27 kDa), der monomeren (37 kDa) und multimere Form
(ca. 85 kDa) der Fusionsproteine Kcv und der AN11-Kcv-Mutante. Spur S zeigt den Proteinstandard
mit molekularen Massen.

Auch bei der Expression von Kcv in Pichia pastoris wurde in Western-Blot-Analysen neben
Banden mit der monomeren Masse von Kcv auch Banden mit der Masse des tetrameren Pro-
teins markiert (Doktorarbeit Cinzia Pagliuca). Daher kann es sich bei der 85 kDa-Bande um
ein Kcv-Dimer handeln. Diese Bande wurde jedoch sowohl in Kcv- als auch in AN11-Kcv-
transfizierten HEK293-Zellen gefunden. Demnach spielt der N-Terminus keine essentielle

Rolle bei der Tetramerisierung des Kcv-Proteins.
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3.2.2  Zellulare Verteilung der AN11-Kcv-Mutante in HEK293-Zellen

Die Western-Blot-Analyse zeigt, dass die beiden Proteine Kcv und AN11-Kcv gleich stark in
HEK?293-Zellen exprimiert werden. Demnach ist auch in diesem Fall die Proteinsynthese
nicht dafiir verantwortlich, dass die AN11-Kcv-Mutante nicht mehr funktionell ist.

Um zu untersuchen, ob der Verlust der Kcv-typischen Leitfihigkeit bei der AN11-Kcv-
Mutante durch eine fehlende Oberflichenexpression des Proteins zustande kommt, wurde die
Verteilung von Fluoreszenzsignal in transfizierten HEK293-Zellen mit der Confokalen Laser
Scanning Mikroskopie untersucht. Die Fluoreszenz wurde nach Anregung durch monochro-
matisches Laserlicht (488 nm) in der Aquatorialebene der Zellen detektiert.

In Abbildung 13 sieht man die Fluoreszenzverteilung von EGFP-Fusionsproteinen des Kali-
umkanals Kcv (Abb. 13A) und der AN11-Kcv-Mutante (Abb. 13B). In HEK293-Zellen, die
mit Kcv oder AN11-Kcv transfiziert waren, akkumulierte die Fluoreszenz in netzwerkartigen,
tubuldren Strukturen. Um den Kern ist ein geschlossener fluoreszierender perinukleédrer Ring
zu erkennen. Bei Zellen, die nur mit EGFP alleine transfiziert wurden (Abb. 13C), war die
Fluoreszenz sowohl im Kern als auch im Cytoplasma lokalisiert, was fiir ein 16sliches Protein

wie EGFP zu erwarten ist.

Abb. 13: Zellulédre Verteilung von Kcv und der AN11-Kcv-Mutante

EGFP-Fluoreszenzverteilung aufgenommen am Confokal-Mikroskop von HEK293-Zellen 2 Tage nach
der Transfektion mit (A) Kcv, (B) AN11-Kcv und (C) EGFP.

Die Ergebnisse zeigen, dass der N-Terminus von Kcv essentiell fiir die Funktion des Kanals
ist. Es konnte gezeigt werden, dass der Verlust an Kcv-Aktivitit der AN11-Kcv-Mutante, we-
der durch eine fehlerhafte Proteinsynthese noch durch unterschiedliche intrazelluldre Vertei-
lung zustande kommt. Jedoch konnte mit diesen Methoden keine eindeutige Lokalisation we-
der vom wt Kanal noch von der Mutante in der Plasmamembran gezeigt werden. Als mogli-

che Ursache fir die Fehlfunktion der Mutante kommt somit immer noch eine fehlerhafte
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Oberflichenexpression des Proteins in Frage. Die identische Fluoreszenzverteilung, der bei-
den Konstrukte Kcv und AN11-Kcv-Mutante, mit netzwerkartiger Struktur und einem ge-
schlossenen Ring unmittelbar um den Kern spricht dafiir, dass auch die Mutante in Membra-

nen integriert wird und dort nicht funktionell ist.

3.3 Die ersten 7 Aminosauren sind nicht essentiell fiir
die Funktionalitat von Kcv

Um die Rolle des N-Terminus genauer zu untersuchen, wurde eine unterschiedliche Anzahl
an Aminosduren vom N-Terminus entfernt und diese Kcv-Mutanten auf ihre Funktionalitit

hin untersucht.

In Abbildung 14 sind die unterschiedlichen Konstrukte mit ihrer Aminosduresequenz darge-

stellt. Das Methionin an Position 1 wurde als N-terminale Aminosidure beibehalten.

.y .10. .20. .30. .40.
Kcv—-wt MLVF SKFLTRTEPFMI HLFILAMFVMI YKFFPGGFENNF SVANPDKKAS
AN3-Kcv MSKFLTRTEPFMIHLFILAMEVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
ANT7-Kcv MTRTEPFMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
AN8-Kcv MRTEPFMIHLFILAMEVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
AN9—-Kcv MTEPFMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNESVANPDKKAS

Abb. 14: Aminoséauresequenzen der unterschiedlichen Kcv-Mutanten mit verkiirzten N-Termini.

Auch diese Konstrukte wurden als EGFP-Fusionsproteine in HEK293-Zellen exprimiert und
die Leitfahigkeit mit der Ganzzell Patch-Clamp Methode getestet.

Abbildung 15 zeigt die typischen Stromantworten auf ein Standard-Pulsprotokoll einer AN7-
Kcv (Abb. 15D) und AN8-Kcv (Abb. 15E) transfizierten HEK293 Zelle im Vergleich zu einer
mit Kcv (Abb. 15C) und einer nur mit EGFP (Abb. 15B) transfizierten HEK293-Zelle.

In diesen Experimenten stellte sich heraus, dass ein Entfernen der ersten 7 Aminosduren vom
Kcv-Protein keine Auswirkung auf die Funktion des Kanals hat. Die Leitfahigkeiten der AN3-
Kcv- und der AN7-Kcv-Mutanten unterscheideten sich nicht wesentlich vom Wildtyp (Abb.
15). Die Mutante AN7-Kcv zeigte die gleiche Selektivitit fiir K* iiber Na* und die gleiche

Sensitivitit zu dem Kaliumkanalblocker Ba®* wie Kcv (Tab.2).
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Ba®*-Block Verschiebung des Umkehrpotentials
des Einwartsstroms bei -140 mV K*/Na*

Kev 85,0 % + 10,6 % (n=6) 65,5 mV 9,1 mV (n=4)

AN7-Kev 84,0 % +9,2 % (n=7) 60,3 mV + 21,4 mV (n=3)

Tab. 2: K*-Selektivitat und Ba®*-Block von Kcv und AN7-Kcv

Inhibition durch Ba®* der Kev und AN7-Kcv induzierten Einwértsstrome bei der Referenzspannung -
140 mV und der negative Shift des Umkehrpotentials bei Austausch von K" gegen Na* in der Badlo-
sung. Angegeben sind die Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen (n=Anzahl der untersuchten
HEK293-Zellen).

Jedes weitere Verkiirzen der N-terminalen Doméne fiihrte jedoch zu einer drastischen Reduk-
tion bis hin zu einem kompletten Verlust der Kaliumleitfihigkeit.

Bei der Transfektion von HEK293-Zellen mit der AN8-Kcv-Mutante zeigte nur eine von 19
Zellen bei 7 unabhingigen Transfektionen eine Kcv-typische Erhohung der Leitfihigkeit ge-
geniiber EGFP transfizierten Kontrollzellen. Bei der AN9-Kcv-Mutante zeigte keine transfi-
zierte Zelle eine signifikante Erhohung der Leitfdhigkeit. In Abbildung 15G ist die relative
Hiufigkeit gezeigt, mit der Kcv-typische Leitfahigkeiten in HEK293-Zellen nach der Trans-
fektion mit den Kcv-Mutanten auftraten.

In Abbildung 15H ist ferner die mittlere Stromantwort der stationdren Strome bei der
Referenzspannung -140 mV der einzelnen Mutanten, der Kontrolle und des Wildtyps
dargestellt. Die Mutanten AN3-Kcv und AN7-Kcv unterscheiden sich im mittleren Strom
nicht signifikant von Kcv. Die Transfektion von HEK293-Zellen mit den Kcv-Mutanten ANS-
Kcv und AN9-Kcv fiihrten nur selten bzw. gar nicht zu einer Erhohung der Leitfdhigkeit
gegenilbber EGFP transfizierten Kontrollzellen, was sich auch im mittleren Strom
widerspiegelt.

Die Studien an Kcv-Mutanten mit verkiirzter N-terminaler Domine zeigen, dass die ersten 7
Aminosduren von Kcv nicht essentiell fiir die Kanalfunktion sind. Jedes weitere Verkiirzen
jedoch fiihrt zu einer drastischen Reduktion bis hin zu einem Verlust der Kcv-typischen Leit-
fahigkeit.
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Abb. 15: Heterologe Expression der Kcv-Mutanten mit verkiirzten N-Termini

Stromantworten einer AN7-Kcv (D)und AN8-Kcv (E) transfizierten HEK293-Zelle im Vergleich zu einer
mit Kcv (C) und einer nur mit EGFP (B) transfizierten HEK293-Zelle, auf ein Standardpulsprotokoll (A).
(F) Strom-Spannungs-Beziehungen der stationaren Strome I aus B, C, D und E (Kcv (@), EGFP-
Kontrolle (O), AN7-Kcv (<) und AN8-Kcv (#)). (G) Relative Haufigkeit von erhdhten Leitfahigkeiten in
HEK293-Zellen nach der Transfektion mit Kcv und den Kcv-Mutanten. (H) Mittlere Stromantwort bei
der Referenzspannung -140 mV mit ihren Standardabweichungen.
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3.4 Austausch der ersten Aminoséaure in der AN7-Kcv-Mutante

Um zu untersuchen, ob der spezifische Charakter der ersten Aminosédure (nach Methionin) in
der AN7-Kcv-Mutante fiir die Funktionalitit des Kanals wichtig ist, habe ich verschiedene
Mutanten hergestellt, in denen ich zunéchst die Aminosidure Threonin an Position 9 in der
AN7-Kcv-Mutante gegen Alanin und Serin ausgetauscht habe. In Abbildung 16 sind die un-

terschiedlichen Konstrukte mit ihrer Aminoséduresequenz dargestellt.

.y .10. .20. .30. .40.
Kcv-wt MLVFSKFLTRTEPFMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
AN7-Kcv MTRTEPFMIHLFILAMFVMIYKFEFPGGFENNEFSVANPDKKAS
ANT7-Kcv-T9A MARTEPFMIHLFILAMFVMIYKFEFPGGFENNFSVANPDKKAS
ANT7-Kcv-T9S MSRTEPFMIHLFILAMFVMIYKFEFPGGFENNFSVANPDKKAS
AN7-Kcv-T9D MDRTEPFMIHLFILAMFVMIYKFEFPGGFENNEFSVANPDKKAS
AN7-Kcv—-R10D MIDTEPFMIHLFILAMFVMIYKFEFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-R10D MLVEFSKFLTDTEPFMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNEFSVANPDKKAS

Abb. 16: Aminoséiuresequenzen der unterschiedlichen Kcv-Mutanten

Auch diese Konstrukte wurden als EGFP-Fusionsproteine in HEK293-Zellen exprimiert. Ein
Test auf die Kanalfunktion dieser Mutanten in HEK293-Zellen zeigte, dass es keinen erkenn-
baren Unterschied zu der AN7-Kcv-Mutante und dem Kcv-wt gibt. In Abbildung 17 ist die
Stromantwort und Strom-Spannungs-Beziehung der AN7-Kcv-T9S-Mutante dargestellt. Auch
bei einem Austausch von Threonin gegen Alanin in der AN7-Kcv-Mutante (AN7-Kcv-T9A)
kommt es im Vergleich zu Kcv Wildtyp und AN7-Kcv-Mutante zu keiner Anderung in der
Stromantwort und der Strom-Spannungsbeziehung. Die relative Hiufigkeit, mit der Kcv-
typische Leitfihigkeiten in HEK293-Zellen nach der Transfektion mit den Kcv-Mutanten
auftraten, unterschied sich nicht signifikant (Abb. 17F). Der Charakter der Aminoséure Thre-

onin an Position 9 im Kcv Protein ist somit nicht essentiell fiir die Kanalfunktion.

Ein Austausch gegen eine negativ geladene Aminoséure an dieser Position wurde jedoch nicht
toleriert. Bei einem Ersetzen der Aminosédure Threonin (T9) gegen die negativ geladenen A-
minosdure Aspartat (D) (Abb. 17) kam es zu einem Verlust der Kanalleitfihigkeit. Bei der
Transfektion von HEK293-Zellen mit der AN7-Kcv-T9D-Mutante zeigte keine Zelle eine
Kcv-typische Erhohung der Leitfiahigkeit gegeniiber EGFP-transfizierten Kontrollzellen (Abb.
17F). Es scheint somit, dass der Ladungszustand dieser N-terminalen Doméne wichtig fiir die
Funktionalitét des Kanals ist.
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Abb. 17: Heterologe Expression der Kcv-Mutanten in HEK293-Zellen

Stromantworten einer AN7-Kcv (B), AN7-Kcv-T9S (C) und AN7-Kcv-R10D (D) transfizierten HEK293-
Zelle auf ein Standardpulsprotokoll (A). (E) Strom-Spannungs-Beziehungen der stationdren Strome lgs
aus B, C und D (AN7-Kcv (O), AN7-Kcv-T9S (@) und AN7-Kcv-R10D (#)). (F) Relative Haufigkeit von
erhdhten Leitfahigkeiten in HEK293-Zellen nach der Transfektion mit Kcv und den Kcv-Mutanten.

