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1 Einleitung

1.1 Ionenkanile in Zellmembranen

Zellen sind von der Umgebung durch eine diinne Fettschicht (die Plasma- oder
Zellmembran) abgegrenzt. Diese Plasmamembran grenzt das Innere der Zelle von dem
Extrazelluldrraum ab. Die Zellmembran ist fiir polare Molekiile wie Ionen undurchldssig.
Fiir den Transport dieser Molekiile durch die Membran sind spezifische Membranproteine
zustindig. Im einfachsten Falle sind diese Membranproteine sogenannte lonenkanile, die
mit Hilfe einer Pore den Ionen ermdglichen, auf Grund ihres elektrochemischen Gradienten
die Membran zu durchdringen. Manche Ionenkanéle sind hochselektiv und lassen nur ganz
bestimmte Ionen durch, wie z B. Kaliumionen. In diesem Fall spricht man von
Kaliumkanélen. Eine weitere wichtige Eigenschaft von Kanélen ist, dass sie sich prinzipiell
in zwei verschiedenen Zustinden befinden konnen, leitfdhig oder nicht leitfahig. Das heif3t,
nur im leitfadhigen Zustand lisst der Kanal Ionen durch, der Kanal ist ,,offen*. Im nicht
leitfdhigen Zustand kdnnen keine Ionen durch den Kanal, er ist entweder ,,geschlossen® oder
»inaktiviert. Kanéle konnen auf verschiedene Art und Weise gedffnet werden, z. B. {iber
die Bindung von Substanzen. In diesem Fall spricht man von liganden-gesteuerten Kanélen.
Kanédle konnen auch direkt tiber mechanischen Zug oder Druck auf die Zellmembran
geoffnet werden. Eine weitere Moglichkeit, lonenkandle zu Offnen, besteht in der
Verdnderung des Membranpotentials der Zelle. In diesem Fall spricht man von potential-
oder spannungsgesteuerten Kandlen.

Spannungsgesteuerte lonenkanile kommen in vielen Zellen unseres Korpers vor und sind
unter anderem verantwortlich fiir die Funktion von Nerven- und Muskelzellen. Au3erdem
spielen sie eine wichtige Rolle bei der Herzaktion. Eine Fehlfunktion von z. B.
spannungsgesteuerten Kaliumkanédlen kann deshalb zu Krankheiten fiihren wie z. B.
Muskelldhmungen oder Arrhythmien im Herz. Da meine Dissertation von genau diesen
spannungsgesteuerten Kaliumkanidlen handelt, werde ich in den folgenden Kapiteln die

wesentlichen Eigenschaften dieser Kanéle beschreiben.



1.2 Struktur spannungsgesteuerter Kaliumkanale

Kaliumkanéle sind spezifische, hochkomplexe Membranproteine, die fiir Kaliumionen
selektiv permeabel sind. Es existieren spannungsaktivierte und nicht spannungsaktivierte
Kaliumkanéle. Zurzeit sind mehr als 70 Gene der Kaliumkanile im Sdugetiergenom bekannt
(Goldin et al., 2000). Die spannungsgesteuerten Kv-Kanéle bilden wiederum die grofite
Familie von etwa 40 Genen aus der Gruppe der menschlichen Kaliumkanile (Catterall et al.,
2002).

Kaliumkanéle sind groe Membranproteine, die in der Regel aus vier identischen oder
verschiedenen a-Untereinheiten (Teilen) bestehen (Hille, 2001). Wenn alle a-Untereinheiten
gleich sind, nennt man das Homotetramer, wenn nur eine aus vier verschieden ist, bezeichnet
man das als Heterotetramer. Eine a-Untereinheit besteht aus ca. 500 Aminoséduren bei einem
Molekulargewicht von ca. 250 kDa. Die Untereinheit selbst besteht aus sechs
Transmembransegmenten (S1-S6) und dem Porenbereich zwischen S5 und S6 (siehe Abb. 1)
(Hille, 2001). Die Segmente S1, S2, S3 und S4 stellen die Spannungssensordoméine dar und
S4 ist der eigentliche Spannungssensor. Der Sensor S4 hat mehrere positiv geladene
Aminosduren (Arginin) an jeder dritten Position. Diese geladenen Aminoséuren sind von
Bedeutung fiir die Aktivierung (Offnung) der Kanile, da diese Aminosiuren eine
Verdnderung des Membranpotentials wahrnehmen konnen. Der Spannungssensor ist mit
dem Linker aus S4-S5 mit dem Porenbereich verbunden. Die Pore wird durch die Segmente
5 bis 6 gebildet (Catterall, 2000). Dieser S5-P-S6-Bereich bildet im funktionellen Kanal die
zentrale a-Pore, die selektiv fiir K™ permeabel ist. Wie diese Strukturen beim Offnen,
Schliefen und der Selektivitdt des Kanals beteiligt sind, werde ich in den kommenden

Kapiteln beschreiben.
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Abb. 1. Die Architektur von Kv-Kaliumkandlen. A, die Untereinheiten bestehen aus sechs
Transmembransegmenten und einer Porenregion (P). Die C- und der N-Termini liegen auf der zytosolischen
Seite der Plasmamembran. Das vierte Transmembransegment (S4) ist der Spannungssensor. B, das Modell des
Kvl.2-Kanals (nach dem pdb Swissprot 2A79). Das Modell des Homotetramers wurde mit Hilfe des

Programms Yasara visualisiert (http://yasara.org).

1.3 Kanalzustiande

Spannungsgesteuerte Kaliumkanile verindern ihren Zustand auf Grund von Anderungen
des Zellmembranpotentials. Der Kanal kann, wie in der Einleitung erwéhnt, prinzipiell in
zwei funktionell verschiedenen Zustinden vorkommen, leitfahig oder nicht leitfahig. Kann
der Kanal Ionen durchlassen, ist er leitfahig oder offen, kann er keine Ionen durchlassen, ist
er entweder geschlossen oder inaktiviert. Der Ubergang vom geschlossenen in den offenen
Zustand heiflt Aktivierung, der umgekehrte Vorgang heifit Deaktivierung.

Bei negativen Membranpotentialen, dem sogenannten Ruhepotential, befinden sich die
Kanéle in einem nicht-leitenden, geschlossenen Zustand. In diesem geschlossenen Zustand
konnen die Kaliumionen nicht durch die Pore durchgehen. Wird die Membran depolarisiert
(das Membranpotential wird positiver als das Ruhemembranpotential), geht der Kanal in den

leitenden, offenen Zustand iiber (Aktivierung) und die K" konnen durch die Pore



durchtreten. Wird das Membranpotential jetzt wieder repolarisiert (das Membranpotential
kehrt zum Ruhemembranpotential zurlick) oder sogar hyperpolarisiert auf
Membranpotentialwerte negativer als das Ruhemembranpotential, kehren die Kanidle vom
offenen Zustand wieder zum geschlossenen Zustand zuriick (Deaktivierung).

Fiir diese membranpotential- oder spannungsabhiingigen Ubergiinge vom geschlossenen
zum offenen Kanal ist das Zusammenspiel verschiedener Teile des Kanals verantwortlich.
Im geschlossenen Zustand stellt die Anordnung der S6-Segmente der vier Untereinheiten ein
Hindernis fiir den Durchtritt von K* dar. Wird das Membranpotential depolarisiert, dann
bewegt sich zunéchst einmal der Spannungssensor S4 in Richtung der extrazelluldren Seite,
und zwar mit einer gleichzeitigen Rotation (Starace und Benzanilla, 2004). Wenn alle S4-
Segmente der vier Untereinheiten diese Bewegung durchgefiihrt haben, folgt eine weitere
gemeinsame Bewegung in S5 und S6, da die Spannungssensoren iiber die S4-S5-Linker mit
S5 verbunden sind (Soler-Llavinia et al., 2006; Pathak et al., 2007). Durch diese Bewegung
wird die Biindelung der S6-Segmente gespreizt, sodass jetzt K* durch den Kanal durch die
zentrale a-Pore flieBen konnen. Inaktivierung: Wie oben beschrieben, kann der Kanal vom
offenen Zustand in den geschlossenen Zustand iibergehen, wenn das Membranpotential
hyperpolarisiert wird. Es gibt aber noch einen zusitzlichen nicht-leitenden Zustand des
Kanals, speziell bei lange anhaltenden Depolarisationen. Da bei diesen Potentialen S4 immer
noch zur extrazelluldren Seite neigt und damit auch die oben beschriebene Spreizung der S6-
Biindelung so steht, dass eigentlich K™ durch den Kanal flieBen sollten, muss ein anderer
Teil des Kanalmolekiils dafiir verantwortlich sein, dass keine K* mehr durch den Kanal
flieBen. Bei der N-Typ-Inaktivierung (Armstrong und Bezanilla, 1977) blockiert der N-
Terminus einer Untereinheit die a-Pore von der Innenseite der Membran, nachdem die
Spreizung der S6-Biindel einen Rezeptor fiir den N-Terminus freigelegt hat (,,ball chain
model®, Armstrong und Bezanilla, 1977).

Die strukturellen Verdnderungen bei der C-Typ-Inaktivierung beruhen wahrscheinlich auf
einer Veridnderung des Selektivititsfilters (Kiss et al., 1999). Die C-Typ-Inaktivierung ist
nur bei fehlender N-Typ-Inaktivierung detektierbar. Dieser Typ der Inaktivierung erfolgt
wesentlich langsamer als die N-Typ-Inaktivierung und kann durch extrazellulér applizierte
Kanalblocker beeinflusst werden (Grissmer und Cahalan, 1989). Verschiedene Studien

weisen darauf hin, dass dieser Mechanismus vor allem durch relativ geringe Verédnderungen



der Struktur des Selektivitdtsfilters verursacht wird (Yellen, 1998). Der Kv1.2-Kanal hat im
Vergleich zum Kv1.3-Kanal eine langsame C-Typ-Inaktivierung. Uber die Funktion und

Expression des Kv1.2-Kanals schreibe ich im néchsten Abschnitt.

1.4 Der Kaliumkanal Kv1.2

Kv1.2 ist sowohl im peripheren Nervensystem, in paranodalen und juxtanodalen Zonen von
myelinisierten Nervenfasern als auch im Zentralnervensystem im Cortex exprimiert
(Robbins und Tempel, 2012). Dariiber hinaus sind Kv1.2-Kanile auch im kardiovaskuldren
System exprimiert (Rasband und Trimmer, 2001). Zusammen mit den Untereinheiten von
Kv1.1- und Kv1.6-Kanilen bilden die Kv1.2-Kanile heteromere Kaliumkanile im Gehirn,
die fiir die neuronale Signaltransduktion eine grof3e Rolle spielen (Dodson et al., 2002). Die
Kv1.2-haltigen Kanile verhindern eine prisynaptische Ubererregbarkeit und damit
abnormale Aktivitit in Neuronen. Verschiedene Substanzen konnen Kv1.2-Kanile
blockieren und auf diese Weise verschiedene physiologische Prozesse beeinflussen.