Um die Rolle der Ladungen in der N-terminalen Region von Kcv noch genauer zu untersu-
chen, wurde sowohl in der AN7-Kcv-Mutante als auch im Kcv-wt die positiv geladene Ami-
nosdure Arginin (R) an Position 10 gegen die negativ geladene Aminosdure Aspartat (D) aus-
getauscht (Abb. 17). Bei beiden Mutanten kam es zu einem kompletten Verlust der Kcv-
typischen Leitfdhigkeit. Abbildung 17D zeigt die Stromantwort einer AN7-Kcv-R10D transfi-
zierten HEK293-Zelle.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine zusitzliche negative Ladung sowohl in der AN7-Kcv-
Mutante, als auch im wt-Kcv nicht toleriert wird und zu einem Verlust der Kanalleitfahigkeit
fiihrt.
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3.5 Position und Struktur der N-terminalen Domane von Kcv

Die Kristallstruktur von dem bakteriellen Kaliumkanal KirBacl.1 hat eine amphipatische a-
helikale Domine aufgedeckt, welche vor der ersten Transmembrandomine (TM1) liegt und
parallel zur Cytoplasma-Membran-Grenzschicht verliduft (Kuo et al., 2003). Es wird vermutet,
dass diese Domiine eine Rolle bei der Verankerung des Kanals in der Membran spielt (Dome-
ne et al., 2004). Homologie Modellierung von Kcv an der Struktur von KirBacl.1 zeigt, dass
der virale Kaliumkanal Kcv eine Struktur aufweist, die dhnlich zu dem bakteriellen Kanal ist
(Abb. 5) (Gazzarrini et al., 2004). Auf Grund der strukturellen Ahnlichkeiten zwischen dem
bakteriellen K*-Kanal und Kcv, kann vermutet werden, dass auch der kurze cytoplasmatische
N-Terminus von Kcv in der Cytoplasma-Membran-Grenzschicht verlduft und eine Rolle bei

der Verankerung des Proteins in der Membran spielt.

Um einige weitere strukturelle Informationen iiber die N-terminale Region des viralen Kali-
umkanals Kcv zu bekommen wurde ein synthetisches Peptid der ersten 15 Aminoséduren des
Kcv Proteins hergestellt (M1 bis 116). Die dreidimensionale Struktur dieses Peptids wurde mit
Hilfe der NMR-Spektroskopie an einem 700 MHz Spektrometer in der Arbeitsgruppe von
Prof. Schwalbe an der Universitit Frankfurt ermittelt. Die aus den NMR-spektroskopischen
Daten erhaltene Struktur der N-terminalen Doméine des Kcv-Proteins gibt Hinweise auf eine
Loopbildung (Abb. 18).

Ilel6

Metl5

Phel4

Metl

Abb. 18: Mégliche Struktur von der N-terminalen Doméne des Kcv-Proteins ermittelt aus NMR-
spektroskopischen Daten (durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe Prof. Schwalbe, Universitat Frank-
furt).
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AuBerdem wurde mit verschiedenen Sekundirstrukturvorhersage-Programmen die Struktur
der N-terminalen Domine des Kcv-Proteins errechnet. Da es eine Reihe unterschiedlicher
Sekundérstrukturvorhersage-Methoden gibt, sollten aufgrund der begrenzten Vorhersagekraft,
immer mehrere Methoden miteinander verglichen werden. Deshalb habe ich fiir die Struktur-
vorhersage 6 verschiedene Programme verwendet und daraus eine Consensus gebildet. Nur
Reste denen eine o-helikale- oder B-Faltblatt-Struktur vorhergesagt wurde, wurden beriick-
sichtigt. In Abbildung 19 sind die Strukturvorhersagen dargestellt. Fiir die Consensus-
Sekundérstruktur wurden nur solche Positionen beriicksichtigt, bei denen mindestens 50 %
der Algorithmen in ihrer Vorhersage iibereinstimmte. Abbildung 19 zeigt, dass alle Vorhersa-
gen wie erwartet auf einen hohen a-helikalen Gehalt fiir die erste Transmembrandoméne hin-
weisen. Auch in Teilen des N-Terminus findet sich eine Region mit hoher Wahrscheinlichkeit

fiir kurze o-helikale Bereiche. Diese Vorhersage stimmt sehr gut mit dem Homologiemodell

tiberein.
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Abb. 19: Sekundarstrukturvorhersage von Kcv.

Sechs unabhéngige Methoden wurden fiir die Vorhersage verwendet, die sich ausschlieBlich auf die
primdre Sequenz beziehen. Die Vorhersagen wurden untereinander und zur Aminosduresequenz
angeordnet. Eine Consensus-Vorhersage fiir jeden Rest wurde durch Mittelwertbildung der 6 Vorher-
sagen gebildet. (H) a-Helix, (E) B-Faltblatt, (-) nicht zugeteilt.

Die vorliegenden Daten aus dem Homologiemodell, der NMR-Struktur und der Sekundir-
strukturvorhersage lassen den Schluss zu, dass der N-Terminus von Kcv eine helikale Struk-
tur annimmt und wie bei den bakteriellen K™-Kanilen KirBac1.1 und KcsA (Kuo et al., 2003;

Cortes et al., 2001) parallel zur Membran-Cytoplasma-Grenzschicht verléuft.
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3.6 Austausch der Aminosaure Prolin an Position 13 im Kcv-Protein

Fiir eine Positionierung der N-terminalen Region parallel zur Membran-Cytoplasma-
Grenzschicht muss das Protein zwischen der N-terminalen Helix und der ersten Trans-
membrandoméine abknicken. Die ideale Aminosdure, um solch einen Winkel zu formen, ist
Prolin. Prolinreste zerstoren die reguldre Struktur von Helices durch Bildung eines Knicks
zwischen den anliegenden Segmenten (Cordes et al., 2002). Prolinreste sind weit verbreitet in
Transmembranhelices von Transportproteinen und scheinen im besonderen Fall von Ionenka-
ndlen eine funktionelle Rolle im Gating-Mechanismus zu spielen (Tieleman et al, 2001;
Labro et al., 2003). Bei der Untersuchung der Verteilung von Prolinresten in Transmembran-
helices wurde eine Bevorzugung der terminalen und zentralen Region gefunden (Ulmschnei-
der und Sansom, 2001; Cordes et al., 2002).

Die Strukturvorhersage von Kcv zeigt, dass sich Prolin an Position 13 im Kanalprotein an der
richtigen Stelle, ndmlich vor dem prognostizierten Beginn der Transmembranhelix, befindet,
um solch einen Winkel zu bilden. Der entsprechende Knick in der Proteinstruktur wird auch
von der NMR-Struktur vorhergesagt.

Um die Rolle des Prolins an dieser Position zu untersuchen, wurde diese Aminosiure gegen
Aminoséduren mit unterschiedlichem Charakter ausgetauscht. In Abbildung 20 sind die Kcv-
Mutanten mit ihrer Aminosduresequenz dargestellt. Die Mutanten wurden als EGFP-
Fusionsproteine in HEK293-Zellen exprimiert und die Leitfahigkeit mit der Ganzzell Patch-
Clamp Methode getestet.

. .10. .20. .30. .40.
Kcv—-wt MLVFSKFLTRTEPFMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-P13A MLVEFSKFLTRTEAFMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNEF SVANPDKKAS
Kcv-P13G MLVEFSKFLTRTEGFMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNEFSVANPDKKAS
Kcv-P13L MLVESKFLTRTELFMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNEF SVANPDKKAS
Kcv-P13F MLVEFSKFLTRTEFFMIHLFILAMEVMIYKFFPGGFENNEF SVANPDKKAS
Kcv-P13D MLVEFSKFLTRTEDFMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNEFSVANPDKKAS
Kcv-P13R MLVEFSKFLTRTERFMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNEFSVANPDKKAS

Abb. 20: Aminoséiuresequenzen der unterschiedlichen Kcv-P13-Mutanten.

3.6.1  Austausch von Prolin an Position 13 gegen ungeladene Aminosauren

Bei einem Austausch von Prolin gegen die Aminosdure Alanin, die Aminosdure mit der
hochsten Priferenz fiir die Ausbildung einer Helix (O“Neil und DeGrado, 1990), kommt es zu
einer interessanten Stromantwort (Abb. 21D). Bei Spriingen auf Testspannungen negativer als
-40 mV kommt es zu einem biphasischen Stromverlauf. Aufgesetzt auf einen instantanen
Strom zeigt sich eine zeit- und spannungsabhingige Komponente. In der Strom-Spannungs-
Beziehung sieht man (Abb. 21F), dass der stationire Strom durch Kcv-wt eine spannungsab-
hingige Abnahme bei negativen Spannungen zeigt. Der Strom durch die Kanalmutante Kcv-
P13A jedoch ist anndhernd linear.
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Abb. 21: Heterologe Expression der Kcv-P13-Mutanten in HEK293-Zellen

Stromantworten einer Kcv (B) und Kcv-P13A (C) transfizierten HEK293-Zelle auf ein Standardpulspro-
tokoll (A). (D) Stromantwort der Kcv-P13G-, Kcv-P13L- und Kev-P13F-Mutante bei einem Spannungs-
sprung von 0 mV auf -160 mV. (E) Strom-Spannungs-Beziehungen der stationaren Stréme | aus B
und C (Kcv (@) und Kcv-P13A (#)). (F) Mittlere Stromantwort bei der Referenzspannung -140 mV mit
ihren Standardabweichungen.

Um diese Spannungsabhingigkeit genauer zu untersuchen, habe ich die Kurven mit einem
Polynom 4. Grades gefittet und von dieser Funktion die 1. Ableitung gebildet. Die Ableitung
einer Funktion informiert iiber deren Steigung und beschreibt somit die momentane Verinde-
rungsrate der Funktion. Ist die Funktion steigend ist die erste Ableitung positiv. Ist die mo-
mentane Anderungsrate der Funktion gleich Null, ist die erste Ableitung gleich Null. Ein

Vergleich der 1. Ableitung der mittleren instantanen Strome der Kcv-P13A-Mutante und des
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Kcv Wildtyps zeigen, dass die 1. Ableitung der Mutante im untersuchten Spannungsfenster
keine Nullstellen hat, damit hat der Graph keine Extremwerte im Vergleich zum Wildtyp Kcv.
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Abb. 22: 1. Ableitung der instantanen Stréme der Kcv-P13A-Mutante (®) und des Kcv Wildtyps
(<©) aufgetragen gegen die Spannung.

Auch fiir die Kcv-P13A-Mutante wurde mit verschiedenen Sekundérstrukturvorhersage-
Programmen die Struktur der N-terminalen Doméne errechnet. In Abbildung 23 sind die Er-
gebnisse fiir die Mutante dargestellt. Fiir die Consensus-Sekundirstruktur wurden auch hier
nur solche Positionen beriicksichtigt, bei denen mindestens 50 % der Algorithmen in ihrer
Vorhersage iibereinstimmten. Im Vergleich zum Kcv-wt weisen alle Vorhersagen auf einen
viel hoheren a-helikalen Bereich fiir die erste Transmembrandoméne hin, der sogar bis in die

N-terminale Doméne reicht.
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NNPREDICT ~-EHH--HHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEE ————————
SOPMA EEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEEECCCCCCC
PSIPRED ~-HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHHA - ——————
PHD ~EEEEEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEEEE———
PREDATOR -——EEE-HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-——————— E
CONSENSUS -~EEHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH-———————
CONSENSUS Kcv-wt  —-EHH-HHH---HHHHHHHHHHHHHHHHHH-——————

Abb. 23: Sekundérstrukturvorhersage von Kcv-P13A.

Sechs unabhangige Methoden wurden fir die Vorhersage verwendet, die sich ausschlieBlich auf die
primare Sequenz beziehen. Die Vorhersagen wurden untereinander und zur Aminosduresequenz
angeordnet. Eine Consensus Vorhersage fir jeden Rest wurde durch Mittelwertbildung der 6 Vorher-
sagen gebildet. (H) a-Helix, (E) B-Faltblatt, (-) nicht zugeteilt.
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Ein biphasischer Stromverlauf, wie bei der Mutante Kcv-P13A, fand sich auch, wenn Prolin
gegen Phenylalanin und Leucin ausgetauscht wurde; Aminosduren mit einer niedrigeren Pri-
ferenz fiir die Ausbildung einer a-Helix (O’Neil und DeGrado, 1990) (Abb. 21). Auch bei
einem Austausch von Prolin an Position 13 gegen Glycin, eine Aminosédure, die eine o-
helikale Konfiguration eher destabilisiert und somit die Rolle des Prolins in der Struktur des
Proteins iibernehmen konnte (Lu et al., 2001), fiihrte zu Kanidlen mit der gleichen Charakte-
ristik wie die Kcv-P13A-Mutante (Abb. 21E).

In Abbildung 21G ist die mittlere Stromantwort der stationédren Strome der einzelnen Mutan-
ten, der Kontrolle und des Wildtyps auf einen Spannungssprung von 0 mV zu -140 mV dar-
gestellt. Die Mutanten Kcv-P13G, Kcv-P13L und Kcv-P13F unterscheiden sich im mittleren
Strom nicht signifikant von Kcv-wt. Jedoch zeigt die Kcv-P13A-Mutante einen signifikant
hoheren mittleren Strom als der Kcv-wt (Wahrscheinlichkeit eines ungepaarten t-Tests mit

zweiseitiger Verteilung (0,04)).

Um die Auswirkungen dieser Mutation auf generelle Eigenschaften der Kanalfunktion zu tes-
ten, wurde die K*-Selektivitit und der Barium-Block in der Kcv-P13A-Mutante untersucht.

In Abbildung 24 ist der Effekt von einer Zugabe von 10 mM Ba’* zum Standard Badmedium
auf die Kcv-P13A induzierte Leitfdhigkeit dargestellt. Bei der Referenzspannung von —140
mV betrug die Hemmung 89,7 + 9,4 % gegeniiber den Einwirtsstromen in den Zellen gemes-
sen in Abwesenheit von BaCl, (Tab. 3). Damit unterscheidet sich der Barium-Block nicht
signifikant von dem Effekt von Ba’* auf die Kcv induzierte Leitfdhigkeit.