Durch verschiedene Reagenzien kann man die Kanéle blockieren und damit den
Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion des Kanals erforschen. Der Kv1.2-Kanal
ist z. B. durch 4-Aminopyridin (4-AP), Dendrotoxin (DTX), Charybdotoxin (CTX) und
Conotoxin (CON) inhibiert, wohingegen Tetracthylammonium (TEA), ein klassischer
Kaliumkanalblocker, doch fast keine Wirkung auf Kv1.2-Kanéle hat (Werkman et al., 1993).
TEA kann an den Kvl.2-Kanal, verglichen mit anderen Kaliumkanilen, kaum an die
extrazelluldre Seite der Pore binden und nur bei sehr hohen TEA-Konzentrationen
(Kp ~560 mM) den Strom durch den Kanal reduzieren. Unter Kp versteht man die
Gleichgewichtdissoziationskonstante einer reversiblen Reaktion, die angibt, bei welcher
Wirkstoftkonzentration das Verhéltnis von gebundenem und freiem Wirkstoff 1 ist.

Die Peptidtoxine wie z.B. CTX, MTX (Maurotoxin) und KTX (Kaliotoxin) kénnen gut den
Kv1.2-Kanal blockieren. Die Toxine unterscheiden sich in der Affinitdt zu dem Kv1.2-Kanal
und sie ist von der Struktur der Bindestelle im Kanal abhédngig, z. B. blockiert Margatoxin
(MgTX) die Kvl.2-Kandle mit einem Kp-Wert von 520 pM und der Kp-Wert fiir
Charybdotoxin (CTX) betrigt fiir diese Kanédle 14 nM. Das HsTx1-Toxin (a-Ktx 6.3) kann

den Kv1.2-Kanal nicht blockieren. Die Bindungsstelle fiir alle diese Toxine liegt auf der



extrazellulidren Seite der Pore. Die Struktur des Kv1.2- und Kv1.3-Kanals ist sehr dhnlich.

Uber den Kv1.3-Kanal werde ich im niichsten Kapitel berichten.

1.5 Der Kaliumkanal Kv1.3

Der Kv1.3-Kanal ist in verschiedenen Geweben des Menschen und anderen Sdugetieren zu
finden, z. B. in der Retina, den Adipozyten, Lymphozyten, Neuronen, der Niere und dem
Gehirn (Kaufmann et al., 2013). Der Kanal spielt eine Rolle in der Apoptose und kann die
Zellmigration regulieren. Der Kanal kann bei der Entstehung von Krankheiten involviert
sein, z. B. bei der autoimmunen Pankreatitis oder beim Adenokarzinom (Cannon, 1997).

Den Kaliumkanal Kv1.3 kann man durch zahlreiche niedermolekulare Modulatoren wie
Alkaloide, Piperidine und Psoralene blockieren (Vennekamp et al., 2004). Zu den
Inhibitoren des Kanals gehéren auch Toxine, z. B. CTX, MgTX, Agiotoxin (AgTx) und
andere Peptide (Garcia-Calvo et al., 1993, Grissmer et al., 1994). Die Peptidtoxine binden
an den extrazelluldren Eingang des Kanals und kdnnen so wirksam und spezifisch den Strom
durch die a-Pore blockieren. Die effektiven Konzentrationen fiir die halbmaximale Blockade
des Kv1.3-Stroms (ICso) liegen im picomolaren Bereich, z. B. hat Margatoxin einen Kp-
Wert von 110 pM fiir den Kv1.3-Kanal. Die Affinitét einiger Substanzen zum 4Kv1.3 und
hKv1.2 kann sich unterscheiden. Der Grund dafiir ist der Unterschied im Porenbereich
beider Kanile. TEA blockiert den Kv1.3-Kanal mit einem Kp-Wert von 10 mM verglichen
mit dem Kp-Wert von 560 mM fiir den Kv1.2. Im AKv1.2 ist an der TEA-Bindungsstelle
(Position 381) ein Valin zu finden und im 4Kv1.3 ist an dieser homologen Position 399 ein
Histidin vorhanden. Ahnlich kénnen sich Peptidtoxine unterscheiden: Z. B. hat Maurotoxin
(MTX) einen Kp-Wert von 0,7 nM am AKv1.2- und einen Kp-Wert von 3,3 uM am AKv1.3-
Kanal, d. h., MTX hat eine mehr als 1000-fach schlechtere Affinitdt zum AKv1.3-Kanal
verglichen mit dem #Kv1.2-Kanal. Deshalb hédngt die Affinitdt des Toxins nicht nur von der

a-Pore, sondern auch von naheliegenden Bereichen des Kanals ab. Uber die a-Pore werde

ich im nichsten Abschnitt berichten.

1.6 Die a-Pore

Im offenen Zustand sind Kaliumkanile selektiv und sind fiir K™ durchléssig. Die K gehen

durch die zentrale a-Pore. Diese Selektivitat wird durch den Selektivitétsfilter gewéhrleistet.



Der Filter enthélt ein GYG-Sequenzmotiv. Den eigentlichen Filter bilden die negativ
geladenen Carbonyl-Sauerstoffatome der Aminosduren und er ist an der engsten Stelle der
Pore platziert. Durch seine negative Ladung ist der Filter nicht fiir Anionen durchlissig
(Hille, 2001). Durch Wechselwirkungen am Filter werden die K* beim Eintritt in die Pore
von ihrer Hydrationshiille befreit.

Es gibt immer mehr Hinweise, dass durch Kanile, mittels Mutationen, neue
Durchgangswege fiir lonen gedffnet werden konnen. Diese Wege lassen sich als alternative
Poren bezeichnen. Diese Poren wurden hauptséchlich in Nav- und Kv-Kanélen beobachtet.

Im folgenden Kapitel werde ich Beispiele von alternativen Poren beschreiben.

1.7 Alternative Poren in verschiedenen Kanilen

®-Pore im R1C-mutierten Shaker-Kanal

Mutationen in der Spannungssensordomine (VSD, voltage-sensing-domaine) des #Nav1.2
oder im spannungsgesteuerten Shaker-Kaliumkanal fiihrten zur Bildung eines weiteren
Ionenpermeationswegs durch das Kanalmolekiil (Sokolov et al., 2005, 2007, Tombola et al.,
2005, 2006, 2007). Dieser neue Weg durch die VSD wurde als o-Pore bezeichnet. Der Strom
durch die w-Pore war selektiv fiir monovalente Kationen und die w-Pore war bei Potentialen
offen, bei denen die a-Pore geschlossen war (Tombola et al., 2006). Viele Studien zeigten
auch, dass Mutationen in der VSD die Selektivitit des w-Stroms in Kaliumkanélen
beeinflussen konnten, denn der w-Strom konnte entweder von Protonen oder Kationen
getragen werden (Struyk und Cannon, 2007). Alle diese Mutationen waren in den
Transmembran-S4-Segmenten lokalisiert und neutralisierten positive Ladungen, die fiir die
Spannungsempfindlichkeit wichtig sind (Matthews et al., 2009).

Speziell im Shaker-Kanal 6ffnete sich eine alternative w-Pore durch den Austausch des
positiv geladenen Arginins an Position 362 in S4 gegen Cystein oder Serin, wenn der Strom
durch die zentrale a-Pore normal war (Tombola et al., 2006). Der Strom durch die ®-Pore
war nur bei hyperpolarisierenden Potentialen negativer als -100 mV zu beobachten. Im
Gegensatz zur zentralen o-Pore war die w-Pore auch fiir andere monovalente Kationen
permeabel. Wurde das Arginin an Position 362 in S4 durch Histidin ersetzt, dann konnte die
so entstandene w-Pore nur Protonen leiten. Mit Hilfe eines 3D-Modells der Kristallstruktur

von KvAP wurde ein Modell fiir die o-Pore vorgeschlagen (Tombola et al., 2005). Die ®-



Pore entsteht in der Liicke zwischen den Transmembransegmenten S2 und S4. Diese Liicke
entsteht durch den Austausch von Arginin gegen das kleinere Cystein. Bei der
Hyperpolarisation bleibt der Spannungssensor S4 in seiner Ruheposition und das ldsst die
o-Pore offen. Bei Depolarisation bewegt sich der Spannungssensor S4 in Richtung der
extrazelluldren Seite und die w-Pore wird verschlossen. Damit ist die Permeabilitdt der -

Pore abhédngig von der Lage des Spannungssensors.

o-Pore in Kv1.3

Ein weiterer Durchgang fiir lonen (o-Pore) durch einen mutierten Kaliumkanal wurde von
Priiting und Kollegen (2011) beschrieben, und zwar in einer Valin-zu-Cystein-Mutation an
Position 388 in #1Kv1.3 (Shaker-Position 438). Dieser mutierte ZAKv1.3 V388C-Kanal zeigte
zusétzlich zu dem Strom durch die a-Pore einen Einwértsstrom bei Membranpotentialen
negativer als -100 mV. Dieser 6-Strom zeigte Ahnlichkeiten mit dem o-Strom, der durch
die VSD des oben beschriebenen R1C/S-mutierten Shaker-Kanals fliet. Die ®- und o-
Strome konnten nur bei Potentialen negativer als -100 mV beobachtet werden, wenn die
zentrale o-Pore normalerweise geschlossen ist. Die beiden Strome konnten durch
verschiedene monovalente Kationen wie Li" und Cs" getragen werden und die extrazellular
applizierten a-Pore-blockierenden Substanzen reduzierten den Strom durch die a-Pore,
hatten jedoch keinen Einfluss auf den - oder o-Strom.

Da der o-Strom am besten durch K" und der 6-Strom am besten durch Na* getragen werden
konnte, wurde geschlossen, dass der Verlauf des o-Stroms und des o-Stroms verschieden
war. AuBerdem zeigte der AKv1.3 V388C-mutierte Kanal nicht nur einen dauerhaften
Einwiértsstrom bei Potentialen negativer als -100 mV in einer extrazelluldren Losung mit
[160 Na* + 4,5 K']o, sondern zeigte in einer extrazelluldren Losung mit [164,5 K*], ein
normales Stromverhalten wie in AKv1.3 wt-Kanilen. Dieses normale Stromverhalten des
hKv1.3 V388C-Mutantenkanals in [164,5 K], lieB den Schluss zu, dass diec V388C-
Mutation im 4#Kv1.3 wt-Kanal einen Kanal mit zwei Wegen fiir Ionen durch den Kanal
erzeugte. Einen Weg bildete die zentrale a-Pore, die den K*-Durchtritt in Gegenwart von
extrazellularem K* erlaubt, und einen anderen Weg bildete die o-Pore, die funktionell
dhnlich, aber physisch verschieden vom w-Weg ist. Die c-Pore entsteht im mutierten

hKv1.3 V388C-Kanal durch den Austausch des Valins durch Cystein und durch eine damit



einhergehende Entfernung der beiden Methylgruppen des Valins an Position 388. Diese
Entfernung vergroBert den Raum zwischen Y395 und W384 im Kanal und ermdglicht jetzt
den Durchgang von lonen. Die o-Pore befindet sich hinter der zentralen a-Pore an der
Riickseite des Selektivitdtsfilters und verlduft parallel zur zentralen a-Pore. Der Eintritt der

o-Pore liegt zwischen dem Tyr-395 des GY G-Motivs und dem Trp-384 der Porenhelix.