Ba®*-Block Verschiebung des Umkehrpotentials
des Einwartsstroms bei -140 mV K*/Na*

Kev 85,0 % £ 10,6 % (n=6) 65,5 mV £ 9,1 mV (n=4)

Kcv-P13A 89,7 % £ 9,4 % (n=3) 90,4 mV £ 7,3 mV (n=4)

Tab. 3: K*-Selektivitit und Ba**-Block von Kcv und Kcv-P13A

Block nach Zugabe von 10 mM Ba®* zu der Standard-Badlésung der Kcv und Kev-P13A induzierten
Einwértsstréme bei der Referenzspannung -140 mV und negativer Shift des Umkehrpotentials bei
Austausch von K* gegen Na* in der Badldsung. Angegeben sind die Mittelwerte mit ihren Standard-
abweichungen (n=Anzahl der untersuchten HEK293-Zellen).
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Abb. 24: Effekt von Ba** auf die Leitfahigkeit von Kcv-P13A in HEK293-Zellen.

Die Stromantworten transfizierter Zellen bei Spannungspulsen von -140 mV bis + 60 mV (A) wurden
mit der Ganzzell Patch-Clamp-Technik gemessen. (B) Messung mit 100 mM K" in der Badlésung und
nach Zugabe von 10 mM Ba®* (C). (D) Strom-Spannungs-Beziehung der stationaren Strome (Iss) aus
B und C ohne BaCl, (®) und mit BaCl, (O).

Ein Austausch von K* gegen Na™ in der extrazelluliren Losung reduzierte signifikant den
Einwirtsstrom bei Kcv-P13A transfizierten Zellen (Abb. 24). Es kommt zu einem negativen
Shift des Umkehrpotentials von 90,4 + 7,3 mV (n=4). Damit ist der negative Shift des Um-
kehrpotentials, bei komplettem Austausch von K™ gegen Na* in der Badlosung, in der Kcv-
P13A-Mutante mehr ausgeprigt als im Wildtyp (Tab. 3). Dies zeigt, dass Kcv-P13A eine er-
hohte Selektivitit fir K* zu Na® aufweist. Ein Vergleich des Px'/Pn, -Permeabilitits-
Verhiltnisses verdeutlicht dies. Bei Kcv lag das Px'/Py, -Permeabilitits-Verhiltnis bei 8,2
(n=4). Bei Kcv-P13A ergab sich ein Verhiiltnis (Px"/Pn,") von 23,6 (n=3).

52



Ergebnisse

A
60 mV
0mVv
-80 mV
-160 mV 300 s
D
1000 —
B
M
—
N
Mt
{
C
;
B e ——————
== :
1nA O
200 ms

Abb. 25: Selektivitat fiir K* gegeniiber Na* in der Kcv-P13A::EGFP-Mutante

Stromantworten einer Kcv-P13A transfizierten HEK293-Zelle auf ein Standard-Pulsprotokoll (A) in 100
mM K* (B) und in 100 mM Na* (C).

Die Strom-Spannungskurven zeigen die Veréanderung der stationaren Stréme und die Verschiebung
des Umkehrpotentials beim Wechsel der extrazellularen Badldsung von 100 mM K* (@) auf 100 mM
Na® (O).

3.6.2 Austausch von Prolin an Position 13 gegen geladene Aminoséauren

Wenn Prolin gegen die positiv geladene Aminosdure Arginin oder negativ geladene Amino-
sdure Aspartat ausgetauscht wurde fiihrte dies zu einem Verlust der Kanalleitfdahigkeit. Ein
Beispiel einer Stromantwort einer mit Kcv-P13D transfizierten HEK293-Zelle ist in Abbil-
dung 26C gezeigt. Die Leitfahigkeit unterscheidet sich nicht von den mit EGFP transfizierten
Zellen. Das gleiche Ergebnis wurde auch in 15 Messungen mit der Kcv-P13R-Mutante erhal-
ten. Die Transfektion von HEK293-Zellen mit den Kcv-Mutanten Kcv-P13D und Kcv-P13R
fiihrte zu keiner signifikanten Erhohung des mittleren Stroms der stationdren Strome bei der
Referenzspannung -140 mV gegeniiber EGFP transfizierten Kontrollzellen (Abb. 26G). Die-
ses Ergebnis zeigt, dass eine zusétzliche negative oder positive Ladung auch an dieser Positi-

on nicht toleriert wird und zu einem Verlust der Kcv-typischen Leitfahigkeit fiihrt.
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Abb. 26: Heterologe Expression der Kcv-P13D-Mutante in HEK293-Zellen

Stromantworten einer Kcv (B) und Kcv-P13D (C) transfizierten HEK293-Zelle auf ein Standardpulspro-
tokoll (A). (D) Strom-Spannungs-Beziehungen der stationaren Stréme Igs aus B und C (Kcv (@) und
Kcv-P13D (A)).

3.7 Position von Prolin im Kcv-Protein

Die Ergebnisse zeigen, dass Prolin an Position 13 im Kcv-Protein eine wichtige Rolle in der
Funktion des Kanals spielt. Dies stimmt mit der Annahme iiberein, dass das Protein an dieser
Stelle abknicken muss, damit die N-terminale Region parallel zur Membran-Cytoplasma-
Grenzschicht positioniert ist. Um die Rolle dieses Knicks fiir die Funktion des Kanals zu ver-
stehen, wurde in weiteren Experimenten untersucht, ob die Position des Prolins im Kcv-

Protein wichtig ist.

3.7.1  Wiedereinfiigen von Prolin in die Kcv-P13D-Mutante

In einem ersten Versuch wurde in die nicht funktionelle Mutante Kcv-P13D ein Prolin einge-
fligt, um zu sehen, ob die typische Kcv-Leitfihigkeit wiederhergestellt werden kann. Das Pro-
lin wurde eine Aminosidure stromabwirts (Kcv-P13A+1P) und stromaufwirts (Kcv-P13A-1P)

von der urspriinglichen Position eingefiigt (Abb. 27).

Kcv-wt MLVFSKFLTRTE-P-FMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-P13D MLVFSKFLTRTE-D-FMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-P13D+1P MLVFSKFLTRTE-DPFMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-P13D-1P MLVEFSKFLTRTEPD-FMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS

Abb. 27: Aminosauresequenzen der Kcv-P13D-Mutanten.
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Die Mutanten wurden wiederum als EGFP-Fusionsproteine in HEK293-Zellen exprimiert.
Ein Test dieser Mutanten in HEK-Zellen zeigte, dass keine von beiden Kanalmutanten eine
Leitfdhigkeit aufweist, die iiber die Kontrollen hinausgeht. Abbildung 28 zeigt die mittleren
Stromantworten bei der Referenzspannung -140 mV im Vergleich zu Kontrollzellen und Kcv
transfizierten HEK293-Zellen.

Kontrolle
Kcv-P13D
Kcv-P13D+1P

Kcv-P13D-1P

Kcv-wt

T T T T T 1
0 -400 -800 -1200
Iss/pA

Abb. 28: Heterologe Expression der Kcv-P13D-Mutanten in HEK293-Zellen
Mittlere Stromantwort bei der Referenzspannung -140 mV mit ihren Standardabweichungen.

Diese Ergebnisse und auch die der vorhergehenden Experimente zeigen, dass ein Einfiigen
zusitzlicher Ladung in der N-terminalen Region nicht toleriert wird. Auch ein Wiedereinfii-
gen von Prolin an eine andere Position in der Kcv-P13D-Mutante stellt die Leitfdhigkeit nicht

wieder her.

3.7.2  Wiedereinfligen von Prolin in die Kcv-P13A-Mutante

Die vorhergehenden Experimente zeigten, dass ein Austausch von Prolin gegen Alanin einen
Effekt auf das Schaltverhalten des Kanals hat. Moglicherweise zerstort die Aminosédure Prolin
die a-helikale Konfiguration, wihrend Alanin sie unterstiitzt. Um die Rolle der exakten Posi-
tion des Prolins in der transmembranen Domine zu untersuchen, wurde auch in der Mutante
Kcv-P13A die Aminosdure Prolin eine Aminosiure stromabwirts (Kcv-P13A+1P) und

stromaufwirts (Kcv-P13A-1P) von der urspriinglichen Position eingefiigt (Abb. 29).

Kecv-wt MLVFSKFLTRTE-P-FMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-P13A MLVFSKFLTRTE-A-FMIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-P13A+1P MLVFSKFLTRTE-APFMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-P13A-1P MLVFSKFLTRTEPA-FMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS

Abb. 29: Aminoséiuresequenzen der Kcv-P13A-Mutanten.
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Die Mutanten wurden als EGFP-Fusionsproteine in HEK293-Zellen exprimiert. Ein funktio-
neller Test dieser Kanalmutanten zeigt, dass ein Einfiigen von Prolin eine Aminoséure strom-
abwirts der urspriinglichen Position die typische Kcv-Leitfahigkeit wiederherstellt (Abb.
30D). Jedoch fiihrt ein Einfiigen an der Position -1 zu einem gemischten Phenotyp. Der Kanal
behilt die zeitabhingige Komponente, aber anders als in der P13A-Mutante ist die I/V-
Beziehung (Abb. 30B) nicht lidnger linear. Wie im Kcv-wt Kanal sittigt der Strom bei extrem
negativen Spannungen.

A C
60 mv f :
omv : Q
-80 mV N :
-160 mV 500 s \m._ _,,k-
B \M - “'1“\
)
D
1nA
200 ms
E
0.5nA
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Abb. 30: Heterologe Expression der Kcv-P13A-Mutanten in HEK293-Zellen

Stromantworten einer Kcv-P13A (C), Kcv-P13A+1P (D) und Kcv-P13A-1P (E) transfizierten HEK293-
Zelle auf ein Standardpulsprotokoll (A). (B) Strom-Spannungs-Beziehungen der stationaren Strome lgg
aus C, D und E (Kcv-P13A (@), Kcv-P13A+1P (O) und Kcv-P13A-1P (#))
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3.8 Verlangerung der ersten Transmembrandoméine im Kcv-Protein

Die Ergebnisse zeigen, dass eine zeitabhingige Komponente ebenfalls existiert, wenn Prolin
in der N-terminalen Region von Kcv vorhanden ist. Die Mutation, in welcher das Prolin um
eine Aminosdure stromaufwérts verschoben ist, fiihrt zu einer Verldngerung der ersten
Transmembrandomine um eine Aminosiure, wohingegen ein Einfiigen von Prolin eine Ami-
nosdure stromabwirts keinen Finfluss auf die Transmembranlédnge hat. Um zu untersuchen,
ob das Schaltverhalten in Kcv-P13A-1P auch durch eine Verldngerung der ersten Trans-
membrandomine erzeugt werden kann, wurde eine weitere Mutante konstruiert, in der ein

zusitzliches Alanin an Position 16 im Kcv-Protein eingefiigt wurde (Abb. 31).

Kcv-P13A+1P MLVFSKFLTRTEPAFM-IHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS
Kcv-Al6 MLVEFSKFLTRTEP-FMAIHLFILAMEFVMIYKFFPGGFENNFSVANPDKKAS

Abb. 31: Aminosauresequenzen der Kcv-A16-Mutante.

Ein funktioneller Test dieser Mutante, als Fusionsprotein mit EGFP in HEK293-Zellen, zeig-
te, dass auch diese Modifikation zu einem Kanal fiihrt, der eine zeitabhiingige Komponente
aufweist (Abb. 32C). Demnach fiihrt eine Verlidngerung der ersten Transmembrandomine,
egal ob diese nahe oder fern von dem Prolin an Position 13 gemacht wurde, zum Auftreten

einer zeitabhingigen Komponente.
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Abb. 32: Heterologe Expression der Kcv-A16-Mutante in HEK293-Zellen

Stromantworten einer Kcv-P13A-1P (B) und einer Kcv-A16 (C) transfizierten HEK293-Zelle auf ein
Standardpulsprotokoll (A). (D) Strom-Spannungs-Beziehungen der stationaren Stréme |l aus B und C

(Kev-A16 (O) und Kev-P13A-1P ()
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3.9 Kcv in unterschiedlichen Expressionssystemen

In fritheren Arbeiten wurden bereits die Stromantworten von Kcv in unterschiedlichen Ex-
pressionssystemen verglichen und bestimmte Unterschiede festgestellt (Gazzarrini et al.,
2003): Im Vergleich zu Kcv in HEK293-Zellen zeigt Kcv in Xenopus Oocyten bei negativen
Spannungen eine zeitabhingige Aktivierung, bei positiven Spannungen werden dagegen die
Kanile trige inaktiviert (Plugge et al, 2000; Gazzarrini et al, 2003). Der zeitabhingige
Strom, welcher eine typische Komponente der Leitfidhigkeit in Oocyten ist, wurde lediglich in
einigen transfizierten HEK293-Zellen mit hoher Expression von Kcv gefunden. Detalierte
Analysen dieser Komponente zeigten, dass die Spannungsabhiéngigkeit in den beiden Expres-
sionssystemen unterschiedlich ist. In HEK293-Zellen ist die Spannung fiir Halbmaximale-
Aktivierung im Vergleich zu Oocyten um 60 mV zu mehr positivem Potential hin verschoben
(Gazzarrini et al., 2003). Es existieren somit Unterschiede in den kinetischen Eigenschaften

zwischen den verschiedenen Expressionssystemen.

Es ist bekannt, dass Expressionssysteme die Eigenschaften auch von anderen Kanilen beein-
flussen (z.B. Petersen et al., 1999). Dieser Unterschied kann durch verschiedene zellulédre
Umgebung, unterschiedlicher Kanalzusammenbau der Kanaluntereinheiten oder auch durch
Unterschiede in der Lipidzusammensetzung oder Membrandicke in den unterschiedlichen

Expressionssystemen zustande kommen.

Die Ergebnisse aus den vorhergehenden Experimenten unterstiitzen ein Modell, in welcher
die Kriitmmung und das daraus folgende Verankern und Positionieren der Ersten Trans-
membrandoméine wichtig ist fiir das Schaltverhalten des Kanals. Jede Verdnderung, die zu
einer Verldngerung der TM1 fiihrt, hat einen spannungs- und zeitabhingigen-Strom zur Folge.
Dies gilt einmal fiir Mutanten in denen Prolin an Position 13 gegen Aminosiduren mit einer
hoheren Priferenz fiir die Ausbildung einer a-Helix (O“Neil und DeGrado, 1990) ausge-
tauscht wurde, aber auch fiir Mutanten in denen TM1 stromabwirts des Prolins um eine Ami-
nosdure verldngert wurde. Dabei zeigte sich, dass es keine Rolle spielt, ob diese Verlingerung
nahe oder fern vom Prolin durchgefiihrt wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Linge von
TM1 wichtiger ist, als die exakte Position des Prolins. Da der Kaliumkanal Kcv im Vergleich
zu anderen Kaliumkanilen relativ kurze Transmembrandoméinen besitz ist es durchaus mog-
lich, dass die Dicke der Membran, in welche der Kanal inseriert wird, eine gro3e Rolle auf die

kinetischen Eigenschaften des Kanals hat.

Die Ubereinstimmungen in der zeitabhiingigen Komponente in den Kcv-Mutanten, exprimiert
in HEK293-Zellen, und Kcv-wt in Xenopus Oocyten lassen den Schluss zu, dass in der Tat
die Dicke der Membran, in welche der Kanal inseriert wird, eine Rolle spielen kénnte. Die
Plasmamembran der Oocyten hat womdglich eine diinnere Membrandicke als die menschli-

cher Zellen. Um diese Hypothese genauer zu untersuchen, habe ich die schon in HEK293-
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Zellen gut charakterisierte Kcv-P13A-Mutante in einen Vektor fiir die Expression in Xenopus
Oocyten umkloniert, um diese Mutante dann in Oocyten zu charakterisieren. AuBBerdem habe
ich eine zweite Mutante hergestellt, bei der ich die TM1 um 2 Aminosduren verkiirzt habe
(Kcv-2aa) (Abb. 33).

Kecv-wt MLVEFSKFLTRTEPFMIHLFILAMFVMIYKFFPGGFENNE SVANPDKKAS
Kcv-P13A MLVEFSKFLTRTEAFMIHLF ILAMFVMIYKFFPGGFENNE SVANPDKKAS
Kcv-2aa MLVEFSKFLTRTEPF-—HLFILAMFVMIYKFFPGGFENNEFSVANPDKKAS

Abb. 33: Aminosauresequenzen der Kcv-Mutanten fiir die Expression in Xenopus Oocyten.

3.9.1 Untersuchung der Mutanten in Xenopus Oocyten

Xenopus Oocyten sind neben Sdugerzellen ein geeignetes System fiir die Expression fremder
Kanalproteine, da sie eine geringe endogene Leitfidhigkeit aufweisen und Fremdgene in der
Regel gut exprimieren. 50 ng Kcv-cRNA, Kcv-P13A-cRNA bzw. Kcv-2aa-cRNA aus einer
in-vitro-Transkription wurden in Oocyten injiziert und nach 2-3 Tagen die Leitfdhigkeit mit
der Methode der Zwei-Elektroden voltage-clamp gemessen. Zur Messung wurden Span-
nungsprotokolle benutzt, die Oozyten ausgehend von einer Haltespannung —20 mV auf Refe-
renzspannungen von 60 mV bis -180 mV klemmen (Abb. 34A). Die anliegenden Spannungen
und die resultierenden Strome wurden gleichzeitig aufgezeichnet. Als Kontrolle dienten Oo-

cyten, denen 30 nl H,O ohne cRNA injiziert wurden.

Kcv-P13A-Mutante in Xenopus Oocyten

Die Strome aller Kev-Oocyten und Kcv-P13A-Oocyten waren in den Messungen deutlich von
denen der Wasser-Kontrollen zu unterscheiden (Abb. 34). Die Stromantwort und die Strom-
Spannungs-Beziehung in Abbildung 34 zeigen, dass die Leitfihigkeit und die Strom-
Spannungsbeziehung der Kcv-P13A-Mutante sich nicht wesentlich vom Kcv-wt unterschei-
den. Die Mutante Kcv-P13A zeigt auch die gleiche Sensitivitit zu dem Kaliumkanalblocker
Ba™ wie Kcv-wt (Abb. 34).
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Abb. 34: Heterologe Expression des Kaliumkanal-Gens Kcv und der Kcv-P13A-Mutante in Xe-

Ganzzellmessung in 50 mM KCI von einer Wasser-injizierten Kontrollzelle (B), einer Zelle nach der

Injektion von Kcv-cRNA (C) und Kcv-P13A-cRNA (D) auf ein Standard-Pulsprotokoll (A). Inhibition
nach Zugabe von 1 mM Ba®** von Kcv (E) und Kcv-P13A (F). (G) Strom-Spannungs-Beziehung der

stationaren Stréme (lIss) aus C und E ohne BaCl, (®) und mit BaCl, (O). (H) Strom-Spannungs-

Beziehung der stationaren Strome (lss) aus D und F ohne BaCl, (®) und mit BaCl, (O).
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Ein Austausch von 50 mM K" gegen 50 mM Na" in der extrazelluliren Losung reduzierte bei
Kcv-P13A injizierten Oocyten den Einwirtsstrom. Es kommt zu einem negativen Shift des
Umkehrpotentials von 82,3 + 9,3 mV (n=3) was einem Px'/Px,"-Permeabilitits-Verhiltnis
von 27,3 (n=3) entspricht. In mit Kcv-wt injizierten Oocyten kommt es zu einem negativen
Shift von 85,0 + 4,4 mV (n=4) und einem Px'/Py,"-Permeabilitiits-Verhiltnis von 29,5 (n=4).
Die Kcv-P13A induzierte Leitfahigkeit zeigt somit in diesem Expressionssystem die gleiche

Selektivitit fiir K gegeniiber Na* wie Kcv-wt.

Um die Spannungsabhéngigkeit der zeitabhingigen Komponente in der Kcv-P13A-Mutante
genauer zu beschreiben, wurden an einem Beispiel die Tail-Strome I; genauer untersucht und
mit dem Kcv Wildtyp verglichen. Die Amplitude der Tail-Strome (I,), die direkt nach einem
Spannungssprung auf -80 mV gemessen wurden, wurde gegen die Konditionierungsspannung
(-160 bis 60 mV) aufgetragen. Die erhaltene Aktivierungskurve hat eine charakteristische

Form, die die Spannungsabhiingigkeit des Kanals widerspiegelt.

Die Kurven wurden mit einer Boltzmann-Funktion angepasst:

I = I, (max.)/1+exp((ZF/RT)*V -V )

It(max) — maximale Offenwahrscheinlichkeit; z — Spannungsabhinigkeitskoeffizien; Vi, -
Spannung fiir halbmaximale Aktivierung; V — Referenzspannung; F — Faraday-Konstante; T —

absolute Temperatur; R - Gaskonstante

Die Boltzmann-Funktion beschreibt mit den Parametern z und V;, die Spannungsabhingig-
keit eines Kanals (Hille 2001). In Abbildung 35 sind die gefitten Kurven aus einer Kcv Wild-
typ und einer Kcv-P13A Messung dargestellt. Fiir Kcv-P13A ergaben sich aus den Fitdaten
die Parameter z=0,56 und V,=-88,6 mV und fiir Kcv Wildtyp z=0,69 und V,,,=-96,5 mV. Es
zeigt sich somit keine groBe Anderung in der Spannungsabhingigkeit zwischen Kcv-wt und
Mutante.
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Abb. 35: Aktivierungskurve von Kcv und Kcv-P13A
Mit einer Boltzmann-Funktion gefittete Aktivierungskurve, die von den Tail-Strémen, aus einer Kcv
Messung (@) und einer Kcv-P13A Messung (O), erhalten wurden ( — Kcv und - - - Kev-P13A).

Es sind somit keine erkennbaren Unterschiede zwischen der Kcv-P13A-Mutante und Kcv-wt
in dem Expressionssystem Xenopus Oocyten festzustellen. Die Leitfihigkeit, die Strom-
Spannungsbeziehung und die Spannungsabhingigkeit der Kcv-P13A-Mutante unterscheiden
sich nicht merklich vom Kcv-wt. Die Mutante Kcv-P13A zeigt auch die gleiche Sensitivitiit
zu dem Kaliumkanalblocker Ba®* und die gleiche Selektivitit fiir K* gegeniiber Na* wie der
Wildtyp Kcv. Diese Ergebnisse lassen erneut den Schluss zu, dass die Dicke der Membran, in
welche der Kanal inseriert wird, eine Rolle spielen konnte. Die Plasmamembran der Oocyten
hat womoglich eine diinnere Membrandicke als die menschlicher Zellen und deshalb hat eine
Verlingerung der a-Helix der TM1 im Oocytensystem keine Auswirkung auf das Kanal-
Gating; zumal Kcv, exprimiert in Oocyten, bereits eine zeitabhidngige Komponente besitzt.
Deshalb war es nun von groB3em Interesse eine Kcv-Mutante in Oocyten zu untersuchen, die

eine verkiirzte TM1 besitzt.

63



Ergebnisse

Kcv-2aa in Xenopus Oocyten

Die Strome aller Kcv-2aa-Oocyten waren in den Messungen deutlich von denen der Wasser-
Kontrollen zu unterscheiden (Abb. 36). Die Stromantwort und die Strom-Spannungs-
Beziehung in Abbildung 36 zeigen jedoch, dass die Leitfdhigkeiten der Kcv-2aa-Mutante sich
wesentlich vom Kcv-wt im gleichen Testsystem unterscheiden. Es kommt zu einem Verlust
der zeitabhiingigen Komponente und der Inaktivierung bei extrem negativen und positiven
Spannungen. Die Mutante Kcv-2aa zeigt ferner auch nur eine geringe Sensitivitit zu dem Ka-
liumkanalblocker Ba®* (Abb. 36D).
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Abb. 36: Heterologe Expression der Kcv-2aa-Mutante in Xenopus Oocyten

Ganzzellmessung in 50 mM KClI von einer Wasser-injizierten Kontrollzelle (C) und einer Zelle nach der
Injektion von Kcv2aa-cRNA (B) auf ein Standard-Pulsprotokoll (A). Effekt von 1 mM Ba®* auf die Kcv-
2aa induzierte Leitfahigkeit (D). (E) Strom-Spannungs-Beziehung der stationaren Stréme (lss) aus B, C
und D (ohne BaCl, (@) und mit BaCl, (O)).

64



Ergebnisse

Zur Bestimmung der K*-Selektivitit wurden die Umkehrspannungen bei 20, 50 und 100 mM
KCl im Badmedium bestimmt. Wie es fiir einen K'-selektiven Kanal nach der Nernst-
Gleichung zu erwarten ist, verschob sich die Umkehrspannung bei zunehmenden K'-
Konzentrationen zu positiveren Werten (Abb. 36A). Abbildung 36B zeigt die lineare Bezie-
hung in einem halblogarithmischen Plot zwischen der Umkehrspannungen und der extrazellu-
liren K*-Konzentration. Die errechnete Steigung von 41,7 mV/Dekade bei Kcv-2aa injizier-
ten Oocyten zeigte eine geringere K*-Selektivitit als Kcv-wildtyp, wo ein Anstieg um 60,0
mV bei der Verzehnfachung der K*-Konzentration beobachtet wurde. Letzterer Wert stimmt
gut mit dem Wert fiir einen idealen K'-selektiven Kanal (58 mV/Dekade) aus der Nernst-
Gleichung iiberein (Plugge et al., 2000).
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Abb. 36: Selektivitat fiir K* in der Kcv-2aa-Mutante

(A) Stationarer Strom der Kcv-2aa-Mutante bei verschiedenen K*-Konzentrationen (100 mM, 50 mM
und 20 mM K7) als Funktion der Spannung. (B) Nernst-plot: Die ermittelten Umkehrspannungen aus 9
Messungen (Vr) sind gegen den Logarithmus der K*-Konzentration aufgetragen. Die Geradensteigung
fir Kecv-2aa betragt 41,7 mV/Dekade.

Ein Austausch von K" gegen Na* in der extrazelluldren Losung reduzierte den Einwiirts- und
Auswirtsstrom bei Kcv-2aa-Oocyten (Abb. 37). Es kommt zu einem geringen aber systemati-
schen negativen Shift des Umkehrpotentials von 12,8 = 1,9 mV (n=3). Dieses Experiment
zeigte, dass die Kcv-2aa-Mutante eine, wenn auch geringe Selektivitit fiir K™ gegeniiber Na*
aufweist. Verglichen mit dem wt-Kanal, wo es zu einem negativen Shift von 85,0 £ 4,4 mV

(n=4) kommt ist die Selektivitit der Kcv-2aa-Mutante geringer.
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Abb. 37: Selektivitat fiir K* gegeniiber Na* in der Kcv-2aa-Mutante

Die Strom-Spannungskurven zeigen die Verédnderung der stationaren Stréme und die Verschiebung
des Umkehrpotentials beim Wechsel der extrazelluldren Badlésung von 50 mM K* (@) auf 50 mM Na*
(O).