1.8 Zielsetzung der Arbeit

Der o-Strom in mutierten #AKv1.3 V388C-Kandlen wurde von Priitting et al. (2011)
beschrieben. In ihrem Modell entfernte der Austausch der Aminosdure Valin durch Cystein
zwei Methylgruppen in der Seitenkette des Valins an Position 388 und vergréferte dadurch
den Raum zwischen Tyrosin 395 und Tryptophan 384 so weit, dass jetzt lonen durchgehen
konnen. Die o-Pore verlduft parallel zur zentralen o-Pore auf der Riickseite des
Selektivitétsfilters. Der Eingang zur 6-Pore lag zwischen Tyrosin 395 des GYG-Motivs des
Selektivitétsfilters und dem Tryptophan 384 des Porenbereichs (Priitting et al., 2011).

In dieser Arbeit sollen drei Themengebiete bearbeitet werden. Erstens soll geklart werden,
ob die o-Pore spezifisch fiir den AKv1.3 ist oder ob die o-Pore auch in anderen
Kaliumkanélen beobachtet werden kann. Dies konnte darauf hindeuten, dass die o-Pore ein
gemeinsames strukturelles Element einer Vielzahl von spannungsabhingigen Ionenkanélen
ist. Dazu werde ich versuchen, eine 6-Pore in einem sehr nah verwandten Kaliumkanal, dem
hKv1.2 wt, zu kreieren, indem ich an der homologen Position 370 auch das Valin durch ein
Cystein ersetze. Zweitens soll ein Kanaltrimer hergestellt und getestet werden, ob dieser
Trimer eine 6-Pore bilden kann. Drittens soll der vorgeschlagene Verlauf der 6-Pore genauer
charakterisiert werden. Dazu sollen verschiedene Mutationen im Hintergrund des
hKv1.3 V388C-mutierten Kanals untersucht werden. Diese Mutationen werden an

Positionen sein, von denen ich vermute, dass sie Teil der 6-Pore sind.

Speziell sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Kann ein o-Strom durch den #Kv1.2 V370C-mutierten Kanal beobachtet werden?

2. Kann die o-Pore unabhingig von der a-Pore in Kaliumkanélen existieren?

3. Konnen Doppelmutationen (M390F, A413F, Y395W, W384F, T392Y, V393L) im
Hintergrund des #Kv1.3 V388C-mutierten Kanals an Positionen, die vermutlich die

o-Pore bilden, den o-Strom verdndern?
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2 Material und Methode
2.1 Ortsspezifische Mutagenese

Die neuen mutierten Kandle wurden von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg,

Deutschland) hergestellt und durch Sequenzieren verifiziert (Tab. 1).

Kanal Substitution
M390F
A413F
Y395W
hKv1.3V388C W384F
T392Y
V393L
hKv1.2 wt V370C

Tab. 1. Die hergestellten Mutanten. Die Buchstaben sind die Standardabkiirzungen der Aminoséuren.

Die neuen Konstrukte befinden sich im pCMV-Vektor (Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, Deutschland) und wurden in E.coli amplifiziert und danach gereinigt (Abb. 2).

AmpR_promotzr

pCMV
3782 bp

Abb. 2. Der Vektor pCMV (www.addgene.com) war Ausgangsvektor und diente als Basis fiir alle Konstrukte.
Er ist ca. 3,7 Kbp grof3, hat CMV-, SV40- und T7-Promoter, Polylinker und ORF fiir Selektionsmarker (in
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meinem Fall Ampicillin). Das Bild des Vektors wurde mit Hilfe des Programms BioVL Virtual Lab Bench

visualisiert.

2.2 Herstellung des trimeren hKv1.3_ EGFP-Kanals
Es sollte ein Konstrukt mit drei verlinkten hKv1.3 V388C mit EGFP am C-Terminus
entstehen. Der Linker soll aus drei Alaninen bestehen und drei cDNA A#Kv1.3 V388C

zusammenbinden (Abb. 3).

hKv1.3_V388C |—AAA—( /iKv1.3 V388C [—AAA— hKvl.3 V388C |—AAA— GFP

Abb. 3. Die schematische Darstellung des trimeren ZKv1.3 V388C GFP-Kanals.

Es wurde folgende Strategie gewéhlt: Der Linker AAA wurde an den C-Terminus mit der
ortsspezifischen Mutagenese des #Kv1.3 V388C angehéngt. Dafiir wurde das Konstrukt
hKv1.3 V388C im pCMV-Vektor genutzt.

Klonieren

e Mit folgenden Klonierungsprimern (Thermo Fischer, Mannheim) wurde #Kvl1.3

V388C amplifiziert:
Primer Sequenz Tm
forward TCCGGCGCTCGACGGCGGGCTG 67,9
back AACATCGGTGAATATCATTTTGATGTTGACACA 58,2

e Die gewlinschten DNA-Sequenzen wurden mittels der Polymerase-Kettenreaktion

(PCR) in vitro amplifiziert. Nach 25 Zyklen wurde die Amplifikation gestoppt.

e Typischer PCR-Ansatz:

10x-Puffer (New England Biolabs) 5,0ul
dNTP-Mix (2,0mM; Pharmacia) 1,0ul
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forward-Primer (10uM) 0,5ul

reverse-Primer (10uM) 0,5ul

DNA Template (ca. 0,01pg/ ul) 1,0ul
Pfu-Polymerase (5U/ul, New England Biolabs) 1,0ul
H>0O bis Volumen 50ul

e PCR-Bedingungen: 3 min 95°C (ein Zyklus); 40 s 95°C, 56 s 53°C, 4 min 30 s 68°C
(25 Zyklen); 15 min 65°C (ein Zyklus)