Eine Verkiirzung der ersten Transmembrandomine fithrt zu einer Verringerung der K'-
Selektivitit und der Selektivitiit fiir K gegeniiber Na*. Ferner zeigt die Mutante Kcv-2aa nur
eine geringe Sensitivitit zu dem Kaliumkanalblocker Ba®*. Die Verkiirzung hat somit einen

groBBen Effekt auf die Kanaleigenschaften von Kcv.
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4. Diskussion

Homologiemodellierung von Kcv zeigt, dass der virale K™-Kanal eine Struktur besitzt, die
grofle Ahnlichkeit zu KirBacl.1 hat, einem bakteriellen Kaliumkanal, von dem eine Kristall-
struktur mit einer Auflosung von 3,65 A existiert. (Kuo et al., 2003; Gazzarrini et al., 2004).
Diese Ahnlichkeit schlieBt auch das Vorhandensein einer helikalen Domine stromaufwiirts
von der ersten Transmembrandoméne ein, die sich an der Membran-Cytoplasma-Grenzschicht
befindet. Diese molekulare Architektur scheint bei 2TM K*-Kaniilen verbreitet zu sein. Auch
die Struktur von KcsA, ein weiterer kristallisierter bakterieller Kaliumkanal, sagt solch eine
N-terminale helikale Struktur an der Membran-Wasser-Grenzschicht voraus (Cortes et al.,
2001). In dieser Arbeit wurde besonders der Frage nach der funktionellen Rolle dieses kurzen
cytoplasmatischen N-Terminus von Kcv in Kombination mit seinem Interaktionspartner, der

ersten Transmembrandomine (TM1), nachgegangen.

Der N-Terminus ist essentiell fiir die Funktion des Kanals

In vorangegangenen Untersuchungen an Kcv wurde eine funktionelle Rolle der kurzen cy-
toplasmatischen N-terminalen Doméne gezeigt. Nach Entfernen der 14 N-terminalen Amino-
sduren (M1-F14) im Kcv-Protein kam es zu einem Verlust der Leitfdhigkeit in verschiedenen
heterologen Expressionssystemen (Moroni ef al., 2002). Dies wurde mit einem Verlust an
Funktion interpretiert, da die Verkiirzung des Proteins keinen erkennbaren Einfluss auf die
Kanalsynthese und intrazelluldre Verteilung zeigte (Moroni ef al., 2002). Auch bei dem Kali-
umkanal KcsA ergab sich ein Verlust der Kanalleitfihigkeit bei Entfernen von 20 Aminosiu-
ren stromaufwérts von TM1, eine Region, die strukturell dem Teil entspricht, der bei Kcv
entfernt wurde (Cortes et al., 2001; Moroni et al., 2002). Fiir KcsA wird postuliert, dass es
durch die Verkiirzung des Proteins zu einer Reduktion der Expression des Proteins kommt.
Moglicherweise enthélt der N-Terminus von KcsA Informationen, die fiir ein korrektes Falten
und Targeting des Kanals zur Plasmamembran wichtig sind. Auerdem wird fiir KcsA postu-
liert, dass der N-Terminus den Kanal in der Membran verankert, da positive Reste in dieser
Region ionische Interaktionen mit negativ geladenen Lipiden an der inneren Seite der Memb-

ran eingehen konnen (Cortes et al., 2001).

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse liefern einen weiteren Einblick in die
Funktion der N-terminalen Region des Kcv-Proteins und moglicherweise fiir K*-Kaniile all-
gemein. Es konnte gezeigt werden, dass ein komplettes Entfernen des cytoplasmatischen N-
Terminus von Kcv (L2-E12) zu einem Verlust der Leitfihigkeit in HEK293-Zellen fiihrt. Die
entsprechende AN11-Kcv-Mutante zeigte keine erkennbare Ionenleitfihigkeit mehr. Homolo-
gie-Modellierung von Kcv an der KirBacl.1 Struktur zeigt, dass dieser Teil (L2-E12) genau
dem cytoplasmatischen N-terminalen Bereich entspricht (Abb. 38).
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AN11-Kcv

Abb. 38: Strukturmodell von Kcv und der AN11-Kcv-Mutante. Eine von vier Proteinuntereinheiten
ist in der Seitenansicht gezeigt (transmembrane Helices TM1 und TM2, Porenhelix P und Filterregion
F; nach dem Homologiemodell von Sascha Tayefeh verandert).

Durch Western-Blot-Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die AN11-Kcv-Mutante in
HEK?293-Zellen exprimiert wird. Neben der monomeren Form bei etwa 37 kDa von AN11-
Kcv::EGFP wurde auch eine Bande bei etwa 85 kDa markiert. Hierbei konnte es sich um eine
multimere Form von Kcv handeln. Betrachtet man die apparenten Molmassen, so kdnnte es
sich rein rechnerisch um ein Kcv-Dimer handeln. Es ist bekannt, dass Kaliumkanéle sehr sta-
bile Oligomere bilden konnen, die selbst durch Detergenz- oder Temperatur-Behandlung sta-
bil bleiben (Cortes und Perozo, 1997). Diese hohe Stabilitit kommt nicht nur alleine durch
Interaktionen zwischen den Proteinuntereinheiten zustande, sondern auch durch Interaktionen
zwischen dem Protein und dem umgebenden Lipidbilayer. So wurde gezeigt, dass die Effi-
zienz der Tetramerbildung von KcsA von der Lipidzusammensetzung der Membran abhéngt
(vanDalen et al., 2002). Fiir Kcv wurde bereits gezeigt (Pagliuca, 2005), dass der Kanal unter
bestimmten Bedingungen stabile Tetramere bildet. Dabei zeigte sich eine Kationen spezifi-
sche Stabilisierung der Oligomeren-Form des Kcv-Proteins. Selbst bei Hitzebehandlung (3
min 95 °C) war in Anwesenheit von K* das Tetramer im SDS-Gel stabil. Somit konnte es sich
bei der im Western Blot markierten 85 kDa-Bande der AN11-Kcv-Mutante um eine oligomere
Form des Proteins handeln. Demnach spielt der N-Terminus keine essentielle Rolle bei der
Oligomerisierung des Kcv-Proteins. Fiir die Zusammensetzung der Kcv-Monomere miissen
somit starke Protein-Protein-Interaktionen zwischen den Transmembranregionen angenom-
men werden. Solche Interaktionen sind z.B. fiir Kir2.1-Tetramere beschrieben worden (Minor
et al., 1999). Da Kcv, anders als Kir2.1, nur aus den Transmembransegmenten besteht, zeigen
die vorliegenden Daten, dass die Interaktion dieser Elemente ausreichend fiir die stabile Oli-

gomerisierung ist.
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AufBerdem zeigte die Western-Blot-Analyse, dass die beiden Proteine Kcv und AN11-Kcv
gleich stark in HEK293-Zellen exprimiert werden. Demnach ist die Proteinsynthese nicht

dafiir verantwortlich, dass die AN11-Kcv-Mutante nicht mehr funktionell ist.

Die Untersuchung der Fluoreszenzverteilung in transfizierten HEK293-Zellen mit der Confo-
kalen Laser Scanning Mikroskopie zeigte, dass sowohl Kcv als auch die AN11-Kcv-Mutante
keine Unterschiede in der intrazelluldren Verteilung haben. Bei beiden Konstrukten akkumu-
lierte die Fluoreszenz in netzwerkartigen, tubulidren Strukturen; um den Kern war ein ge-
schlossener fluoreszierender perinukledrer Ring zu erkennen. Dieses Ergebnis spricht dafiir,
dass auch die Mutante so wie Kcv-wt in Membranen integriert wird. Jedoch konnte mit diesen
Methoden keine eindeutige Lokalisation, weder vom wt-Kanal noch von der Mutante, in der
Plasmamembran gezeigt werden. Als mogliche Ursache fiir die Fehlfunktion der Mutante

kommt somit immer noch eine fehlerhafte Oberflichenexpression des Proteins in Frage.

Bei dem Kaliumkanal Kir2.1 wurde ein Verlust der Oberflichenexpression bei Mutanten ge-
funden, denen die N-terminale Domine (Kir2.1A1-76) entfernt wurde (Stockklausner und
Klocker, 2003). Weitere Untersuchungen an Kir2.1 zeigten, dass eine Deletion von bis zu 43
Aminosduren vom N-terminalen Ende keine Auswirkung auf die Lokalisation von Kir2.1 in
der Plasmamembran hatte. Eine weitere Verkiirzung fiihrte zu einem Verlust an Membranex-
pression und einem Anstieg an Akkumulation des Proteins im Golgi. Somit scheint nicht die
Linge, sondern eine spezifische Sequenzinformation fiir das Targeting zur Plasmamembran
notwendig zu sein. Die Autoren konnten zeigen, dass positiv geladene Amionosduren im N-
Terminus von Kir2.1 kritisch fiir die Oberfldchenexpression sind. Positiv geladene Reste sind
im N-Terminus von allen Kir-Kanélen konserviert. Neutralisierung der konservierten positi-
ven Aminoséuren fiihrte zu einer Akkumulation des Kanals im Golgi-Kompartment (Stock-
klausner und Klocker, 2003).

Auch Experimente an dem Kaliumkanal KcsA aus Streptomyces lividans zeigten, dass eine
Deletion der ersten 20 Aminosduren zu einer drastischen Reduktion an Expression fiihrte (Pe-
rozo et al., 1999; Cortes et al., 2001). Daher scheint auch bei KcsA der N-Terminus Signalse-
quenzen zu besitzen, die wichtig sind fiir das korrekte Falten oder Targeting des Kanals (Cor-
tes et al., 2001). Auch Kcv besitzt positiv geladene Aminoséduren im N-Terminus (K6, R10).
Jedoch konnte in fritheren Untersuchungen gezeigt werden, dass ein Austausch dieser positiv
geladenen Aminosduren gegen die neutrale Aminosdure Alanin (Kcv-K6A-R10A) keinen
Effekt auf die Kanalfunktion und somit auf die Oberfichenexpression des Proteins hatte
(Gazzarrini et al., 2003). Somit scheinen die positiv geladenen Aminosduren in der N-
terminalen Doméane von Kcv (K6, R10), anders als bei KcsA und Kir2.1, nicht essentiell fiir

die Funktionalitit bzw. fiir das korrekte Falten oder Targeting des Kanals zu sein.

Normalerweise werden Membranproteine mittels einer Signalsequenz zu bestimmten zelluli-

ren Kompartimenten transportiert (Hopkins, 1992). So sind mittlerweile eine Reihe verschie-
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dener ER Export Motive bekannt, die alle innerhalb der cytoplasmatischen Doménen der
Membranproteine liegen. Dabei handelt es sich meist um eine diacide Sequenz (-DXD-,
-DXE- oder -EXD-) (Nishimura und Balch, 1997; Ma et al., 2001). Der tierische K'-Kanal
Kir2.1 enthilt ein diacides ER Export Signal -FCYENE-, dass bei Mutation zu einer stark
verminderten Menge des Kanals in der Plasmamembran fiihrt (Ma et al., 2001). Es kommt zur
Anreicherung des Proteins im ER. Weiterhin besitzt der Kanal Kir2.1 ein Golgi Export Signal
am N-Terminus. Stockklausner und Klocker (2003) konnten zeigen, dass bei Mutation des
Motivs eine Akkumulation des Proteins im Trans-Golgi-Netzwerk stattfindet. Solche Signal-
sequenzen fehlen im cytoplasmatischen N-Terminus von Kcv. Somit ist anzunehmen, dass die
Ursache des Verlustes an Kcv-Aktivitit in der AN11-Kcv-Mutante nicht durch einen Verlust
an Oberfliachenexpression zustande kommt. Jedoch kann dies nicht vollstindig ausgeschlos-
sen werden. Daher gilt es in der Zukunft die AN11-Kcv-Mutante in der Plasmamembran

nachzuweisen.

Kritische Linge des N-Terminus

Die Studien an Kcv-Mutanten mit verkiirzter N-terminaler Doméne zeigten die Bedeutung
einer kritische Linge des N-Terminus. Bei diesen Untersuchungen stellte sich heraus, dass die
ersten 7 Aminosiuren von Kcv nicht essentiell fiir die Kanalfunktion sind. Jedes weitere Ver-
kiirzen fiihrte jedoch zu einer drastischen Reduktion bis hin zu einem Verlust der Kcv-
typischen Leitfdhigkeit. In weiteren Experimenten zeigte sich, dass die Linge an erforderli-
chen Aminoséduren wichtiger ist, als die Aminosidurezusammensetzung. Die erste der erforder-
lichen Aminoséduren, Threonin an Position 9, kann gegen Alanin und Serin ausgetauscht wer-
den ohne einen erkennbaren Effekt an Kanalfunktion. Dieses Ergebnis zeigt, dass diese Posi-
tion 9, was die Art der Aminosdure angeht, sehr flexibel ist. Jedoch wurde ein Austausch ge-
gen eine negativ geladene Aminosédure an dieser Position nicht toleriert. Auch ein Austausch
der positiv geladenen Aminosédure Arginin an Position 10 gegen die negativ geladene Amino-
sdure Aspartat sowohl in der AN7-Kcv-Mutante als auch im Kcv-wt fiihrte zu einem komplet-
ten Verlust der Kcv-typischen Leitfdhigkeit. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine zusitzliche
negative Ladung sowohl in der AN7-Kcv-Mutante, als auch im Kcv-wt nicht toleriert wird
und zu einem Verlust der Kanalleitfdhigkeit fiihrt. Es scheint somit, dass der Ladungszustand
der N-terminalen Domine von Kcv wichtig fiir die Funktionalitidt des Kanals ist, da eine Zu-
nahme an negativer Ladung in der N-terminalen Region von Kcv nicht toleriert wird. Man
weil}, dass die Membran-Wasser Grenzschicht eine wichtige Rolle in der Struktur und Funk-
tion von Transmembranproteinen spielt (Domene et al., 2003; Killian und von Heijne, 2000).
Diese Interaktionen sind von den spezifischen Eigenschaften der Aminosiure-Seitenketten
des Proteins abhédngig. So kommt es z.B. zu elektrostatischen Interaktionen zwischen positiv
geladenen Aminosduren des Proteins und den negativ geladenen Kopfgruppen der Lipide. Fiir
die N-terminale amphipatische slide-Helix von KirBacl.1 wird postuliert, dass sie mit den

Lipid-Kopfgruppen interagiert (Domene et al., 2004). Auch fiir KcsA wurde gezeigt, dass
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Lipid-Protein-Interaktionen wichtig sind fiir die Kanalfunktion (Valiyaveetil et al., 2002;
Demmers et al., 2003; Brink-van der Laan et al., 2004). Somit konnten zusitzliche negative
Ladungen in der N-terminalen Region von Kcv dazu fiihren, dass es zu einer AbstoBung die-
ser Region durch die negativ geladenen Lipidkopfgruppen kommt und somit eine Positionie-
rung parallel zur Membran und eine mogliche Verankerung des Kanals in der Membran nicht
mehr gewihrleistet wird (Abb. 39). Jedoch scheinen fiir solch eine Positionierung keine posi-
tiv geladenen Aminosduren essentiell zu sein. Ob zusitzliche positive Ladungen im N-
Terminus von Kcv eine Auswirkung auf die Kanalleitfahigkeit haben, wurde bisher nicht un-

tersucht.