1. Die Schnittenden des /#Kv1.3 V388C-Vektors wurden mit kurzen Sequenzen
AAGTC blunt gemacht.

2. Das Produkt wurde anschlieBend mit T4-Ligase dimerisiert. Ich habe folgenden
Ansatz verwendet: DNA 300ng, 10x T4-DNA-Ligase-Puffer 1,0ul, H>O bis Volumen
10ul. Die Ligation wurde tiber Nacht bei 5°C durchgefiihrt. Die T4-DNA-Ligase
wurde von New England Biolabs (NEB, Ipswich, USA) bezogen. Die Orientierung
von Abschnitten im Dimer (AKv1.3 V388C-AKv1.3 V388C) wurde durch
Sequenzieren tliberpriift.

3. Ein weiteres einzelnes #Kv1.3 V388C-Konstrukt wurde mit Tru9l geschnitten und

dann dephosphoryliert:

Tru9l (Msel) 1 1523 t/taa
....tcaaaaagatattcaccgatgtttaa.... base pairs

....agtttttctataagtggctacaaatt. . ... 1501 to 1526

4. Dieses einzelne Konstrukt wurde mit dem vorher hergestellten Dimer ligiert.
5. Das trimere Kv1.3 V388C-Konstrukt wurde jetzt in den pcDNA3 EGFP-Vektor
umkloniert.

Das Konstrukt wurde in E.coli amplifiziert und danach gereinigt.
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2.3 Zellkultur

2.3.1 Medien und Kultivierung der Zellen
Fiir die Expression von Kandlen wurden die adhirente Ziellinie COS-7 und HEK 293

(Deutsche Zellkulturensammlung, Braunschweig, Deutschland) verwendet. Die Zellen
wurden nach dem Standard-Protokoll in DMEM-high-Glukose geziichtet. Die
Kulturflaschen mit Zellen wurden bei 37 °C und in gesittigt-feuchter Atmosphére mit 5 %
CO; im Inkubator kultiviert. Alle Arbeiten, z. B. Passagieren, Transfektion, Lyse etc.,
wurden aseptisch durchgefiihrt. Nach Erreichen von ca. 95 % Konfluenz wurden die
Kulturen passagiert. Zum Passagieren wurde zuerst die Fliissigkeit aus den Flaschen entfernt
und die Zellen wurden mit PBS (phosphate buffer solution) gewaschen. Danach folgte der
zweite Waschschritt mit einer kalten PBS/EDTA-Losung (Phosphate Buffer Solution with
ethylenediaminetetraacetic acid), damit die abgestorbenen Zellen und der Rest des
Kulturmediums entfernt werden. Mit der Zugabe von 1 ml vorgewdrmter Trypsin/EDTA-
Losung wurden die Zellen von der Flasche gelost und nach einminiitiger Inkubation im
Brutschrank mit 15 ml Medium versetzt und resuspendiert. Im Verhéltnis 1:5 wurde die
Suspension in neue Flaschen iiberfiihrt. Das Volumen von 25 ml wurde durch Zugabe des

neuen Mediums erreicht.

2.3.2 Transfektion der Zellen

Die Transfektion wurde mit Hilfe des Fugene® Transfektionsprotokolls (www.promega.de)
durchgefiihrt. Die leuchtenden Zellen wurden nach zwolf Stunden mit Hilfe des Mikroskops
gezdhlt. Die Effizienz wird in Form der Prozentangabe dargestellt und bedeutet, wie viel
Prozent der Zellen in der Kultur nach der Behandlung transfiziert sind. Im Versuch mussten
die Konzentrationen der DNA und des Fugenes® optimiert werden. Die Transfektion wurde
in Anwesenheit des Serums gemacht, weil der Hersteller keinen negativen Einfluss des
Serums auf die Effizienz der Prozedur festgestellt hat. Die Zellen wurden transfiziert bei
einer Konfluenz von 90 %. Das Plasmid des #ZKv1.3 V388C-Trimers wurde in den Mengen
von 0,1 bis 0,6 pg pro 10.000 Zellen eingesetzt. Die Menge DNA zu Reagenz war zwischen
1:2 und 1:4.
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Transfektionseffizienz der Zelllinien mit dem Trimer 4/Kv1.3_V388C-EGFP-Kanal

In der Tabelle sind die Ergebnisse der Transfektion mit dem Trimer #AKv1.3 V388C_ EGFP
in COS-7 und HEK-Zellen angegeben. Die Inkubation wurde in serumfreiem DMEM 24
Stunden lang durchgefiihrt. Ab 0,2 pg transfizierter DNA pro 10.000 Zellen wirkten
zytotoxisch: Die Zellen verloren den adhédrenten Zustand und bildeten zytoplasmatische und
membranstindige Konglomerate. Diese Wirkung von Fugene® wurde bei hoheren
Konzentrationen noch verstirkt. Bei einer Konfluenz von 90 % betrug die maximale
Transfektionsrate in COS-7-Zellen mit Fugene® 19,9 %. Durch die Zugabe im Verhiltnis
1:3 (0,2 pg DNA und 0,6 pl Fugene® pro 10.000 Zellen) wurde die hdochste
Transfektionseffizienz in COS-7 Zellen erreicht (Tab. 2). Mit dieser Konzentration von

Fugene® und DNA wurden die Zellen fiir alle Versuche transfiziert.