Kcv-wt Kcv-R10D

Abb. 39: Mégliche Positionierung der N-terminalen Doméne und der TM1 von Kcv-wt und der
Kcv-R10D-Mutante. Zusétzliche negative Ladungen in der N-terminalen Region von Kcv kénnten zu
einer AbstoBung dieser Region durch die negativ geladenen Lipidkopfgruppen fuhren.

Bedeutung eines Winkels zwischen dem N-Terminus und der TM1

Die Ergebnisse zeigen neben einer kritischen Linge der N-terminalen Doméne auch die Be-
deutung eines Winkels, welcher diese Doméne mit der TM1 verbindet.

Sowohl von der KirBacl.1, als auch von der KcsA Struktur zeigt sich, dass die N-terminale
Domine dieser Proteine iiber einen Knick mit der TM1 verbunden ist (Kuo er al., 2003; Cor-
tes et al., 2001). Dieser Knick erlaubt eine winkelférmige Orientierung zwischen der Trans-
membrandomine TM1 und der N-terminalen Helix. In diesem Fall kann die N-terminale Re-
gion parallel zur Membran verlaufen. In KirBacl.1 wird dieser Winkel durch ein Prolin an
Position 61 produziert (Kuo et al., 2002). Es ist bekannt, dass die strukturelle Auswirkung
von Prolin in der Hauptlinie einer a-Helix solch eine Kriitmmung verursacht (Cordes et al.,
2002). Prolinreste sind allgemein in Transmembranhelices von Transportproteinen weit ver-
breitet und scheinen im besonderen Fall von Ionenkanilen eine funktionelle Rolle im Gating-
Mechanismus zu spielen (Tieleman et al., 2001; Labro et al., 2003). Bei der Untersuchung der

Verteilung von Prolinresten in Transmembranhelices wurde eine Bevorzugung der terminalen
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und zentralen Region gefunden (Ulmschneider und Sansom, 2001; Cordes et al., 2002). In
KcsA wird eine dhnliche Kriimmung womdoglich durch die Aminosédure Glycin an Position 21
gebildet (Cortes et al., 2001). Die genaue Untersuchung der Kcv Aminoséduresequenz zeigt,
dass der virale Kaliumkanal genau am Beginn der TM1 an Position 13 ein Prolin besitzt (Abb.
38). Dies deutet auf eine dhnliche Kriimmung der Struktur wie in KirBacl.1 zwischen TM1
und der N-terminalen helikalen Doméne hin. Der entsprechende Knick in der Proteinstruktur
wird auch von der NMR-Struktur und dem Homologiemodell vorhergesagt. Diese strukturelle
Analogie zwischen Kcv und den bakteriellen Kaliumkanélen zusammen mit der bedeutenden
Rolle von Prolinresten als Knickpunkt in helikalen Dominen kénnen die hier présentierten

Daten erkliren.

In diesem Zusammenhang unterstiitzen die Daten ein Modell in welcher die Kriimmung und
die daraus folgende Verankerung und Positionierung von TM1 wichtig sind fiir den Gating-
Mechanismus des Kanals. Jede Verldngerung von TMI1 fiihrt zu einer Zeit- und Spannungs-
abhingigen Komponente. Dies ist fiir Mutanten der Fall in welcher das Prolin an Position 13

gegen Alanin, Leucin, Phenylalanin und Glycin ausgetauscht wurde.

Die Expression von Kcv-P13A in HEK293-Zellen fiihrte zu einer Kaliumkanalaktivitit, die
sich in einigen charakteristischen Merkmalen von Kcv unterscheidet: i) Veridnderte Kinetik
mit einem biphasischen Stromverlauf, ii) keine Inaktivierung bei Testspannungen unter -80
mV, wie sie fiir Kcv-wt typisch ist, iii) eine signifikant hohere Stromamplitude und iv) eine

etwas erhohte Selektivitit fiir K™ gegeniiber Na* im Vergleich zum Kcv-wt.

Einen biphasischen Stromverlauf wie bei den P13A-Mutanten zeigen auch Mutanten, in wel-
chen die a-Helix stromabwirts von Prolin an Position 13 durch ein Alanin erweitert wurde. In
diesem Fall spielt es keine Rolle, ob diese Erweiterung direkt (Kcv-P13A-1P) oder weiter
entfernt (Kcv-A16) vom Prolin an Position 13 im Kcv Protein eingefiihrt wurde. Diese Er-
gebnisse zeigen, dass die Linge von TM1 wichtiger ist, als die exakte Position von Prolin.
Des Weiteren hat eine Verlidngerung der N-terminalen Region stromaufwirts von der Amino-
sdure Prolin (Kcv-P13A+1P) keinen Einfluss auf die Kanalfunktion. Diese Beobachtung steht
im Einklang mit der Ansicht, dass die Kriimmung der Helix durch die Position des Prolins
bestimmt wird und dass jede Modifizierung stromaufwérts von Prolin an Position 13 keinen
Einfluss auf die Position der ersten TM1 hat. In Abbildung 40 ist die mégliche Positionierung
der TM1 von Kcv-wt und den Kcv-Mutanten in der Membran schematisch dargestellt.
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Kev-P13A

Kcv-A16 Kcv-P13A-1P

Abb. 40: Mogliche Auswirkung der Mutationen an der TM1 von Kcv auf die Positionierung die-
ser Doméane in der Membran. Dargestellt sind die Mutationen (rot) und die Lage der TM1 in der
Membran [Die rot-gestrichelte Linie zeigt die abweichende Krimmung der TM1 vom wt (schwarz-
gestrichelte Linie) an].

Erwidhnenswert ist, dass ein Austausch von Prolin gegen Glycin den Wildtyp Phenotyp eben-
falls verdndert und zu einer zusitzlichen Zeit- und Spannungsabhingigen Komponente fiihrt.
Dies ist deshalb so erwédhnenswert, da Glycin zu einer Destabilisierung von a-helikalen Struk-
turen tendiert und durchaus die Rolle des Prolins im Kcv-Protein iibernehmen konnte (O “Neil
und DeGrado, 1990). Jedoch erzwingt Glycin nicht wie Prolin eine Knickstelle im Protein.
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der Knick im Kcv-Protein erzwungen werden muss,
weil moglicherweise die Aminosdurezusammensetzung stromaufwirts von Prolin nicht aus-
reichend ist, um die notwendige Kriimmung und die daraus folgende Positionierung der N-
terminalen Doméne in der Membran-Cytoplasma-Grenzschicht zu gewihrleisten. Bei dem
Kaliumkanal KcsA scheint die Aminosdure Glycin fiir die erforderliche Kriimmung ausrei-
chend zu sein. Der Knick wird in KcsA womoglich durch eine thermodynamisch giinstigere

Situation der stromaufwirts liegenden Aminoséduren unterstiitzt.

Insgesamt weisen die Daten darauf hin, dass durch einen kompletten Austausch von Prolin
und infolgedessen einer Verldngerung der helikalen-Struktur von TM1 ein Einwirtsstrom
durch Kcv gefordert wird. In diesem extremen Fall kommt es zu einer zusétzlichen zeit- und

spannungsabhingigen Komponente und somit zu einem Verlust der Inhibierung bei negativen
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Spannungen. Wenn nur TM1 verlingert wird, zeigt der Kanal lediglich eine zusétzliche zeit-
abhingige Komponente; die Inhibierung des Offenkanalstroms bei extrem negativen Span-
nungen bleibt bestehen. Eine alleinige Verldngerung der TM1 reicht also nicht aus, um den

Inhibierungseffekt zu eliminieren.

Ein Austausch von Prolin an Position 13 gegen die negativ geladene Aminosdure Aspartat
(Kcv-P13D) fiihrte zu einem Verlust der Kanalleitfahigkeit. Dies steht in Einklang mit den
Ergebnissen, dass eine zusitzliche negative Ladung im N-Terminus zu einem Verlust der
Kcv-Aktivitit fithrt und der Ladungszustand der N-terminalen Domine von Kcv wichtig fiir
die Funktionalitit des Kanals ist. Auch eine positiv geladene Aminoséure an dieser Position
(Kcv-P13R) wird nicht toleriert. Dieses Ergebnis zeigt, dass womdglich der gesamte La-

dungszustand in der N-terminalen Region wichtig ist.

In einem weiteren Versuch wurde gezeigt, dass ein Wiedereinfiigen von Prolin in die nicht
funktionelle Mutante Kcv-P13D die typische Kcv-Leitfdhigkeit nicht wiederherstellen kann.
Dies deutet darauf hin, dass in der Tat die eingefiihrte Ladung an dieser Position zu einem
Verlust der Kcv-Aktivitét fiihrt und nicht das Entfernen der Aminosidure Prolin an Position
13.

Positionierung von TM1 in der Membran

Der Zusammenhang zwischen dem Verlust der Kcv-Leitfdhigkeit bei der AN11-Kcv-Mutante
und der verinderten Kanaleigenschaft der P13-Mutanten ist nicht direkt ersichtlich. Es kann
angenommen werden, dass die funktionelle Rolle von Prolin an Position 13 im Kcv-Protein,
einen Knick zu erzeugen, nur Sinn macht, wenn das Protein stromaufwirts von dieser Kriim-
mung auf irgendeine Art in der Membran verankert wird. Die kritische Linge des N-Terminus
konnte genau dieses Erfordernis eines Verankerns von TM1 in der Membran erfiillen. In die-
sem Fall scheint die Linge an erforderlichen Aminosduren wichtiger zu sein als die Amino-
sdurezusammensetzung. Die hohe Energie, die benotigt wird um die notwendigen Aminosiu-
ren (9TRTE12) in die Membran zu iiberfithren (White, 2003; Hessa et al., 2005) konnte ge-
wihrleisten, dass diese Verankerung tatsichlich an der Membran-Cytoplasma-Grenzschicht
und nicht innerhalb der Membran positioniert ist. Der kumulative Wert fiir die apparente Freie
Energie (AGgpp) fiir den Transfer dieses Peptids (TRTE'") von der Wasser-Membran-
Grenzschicht ins Innere der Membran liegt bei AGypp> 3,6 kcal/mol (nach Wimley und White,
1996). Dieser positive Wert deutet an, dass ein Ubergang dieses Segments ins Membraninnere
sehr unwahrscheinlich ist. Diese N-terminale Domine konnte somit als Membrananker auf
der cytosolischen Seite fiir eine prizise Positionierung von TM1 in der Membran verantwort-

lich sein.

Es ist interessant zu erwihnen, dass sich am C-terminalen Ende von TM1 die Aminoséiure

Lysin (K29) befindet (Abb. 41). Sehr hiufig flankieren Lysinreste die Transmembransegmen-
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te. Die Seitengruppe dieser positiv geladenen Aminosdure ermdglicht das so genannte Snorke-
ling, d.h. der aliphatische Teil bleibt in der hydrophoben Umgebung der Membran, wihrend
die positiv geladene Aminogruppe sich in der polaren Oberfliche positioniert (Killian und
Heijne, 2000; Strandberg und Killian, 2003). Dieses Snorkeling vergroBert die effektive hyd-
rophobe Linge des Proteinsegments und ist ein moglicher Mechanismus fiir relativ kurze
Segmente einen hydrophoben Mismatch auszugleichen. Solch ein hydrophobes Mismatch
kann die Aktivitidt und Struktur eines Membranproteins beeinflussen. Somit hat die Dicke der
Membran, in die das Protein inseriert ist, durchaus einen Einfluss auf das Kanalverhalten. So
haben z.B. Untersuchungen an dem BK-Kanal gezeigt, dass eine Anderung der Lipidketten-
lange die Leitfdahigkeit des Kanals beeinflusste (Yuan et al., 2004).

Im Falle von Kcv ist es durchaus moglich, dass der Lysinrest auf der extrazelluldren Seite
(K29) zusammen mit dem Membrananker auf der cytosolischen Seite fiir eine préizise Positio-
nierung von TM1 in der Membran verantwortlich ist. Auch die negativ geladene Aminoséure
Glutamat kurz vor Beginn der TM1 (E12) konnte zu dieser prizisen Positionierung beitragen.
(Abb. 41) Negativ geladene Aminosduren haben nur kurze Seitengruppen und werden von
den negativ geladenen Phosphatgruppen der Membran abgestolen. Deshalb gilt anzunehmen,
dass diese Aminosduren keine Interaktionen an der Lipid-Wasser-Grenzschicht eingehen,
sondern eher eine wissrige Umgebung bevorzugen. Im Falle von Kcv konnte die negativ ge-
ladene Aminosédure Glutamat vor Beginn der TM1 zu einer mechanischen Spannung in der
TM1 fiihren, da sie einen Zug in Richtung wissrige Phase ausiibt (Abb. 41). Dies konnte zu
einer noch priziseren Positionierung der ersten Transmembrandoméne in der Membran fiih-

ren.

Kcv-wt Kcv-R10D

Abb. 41: Mégliche Positionierung der N-terminalen Doméane und der TM1 von Kcv-wt und der
Kcv-R10D-Mutante. Am C-terminalen Ende von TM1 ist die Aminosdure Lysin (K29) dargestellt, die
ein so genanntes Snorkeling macht. Die negativ geladene Aminosaure Glutamat (E12) und in der Kcv-
R10D-Mutante zusatzlich die Aminosaure Aspartat (D10) ben méglicherweise einen Zug in Richtung
wassriger Phase aus, was in der Mutante zu einer Anderung der Positionierung von TM1 in der
Membran fihren kann (rot-gestrichelte Linie). AuBerdem kénnen zusatzliche negative Ladungen in der
N-terminalen Region von Kcv zu einer AbstoBung dieser Region durch die negativ geladenen Lipid-
kopfgruppen fahren.
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Diese Ansicht ldsst sich mit dem Ergebnis vereinbaren, dass jedes Einfiigen einer weiteren
negativ geladenen Aminosdure in der N-terminalen Region sowohl an Position 13 als auch
weiter entfernt vom Prolin den Kanal inaktiv macht. Diese Manipulation konnte zu einem
Anstieg der Spannung in der TM1-Orientierung fithren und infolgedessen zu einem Kanal, der
nicht mehr in der Lage ist K" zu leiten (Abb. 41).

Anhand der vorliegenden Ergebnisse scheint es, dass die Kanalaktivitit, bei einer Zunahme an
hydrophober Lénge und daraus folgender Entspannung von TM1, begiinstigt ist. Die Ergeb-
nisse lassen den Schluss zu, dass die Stdrke der Interaktionen zwischen der N-terminalen Re-
gion von Kcv an der Membran-Wasser-Grenzschicht die Flexibilitidt der Konformation des

Kanals und scheinbar auch das Gating beeinflussen.

Wichtigkeit von TM1 am Kanal-Gating

Die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse ist konsistent mit fritheren Befunden, die auf
die Wichtigkeit von TM1 am Kanal-Gating hinweisen. Die Arbeit an Kcv und seinen Homo-
logen haben gezeigt, dass Verdnderungen in der TM1-Doméne einen drastischen Effekt auf
das Gating des Kanals haben (Gazzarrini et al., 2004). Gleichartige Folgerungen ergeben sich
aus Analysen von willkiirlichen Mutanten von dem G-Protein gekoppelten Einwértsgleich-
richter GIRK2 (Bichet et al., 2004). Anhand dieser Ergebnisse wurde spekuliert, dass grof3-
rdumige Bewegungen und weit reichende Interaktionen zwischen TM1 und anderen Kanal-
dominen das Kanal-Gating und die lonenpermeation beeinflussen kénnen. Da Kcv offenbar
kein anderes Gate besitzt wie den Selektivititsfilter, wird jede der beabsichtigten Anderung in
der TM1-Linge in eine Konformationsidnderung der Porenregion iibertragen. In diesem Fall
stimmen die hier prisentierten Daten mit der Hypothese iiberein, dass TM1 indirekt in die
Permeations- und Gating-Prozesse in der Pore eingreift. In der Tat wurde die vorgeschlagene
Bewegung von TM1 bei Untersuchungen von Konformationsidnderungen des bakteriellen
Kaliumkanals KcsA wihrend pH-abhéingigem Gating entdeckt. Spektroskopische Daten zei-
gen eine signifikante Rotationsbewegung von TM1 mit einer Neigung grofitenteils in Rich-

tung des N-terminalen Endes (Perozo ef al., 1999).

Die vorgelegten Daten tragen dazu bei, die Funktion von komplexeren Kaliumkanilen zu ver-
stehen. Die Ergebnisse implizieren, dass eine Versetzung des cytoplasmatischen Ankers von
TM1 auf atomarer Ebene zu einer Verdnderung der Kanalaktivitét fithrt. Dies konnte einen
Mechanismus unterstiitzen, bei dem eine Konformationsinderung des cytoplasmatischen N-
Terminus gekoppelt ist mit einer Anderung des Kanal-Gatings. So wird z.B. in den Karp-
Kanilen die ATP-Bindung an cytoplasmatische Bereiche auf die Transmembranelemente ii-
bertragen, was zu einem Schlielen des Kanals fiihrt (Antcliff et al., 2005). Es wird postuliert,

dass die Bindung von ATP an Kir6.2 moglicherweise zu einem Wechsel der Interaktionen
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zwischen den Untereinheiten fiihrt und eine Bewegung der N-terminalen slide-helix auslost
was zu einem Schlieen des Kanals fiihrt (Antcliff et al., 2005).

Dieser Mechanismus konnte auch eine Erklidrung dafiir geben, dass eine Bewegung der S4-
Doméne in 6TM-Kanilen auf die Kanalpore iibertragen wird. Die Kaliumkanile vom 6TM-
Typ besitzen einen Spannungssensor (S4-Domine), der eine Rolle in der Spannungsabhin-
gigkeit des Ionentransports spielt (Liman et al., 1991). Die Anderung des Membranpotentials
fiihrt zu einer Bewegung dieses Proteinabschnitts und dadurch zum Offnen oder SchlieBen
des Kanals. Es wird vermutet, dass die Bewegung des Spannungssensors durch mechanische
Kopplung auf das Gate iibertragen wird (Yifrach und MacKinnon, 2002). Der intrazellulire
S4-S5-Linker, der die vierte mit der fiinften Transmembrandomine verbindet, ist ein poten-
tieller Kandidat fiir die strukturelle Verbindung zwischen dem Spannungssensor und dem
Aktivierungs-Gate in Kv- und den #hnlich gebauten HCN(hyperpolarization-activated and
cyclic-nucleotide-gated)-Kanilen und scheint wichtig fiir das Kanal-Gating zu sein (Lu et al.,
2002). Mutationen in dieser Region beeinflussen die Spannungsabhéngigkeit und Kinetik der
Aktivierung in Kv Kanélen (Chen et al., 2001; Sanguinetti et al.,, 1999). Die NMR-Struktur
des S4-S5 Segments vom Shaker-Kaliumkanal weist auf eine amphipathische a-helikale Kon-
formation hin (Ohlenschldger, 2002) und ist dquivalent zu der N-terminalen Doméine der
2TM-Kanile. Die vorliegenden Ergebnisse liefern auch Hinweise fiir das Versténdnis von der
Funktion komplexerer K*-Kanile. Die Daten implizieren einen Mechanismus, bei dem ein
Konformationswechsel des cytoplasmatischen N-Terminus, z.B. als Folge von Ligandenbin-
dung oder Bewegung des Spannungssensors bei spannungsabhiingigen Kv-Kanilen, in eine

Anderung des Gatings der Kanalpore iibertragen wird.

Das Homologiemodell, die Sekundirstrukturvorhersage und die NMR-Daten des N-Terminus
von Kcv weisen auch auf eine helikale Konformation und somit auf eine mogliche Lage die-
ser Doméne parallel zur Membran-Cytoplasma-Grenzschicht hin. Es gilt anzunehmen, dass
Bewegungen dieses Proteinabschnittes iiber die TM1 auf die Pore iibertragen werden. Jede
Anderung in sowohl der notwendigen Aminosiuren ("TRTE'?) in dem cytoplasmatischen N-
Terminus als auch in der Lidnge der TM1 haben einen Einfluss auf das Kanalverhalten von
Kev.

Einfluss der Membrandicke am Kanal-Gating

Eine Schliisselbeobachtung in dieser Arbeit war, dass eine Verlingerung der N-terminalen
Transmembrandoméine (TM1) in dem minimalen Kaliumkanal Kcv zu einem zusitzlichen
spannungs- und zeitabhingigen Strom fiihrt. Dies spricht fiir eine kritische Rolle in der Wech-
selwirkung zwischen der TM1 und der Lipid-Doppelschicht bei der K*-Kanalfunktion. Fiir
Modell-Transmembranproteine wurde gezeigt, dass eine Ubereinstimmung zwischen der hyd-
rophoben Linge des Peptids und der Membrandicke energetisch giinstig sind. Dies verhindert

einen so genannten hydrophoben Mismatch (Planque und Killian, 2003). Jede Verinderung in
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der relativen Dicke der Membran in Bezug zum Protein kdnnte moglicherweise zu einer Kon-
formationsénderung des Proteins fiihren. In einigen Fillen konnte gezeigt werden, dass solche
Konformationsidnderungen infolge solcher Protein-Bilayer-Mismatches die Aktivitit von
Transportproteinen beeinflusst (Domene et al., 2003, Dumas et al., 1999). Dies schlie3t auch
das Gating von stretch-aktivierten Kanilen ein (Perozo et al., 2002). Die hier vorliegenden
Daten zeigen, dass auch in Kcv ein Zusammenspiel zwischen TM1 und der Membrandicke

relevant fiir das Gating des minimalen viralen K*-Kanals ist.

Schon frithere Experimente haben gezeigt, dass es Unterschiede zwischen dem Verhalten der
Kcv Leitfahigkeit gibt, je nachdem ob sie in HEK293-Zellen oder in Xenopus Oocyten expri-
miert sind (Moroni et al., 2002). Der Hauptunterschied ist, dass Kcv im Oocytensystem bei
negativen Spannungen einen zeitabhéngigen Einwirtsstrom zeigt, welcher auf eine instantane
Komponente folgt. Diese zeitabhiingige Aktivierung ist bei Kcv, wenn er in HEK293-Zellen
exprimiert ist, nicht vorhanden. Jedoch wurde in dieser Arbeit eine zusétzliche zeitabhéngige
Komponente in Kcv-Mutanten mit verldngerter TM1 auch in HEK293-Zellen gefunden. Dies
lasst den Schluss zu, dass die Plasmamembran der Oocyten moglicherweise diinner ist, als die
von menschlichen Zellen. Dies wird durch weitere Ergebnisse gestiitzt, die zeigen, dass eine
Verkiirzung der effektiven hydrophoben Linge der TM1 (Kcv-2aa) einen grofen Effekt auf
die Kanaleigenschaften von Kcv in Oocyten hat. Die Expression von Kcv-2aa in Xenopus
Oocyten fiihrte zu einer Kaliumkanalaktivitit, die sich in charakteristischen Merkmalen von
Kcv in Oocyten unterscheidet: i) Verdnderte Kinetik mit Verlust der zeitabhingige Kompo-
nente, ii) Verringerung der K*-Selektivitit iii) niedrigere Selektivitiit fiir K™ gegeniiber Na*
und iv) geringere Sensitivitit zu dem Kaliumkanalblocker Ba**. Interessant war, dass diese
Mutante, wie Kcv-wt exprimiert in HEK293-Zellen, keine zeitabhingige Komponente und
eine geringere K*-Selektivitit zeigte. Dieses Ergebnis stiitzt die Hypothese, dass die Dicke
der Membran, in die das Protein inseriert ist, durchaus einen Einfluss auf das Kanalverhalten
hat und die Plasmamembran der Oocyten moglicherweise diinner ist, als die von menschli-
chen Zellen. Dies konnte die Unterschiede in der Kcv Leitfdhigkeit, je nachdem ob der Kanal

in HEK293-Zellen oder in Xenopus Oocyten exprimiert ist, erkldren.

Die Experimente in Oocyten zeigen auch, dass eine Verlingerung der TM1 in dem Expressi-
onssystem Xenopus Oocyten keine Auswirkung auf die Kanalaktivitit hat. Es zeigten sich
keine erkennbaren Unterschiede der Kcv-P13A-Mutante und Kcv-wt exprimiert in Oocyten.
Die Leitfdhigkeit, die Spannungsabhingigkeit, die Sensitivitit zu dem Kaliumkanalblocker
Ba®* und die Selektivitit fiir K* gegeniiber Na* der Kcv-P13A-Mutante unterschieden sich
nicht merklich vom Kcv-wt. Dies lédsst den Schluss zu, dass die TM1 von Kcv-wt in der Oo-
cytenmembran bereits die optimale Linge besitzt und dass in der Tat die Dicke der Membran,

in welche der Kanal inseriert wird, einen Effekt auf die Kanaleigenschaften hat.
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Eine Transmembrandoméne wird sich in der Membran so orientieren, dass der hydrophobe
Mismatch minimiert ist. In diesem Zusammenhang ist es nahe liegend, dass jede Verldnge-
rung oder Verkiirzung von TM1 in Beziehung zur Membrandicke zu einer Konformationsén-
derung fiihrt. Die Unterschiede von Kcv in HEK293-Zellen und in Xenopus Oocyten weisen
darauf hin, dass in der Tat die relative Linge von TM1 in Beziehung zur Membrandicke ent-
scheidend ist fiir Unterschiede in der Konformation und dass im Fall von Kcv dieser Konfor-

mationswechsel von TM1 eine Veridnderung im Kanal-Gating zur Folge hat.

Resiimee und Ausblick

Die Daten unterstiitzen ein Modell, in welchem die Kriimmung und die daraus folgende Ver-
ankerung und Positionierung von TM1 wichtig fiir den Gating-Mechanismus des Kanals sind.
Die kritische Linge des N-Terminus konnte genau dieses Erfordernis eines Verankerns von
TMI1 in der Membran erfiillen. Jede Verldngerung von TM1, entweder durch Entfernen der o-
Helix brechenden Aminosédure Prolin an Position 13 oder durch Einfiigen einer zusétzlichen
Aminosdure in die TM1, begiinstigt die Kanalaktivitdt. Von der Rolle der geladenen Amino-
sduren an der Lipid-Wasser-Grenzschicht kann vermutet werden, dass diese Manipulation zu
einem verstérkten ziehen des transmembranen Segments in die wéssrige Phase fiihrt. Daraus
folgt ein Abfall an hydrophober Linge von TM 1, was eine Inaktivierung des Kanals zur Folge
hat. Auch die relative Linge von TM1 in Beziehung zur Membrandicke ist entscheidend fiir
Unterschiede in der Konformation des Kanals. Im Fall von Kcv fiihrt dieser Konformations-
wechsel von TM1 zu einer Verinderung im Kanal-Gating. Dies spricht fiir eine kritische Rol-
le in der Wechselwirkung zwischen der TM1 und der Lipid-Doppelschicht bei der K-
Kanalfunktion. Struktur-Funktions-Beziehungen miissen somit als Zusammenspiel zwischen

dem Protein und der Lipiddoppelschicht verstanden werden.