Tab. 2. Effizienz der Transfektion mit Reagenzen des Trimers des #Kv1.3 V388C-EGFP-Kanals in COS-7-
Zellen und HEK-293-Zellen. Die Anzahl der transfizierten Zellen wurde durch die gemeinsame Anzahl der
Zellen dividiert und anschlieBend auf 100% multipliziert. Die Bestimmung der Transfektionseffizienz wurde

nach 24 Stunden durchgefiihrt.

Reagenz Ratio DNA/Reagenz Effizienz [%]
COS 7 HEK293
Fugene® 1:1 0,1+0,05 1+0,04
1:1,5 3,1+0,05 3,1+0,01
1:1,6 4,6+0,1 6,5+0,1
1:1,7 9,0+0,05 7,0+0,01
1:1,8 10,8+0,04 7,5+0,04
1:2 13,5+0,01 8,1+0,05
1:25 16,8+0,02 9,1+0,02
1:3 20,1+0,04 12,5+0,04
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Das fiir die Transfektion verwendete nicht-liposomale Fugene®-Reagenz enthilt kationische
Lipide. Diese kationischen Lipide besitzen vier funktionelle Einheiten: eine positiv geladene
Kopfgruppe, eine Spacergruppe unterschiedlicher Linge, ein Verbindungsteil und einen
hydrophoben Anker. Die Kopfgruppe ist essentiell fiir die Transfektionskompetenz, denn sie
bindet die DNA {iber elektrostatische Wechselwirkungen und kondensiert DNA zu kleinen,
transportfdhigen Gebilden, den Lipoplexen. Das riesige DNA-Konstrukt des Trimers
bekommt in der Losung eine groBe negative Ladung, die durch positiv geladene
Kopfgruppen kompensiert werden soll. Wenn die Ladung des Komplexes gleich null ist,
wird die 3D-Struktur verdndert und die Lipoplexe konnen durch die Zelle aufgenommen
werden. Deshalb braucht man bei der Transfektion mit dem Trimer des AKv1.3 V388C-
EGFP-Kanals eine gro3e Konzentration von kationischen Lipiden, um die groB3e negative
Gesamtladung zu minimieren. Eine Analyse meiner Daten zeigt diesen Trend und entspricht
damit dem theoretischen Konzept. Meine Ergebnisse zeigen klar, dass der
Aufnahmemechanismus nicht nur von der verwendeten Konzentration, sondern auch vom

verwendeten Zelltyp abhingig ist.

2.3.3 Proteinextraktion aus kultivierten Zellen

Um die Expression der neuen Mutanten zu priifen, musste ich die Proteine in den Zellen
nachweisen. Vor der Lyse wurde das Medium von den Zellen entfernt und sie wurden mit
PBS gewaschen. Ohne Verzogerung wurden pro Kulturschale 200 pl Lysepuffer (10 %
Glycerol, 10mM Tris-HCL (pH 6.,8), 1% NP 40, 5mM Dithiothreitol, 0,5 mM
Phenylmethylsulfonyl Fluoride mit je 1 mg/l Aprotinin, Pepstatin und Leupeptin in PBS)
dazu pipettiert. Mit dem Zellschaber wurden dann die Zellen von der Schale getrennt und
mit der Pipette in ein 1,5-ml-Eppendorfgefdl {iberfiihrt. Die Suspension wurde immer auf
Eis gehalten und 3 min lang manuell mit dem Homogenisator zerkleinert. Im letzten Schritt
wurde das Lysat bei 1000 g, 4 °C fiir 20 min. zentrifugiert, so dass sich die Proteine im
Uberstand befanden. Die Uberstéinde wurden in Trockeneis eingefroren.

Die in Trockeneis eingefrorenen Uberstinde wurden grob per Hand zerkleinert. Bei diesem
Schritt ist die tempordre Abkiihlung der Proben wichtig. Die Proben wurden mit 1 ml
Proteinextraktionspuffer (Tab. 3) und Keramikkugeln beladen und in dem Homogenisator

platziert, wo sie bei 4 °C homogenisiert und danach durch ein Netz (Cell strainer BD) filtriert
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wurden. Dabei wurden grof3e Zellklumpen und Zellteile entfernt. Der Niederschlag wurde
verworfen und das Lysat wurde 10 Minuten bei 4 °C, 200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde von der Fettschicht getrennt, aliquotiert und bei -80 °C bis zur Verwendung
eingefroren.

Die Auflésung von Zellen wurde mit Hilfe von Detergenzien und mechanischen
Zerstorungen durchgefiihrt. Die Bedingungen wurden so mild als irgend moglich gewéhlt.
Bei der Lyse setzen die Zellen Proteasen frei. Um die Proteindegradation von Kanélen zu
vermeiden, wurde die Lyse in Anwesenheit von Proteininhibitoren durchgefiihrt. Die Proben
wurden wihrend des gesamten Lyseprozesses im Eisbad gehalten. Als Detergenz wurde NP-
40 (Abcam, Darmstadt) in moglichst niedriger Konzentration ausgewéhlt. Das hat mir die
Moglichkeit gegeben, die spezifischen Antikorperbindungsstellen zu schonen und den

unspezifischen Hintergrund an geldsten Proteinen zu minimieren.

2.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fiir die &quivalente Aufladung des Proteins (10 pg Gesamtprotein) habe ich das
Gesamtprotein in den Proben bestimmt. Dafiir wurde die robuste photometrische Methode
von Bradford gewdhlt. Die Eichgerade wurde mittels einer BSA-Konzentrationsreihe
(bovine serum albumin) (1-20 pg) erstellt. Die 50 pl des Lysats wurden mit 1 ml Bradford-
Reagenz vermischt und 10 min in der Dunkelkammer gehalten. Die Bradford-Stammldsung
enthélt 350 mg Serva Blue G, 100 ml Ethanol 96 % und 200 ml 88 % Phosphorsdure. Die
Arbeitslosung wurde durch die Verdiinnung mit Wasser aus der Stammldsung hergestellt
(425 ml A. bidest. und 30 ml Bradford-Stamml6sung). Die Extinktion wurde bei 595 nm (24

°C) gemessen.