Mit Hilfe der vorliegenden Ergebnisse kann auch die Funktion von komplexeren K*-Kanilen
verstanden werden. Die Daten implizieren einen Mechanismus bei dem ein Konformations-
wechsel des cytoplasmatischen N-Terminus in eine Anderung des Gatings der Kanalpore ii-

bertragen wird.

Aus der beobachteten Auswirkung der Linge der TM1 und der Beteiligung dieser Doméne
am Kanal-Gating ergeben sich Ansatzpunkte fiir weitere Studien. Dabei wire es interessant
die Orientierung der TM1 in der Membran zu untersuchen, da scheinbar jede Anderung in der
Lage der TM1 in der Membran einen Einfluss auf die Kanalaktivitit hat. Damit verbunden
wire die Untersuchung, wie ein Konformationswechsel in der TM1 auf das Gate iibertragen
wird und wie die Lage der TM1 Einfluss nimmt auf den Gating-Prozess des Kanals. Hierbei
konnten Computerunterstiitzte molekulare Modellierung und Simulationsstudien einen we-
sentlichen Beitrag leisten, um weitere Informationen iiber Konformationsénderungen zu er-
halten.
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Auch wire es interessant das Zusammenspiel zwischen dem Protein und der Lipiddoppel-
schicht noch weiter zu untersuchen. Zu diesem Zweck konnten beispielsweise Bilayer-
Experimente an Kcv mit unterschiedlichen Lipidtypen durchgefiihrt werden, um zu untersu-
chen inwieweit eine Anderung in der Membrandicke einen Einfluss auf die Kanalaktivitit hat.
Fiir diese Untersuchungen bietet der minimale virale Kaliumkanal Kcv ein geeignetes Test-

system und trigt dazu bei die Funktion von komplexeren Kaliumkanilen besser zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Der Kaliumkanal Kcv aus dem Paramecium bursaria Chlorellavirus bildet den kleinsten
funktionellen Kaliumkanal und ist deshalb als Minimalmodell fiir die Aufkldrung von Struk-
tur-Funktions-Zusammenhingen bei Kaliumkanalproteinen besonders geeignet. In dieser Ar-
beit wurde der Frage nach der Rolle des kurzen cytoplasmatischen N-Terminus von Kcv in
Kombination mit seinem Interaktionspartner, der ersten Transmembrandomine (TM1), nach-
gegangen. Es konnte gezeigt werden, dass ein entfernen des cytoplasmatischen N-Terminus
zu einem Verlust an Kanalaktivitit fiihrt. Die Untersuchungen an Kcv-Mutanten mit verkiirz-
ter N-terminaler Doméne deuten auf eine kritische Linge dieser Region hin. Die ersten 7 A-
minoséduren nach dem initialen Methionin erscheinen weder fiir die Oligomerisierung noch fiir
die Funktion essentiell zu sein. Jedes weitere Verkiirzen fiihrte zu einer drastischen Reduktion
bis hin zu einem Verlust der Kcv-typischen Leitfdhigkeit. In weiteren Experimenten zeigte
sich, dass die Lénge an erforderlichen Aminosduren wichtiger ist, als die Aminosdurezusam-
mensetzung. Lediglich die Einfiigung von zusétzlichen negativ geladenen Aminosduren fiihrt

zu einem Verlust der Kanalaktivitit.

Neben der kritischen Lénge der N-terminalen Doméine zeigen die vorliegenden Befunde auch
die Bedeutung eines Winkels, der durch die Aminosdure Prolin bewirkt wird und die N-
terminale Domine mit der TM1 verbindet. Die Daten unterstiitzen ein Modell, in welchem die
Kriimmung und die daraus folgende Verankerung und Positionierung von TM1 in der Memb-
ran wichtig fiir den Gating-Mechanismus des Kanals sind. Dieses Modell wird gestiitzt durch
die Befunde, dass:

i) die kritische Linge des cytoplasmatischen N-Terminus genau dieses Erfordernis eines Ver-
ankerns von TM1 in der Membran reflektiert,

ii) eine Verldngerung bzw. Verkiirzung der a-helikalen Struktur von TM1 zu einer zusétzli-
chen zeit- und spannungsabhingigen Komponente bzw. zu deren Verschwinden fiihrt,

iii) ein Einfiigen einer zusitzlichen negativ geladenen Aminosdure im essentiellen N-

terminalen Bereich zum Verlust an Kanalaktivitit fihrt.

Diese Manipulationen an dem minimalen Kaliumkanal Kcv zeigen, dass die Kanalaktivitit
durch eine relativ lange effektive hydrophobe Linge von TM1 begiinstigt wird; eine verrin-

gerte hydrophobe Linge von TM1 dagegen fiihrt zu einer Abnahme an Kanalaktivitit.

Da bei Kcv lediglich der Selektivititsfilter der Pore als Gate in Frage kommt kann ferner ge-
schlossen werden, dass jede Anderung in der Orientierung von TM1 in der Membran in eine
Konformationsidnderung des Poren-Gates iibertragen wird. Ein solcher mechanischer Kopp-
lungsmechanismus bietet die Moglichkeit zur Ubertragung von Konformationsinderungen im

Cytoplasma auf Prozesse von Ionen-Permeation und Kanal-Gating.
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A Abkiirzungen

Abb.
ATP
Bp

BK
CHO-Zellen
CLSM
CO,
cRNA
DNA
dNTP
EAG
E.coli
EDTA
EGFP
EGTA
EsV-1
GFP
GTP
HEK?293
HEPES
HIV

Ii

Iss

I

It
KcsA
Kcv
kDa
Kesv
Kir
KirBacl.1
Kv

LB
MthK
N

OD
ORF

P
PAGE
PBCV-1
PBS
PCR
Pfu
PIP2
RCK
RNA
SDS
SUR
Tab.
Taq

Abbildung

Adenosin-5"-triphosphat

Basenpaar(e)

Large conductance Ca’*-activated K* channels
Chinese hamster ovary cells

Konfokale Laser Scanning Mikroskopie
Kohlendioxid

copy RNA

Desoxyribonucleinsédure

Desoxyribonukleotide

Ether-a-Gogo Kandle

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsidure

Enhanced Green Fluorescent Protein
Ethylenglycol-bis(B-aminoethylether)-N,N,N",N"-Tetraessigsiure
Ectocarpus siliculosus Virus

Griin fluoreszierendes Protein (aus Aequoria victoria)
Guanosin-5 -triphosphat

human embryonic kidney cells (Zelllinie 293)
N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N-(2-Ethansulfonséure)
Humanes Immundeffizienzvirus

instantaner Strom

stationdrer (engl. steady-state) Strom

Strom

Tail-Strom

Kaliumkanal aus Streptomyces lividans
Kaliumkanal aus Chlorellavirus

Kilodalton

Kaliumkanal aus Ectocarpusvirus
Kaliumkanile (inward rectifier)

Kaliumkanal aus Burkholderia pseudomallei
Kaliumkanile (voltage gated)

Luria Bertani-Medium

Kaliumkanal aus Methanobacterium thermoautotrophicum
Anzahl der Versuchswiederholungen

Optische Dichte

open reading frame

Porenregion

Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Paramecium bursaria Chlorella Virus 1
Phosphate Buffered Saline
Polymerasekettenreaktion

Enzym aus Pyrococcus furiosus
Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat

regulator of K conductance

Ribonukleinsdure

Natriumdodecylsulfat
Sulfonylharnstoffrezeptor

Tabelle

Enzym aus Thermophilus aquaticus
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TBS

™

M

™1

U

mV

A\

Vp

wt

B

A Ala
C Cys
D Asp
E Glu
F Phe
G Gly
H His
I Ile
K Lys
L Leu
M Met

Tris gepufferte Saline
Transmembran (-region)
Transmembran (-region)
Erste Transmembrandoméne

Unit

Millivolt
Spannung
Virusprotein
Wildtyp

Alanin
Cystein

Asparaginsiure

Glutaminsiure

Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin

Methionin

C Oligonukleotide

Oligonukleotide

AN3-Kcv-for
AN3-Kcv-rev

AN7-Kcv-for
AN7-Kcv-rev

ANS8-Kcv-for
ANS8-Kcv-rev

ANO9-Kcv-for
AN9-Kcv-rev

AN11-Kcv-for
AN11-Kcv-rev

AN7-Kev-T9A-for 5" GGATAGATCTATGGCACGAACTGAACCTTTCATG 3°

Aminosauren, Ein- und Dreibuchstabencode

XL E<H RO Z

Asn  Asparagin
Pro  Prolin

Gln  Glutamin
Arg  Arginin
Ser  Serin

Thr  Threonin
Val Valin

Trp  Tryptophan
Tyr  Tyrosin

unbestimmt

5" GGATAGATCTATGAGTAAATTTCTAACGCGAAC 37
5" CCTAGAATTCTAAAGTTAGAACGATGAAGAAC 3

5" GGATAGATCTATGACGCGAACTGAACCATTC 3°
5" CCTAGAATTCTAAAGTTAGAACGATGAAGAAC 37

5" GGATAGATCTATGCGAACTGAACCATTC 3°
5" CCTAGAATTCTAAAGTTAGAACGATGAAGAAC 3°

5" GGATAGATCTATGACTGAACCATTCATG 3
5" CCTAGAATTCTAAAGTTAGAACGATGAAGAAC 37

5" GGATAGATCTATGCCATTCATGATACATC 3
5" CCTAGAATTCTAAAGTTAGAACGATGAAGAAC 37

ANT-Kcv-T9A-rev 5" CCTAGAATTCTAAAGTTAGAACGATGAAGAAC 37
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AN7-Kcv-T9S-for 57
AN7-Kcv-T9S-rev 57

AN7-Kcv-T9D-for 57
AN7-Kcv-T9D-rev 57

Mutagenesis primer

AN7-Kcv-R10D-for 57
AN7-Kcv-R10D-rev = 57

Kcv-R10D-for 57
Kcv-R10D-rev 57
Kcv-P13A-for 57
Kcv-P13A-rev 57
Kcv-P13G-for 57
Kcv-P13G-rev 57
Kcv-P13R-for 57
Kcv-P13R-rev 5

Kcv-P13D-for 57
Kcv-P13D-rev 5

Kcv-P13L-for 57
Kcv-P13L-rev 57
Kcv-P13F-for 57
Kcv-P13F-rev 57

Kcv-P13A+1P-for 57
Kcv-P13A+1P-rev 57

Kcv-P13A-1P-for 57
Kcv-P13A-1P-rev 57

Kcv-P13D+1P-for 57
Kcv-P13D+1P-rev 57

Kcv-P13D-1P-for 57
Kcv-P13D-1P-rev 57

Kcv-Al6-for 57
Kcv-Al6-rev 57

Kcv-2aa for 57
“GCGAGAATAAAGAGATGGAATGGTTCAGTTCG 3

Kcv-2aa-rev 5

GGATAGATCTATGTCTCGAACTGAACCATTCATG 3°
CCTAGAATTCTAAAGTTAGAACGATGAAGAAC 37

CCGGACTCAGATCTATGGATCGAACTGAACCTTTCATG 3°
CATGAATGGTTCAGTTCGATCCATAGATCTGAGTCCGG 37

CCGGACTCAGATCTATGACGGATACTGAACCATTCATG 3°
CATGAATGGTTCAGTATCCGTCATAGATCTGAGTCCGG 37

GTAAATTTCTAACGGATACTGAACCATTCATG 3°
CATGAATGGTTCAGTATCCGTTAGAAATTTAC 3°

CTAACGCGAACTGAAGCATTCATGATACATCTCTTTATTC 3°
GAATAAAGAGATGTATCATGAATGCTTCAGTTCGCGTTAG 3°

CTAACGCGAACTGAAGGATTCATGATACATCTCTTTATTC 3°
GAATAAAGAGATGTATCATGAATCCTTCAGTTCGCGTTAG 3°

CTAACGCGAACTGAACGATTCATGATACATCTCTTTATTC 3°

"GAATAAAGAGATGTATCATGAATCGTTCAGTTCGCGTTAG 3°

CTAACGCGAACTGAAGACTTCATGATACATCTCTTTATTC 3°

"GAATAAAGAGATGTATCATGAAGTCTTCAGTTCGCGTTAG 37

CTAACGCGAACTGAACTCTTCATGATACATCTCTTTATTC 3°
GAATAAAGAGATGTATCATGAAGAGTTCAGTTCGCGTTAG 3°

CTAACGCGAACTGAATTCTTCATGATACATCTCTTTATTC 3°
GAATAAAGAGATGTATCATGAAGAATTCAGTTCGCGTTAG 3°

CGCGAACTGAAGCACCATTCATGATACATCTC 3°
GAGATGTATCATGAATGGTGCTTCAGTTCGCG 3

CTAACGCGAACTGAACCAGCATTCATGATACATC 3
GATGTATCATGAATGCTGGTTCAGTTCGCGTTAG 3°

CGCGAACTGAAGACCCATTCATGATACATCTC 3°
GAGATGTATCATGAATGGGTCTTCAGTTCGCG 37

CTAACGCGAACTGAACCAGACTTCATGATACATC 3°
GATGTATCATGAAGTCTGGTTCAGTTCGCGTTAG 3°

CTGAACCATTCATGGCAATACATCTCTTTATTCTCG 3°
CGAGAATAAAGAGATGTATTGCCATGAATGGTTCAG 5°

CGAACTGAACCATTCCATCTCTTTATTCTCGC 3°
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Primer fiir die Sequenzanalyse

pEGFP-N2 Sequenzierungsprimer
5" CCGGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACC 3°

PSGEM Sequenzierungsprimer
5" GTAATACGACTCACTATAGGG 3
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