2.3.5 Subzellulire Fraktionierung von Membranproteinen und

Immunoaffinitatschromatographie

Die differentielle Zentrifugation ist ein gutes Verfahren zum Anreichern von
Makromolekiilen. Aus den Proben wurden schrittweise durch die Zentrifugation
verschiedene Komponenten der Zelle isoliert. Zu der aufgetauten Probe wurden 5 ml
eiskalter Homogenisierungspuffer (Tab. 3) zugegeben und durch den Schiittler geriihrt. Der
erste Zentrifugationsschritt (4 °C und 1000 x g (= 3000 Upm)) dauerte 15 min und im
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Niederschlag befanden sich Zelltrimmer und Zellkerne, der Schritt 2 dauerte 30 min (4 °C
und 10000 x g (= 9700 Upm)) und im Pellet waren Mitochondrien und Lysosomen. Der
dritte Zentrifugationsschritt fiihrte zum Erhalt von Pellet 3, in dem sich Zellmembranen
befanden. Dieser Schritt (4 °C und 112000 x g (= 50000 Upm)) dauert eine Stunde und
wurde in einer Ultrazentrifuge durchgefiihrt. Nach jeder Zentrifugation wurden die
Uberstiinde gesammelt und sofort im nichsten Schritt eingesetzt. Pellet 3 wurde in 1000 pl

Solubilisierungspuffer (Tab. 3) aufgenommen und resuspendiert.

Tab. 3. Zusammensetzung der verschiedenen Pufferlosungen.

Puffer Zusammensetzung

Homogenisierungspuffer 5 mM Tris-HCL, pH 7,4, 300 mM Sucrose, 1:100
Proteaseinhibitor-Cocktail

Solubilisierungspuffer 20 mM Tris, pH 7,4, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 10 %
Glycerol, 0,5 % Chaps, 1:100 Proteaseinhibitor-Cocktail
Proteinextraktionspuffer 10 % Glycerol, 10mM Tris-HCL (pH 6,8), 1 % NP 40, 5SmM
Dithiothreitiol, 0,5mM Phenylmethylsulfonyl-Fluoride mit

je Img/l Aprotinin, Pepstatin und Leupeptin in PBS

Blockierungspuffer 2 % Milchpulver in PBS
Laemmlipuffer 100 mM Tris pH 6,8, 4 % SDS, 200 mM DTT, 10 %
Glyzerin

Mit dem Immunoprizipitations-Kit (Protein A) Roche (Penzberg, Deutschland) wurden aus
der Membranproteinfraktion Kv-Proteine isoliert. Die Protein-A-Sepharose wurde nach dem
Protokoll zusammen mit 5 pg Antikorpern (hKv1.3 und /#Kv1.2 polyclonal goat Ab,
Alamone labs, Jerusalem, Israel) bei 4 °C gemischt und fiir 1,5 Stunden inkubiert.
Anschliefend wurden die Kiigelchen mit dem PBS gewaschen. Danach wurde zur
Suspension 50 pl Lysat zugegeben und weitere 1,5 Stunden im Kiihlraum inkubiert. Die

Sepharose-Kiigelchen wurden auf PolyPrep-Séulen (Bio-Rad) mit einer Kaniile aufgeladen
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und sorgféltig mit 3 ml PBS gewaschen. Danach wurde die Protein-A-Sepharose im 500 pl
PBS suspendiert und in 1,5-ml-GefdBe iiberfiihrt. Die Kiigelchen wurden abzentrifugiert
(400 x g, 4 °C, 1 min) und 25 pl 2x Laemmlipuffer (Tab. 3) wurde dazugegeben und wieder
zentrifugiert. Der Uberstand wurde gesammelt und bis zur Blot-Analyse bei -20 °C

eingefroren.

2.3.6 Dot Blot

Dot Blot ist ein einfaches, schnelles und auch sensitives Verfahren, bei dem die Antigene
direkt als Suspension punktformig und konzentriert auf die Membran gebunden und
anschlieend detektiert werden. Durch die Filtration kann man die Proteine auf der Membran
aufkonzentrieren. Diese Methode kann zur groben Abschitzung der Konzentration von
Kaliumkanélen dienen.

Durch Dot Blot wurden die Kanidle nachgewiesen. Die Identifikation erfolgte durch die
Lumineszenz. Fiir den Dot Blot wurde zuerst die Nitrozellulosemembran im Rotiblock (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe) angespannt und Aliquoten (5 pl) wurden aufgetragen. Die Membran
wurde ausgetrocknet und 60 min mit der Blockierldsung (Tab. 3) behandelt.

Nach drei Spiilschritten wurden auf die Membran die mit Peroxidase markierten Antikdrper
(Santa Cruz Biotechnology, USA) zugegeben. Die Membran wurde von nicht gebundenen
Antikorpern mehrmals gespiilt und mit Chemilumineszenzsubstrat ECL (Amersham-
Pharmacia, Freiburg, Deutschland) fiir I min benetzt. Die Lumineszenz wurde mit einem

LAS-4000-Imager (Amersham, Tokyo, Japan) gemessen und dokumentiert.

2.4 Modellieren

Aktuelle Computertechniken fiir das Modellieren von Transmembranprotein-Komplexen
erlauben das Modellieren eines #Kv1.3-3D-Modells. In meinem Fall habe ich als Vorlage
die Atomkoordinaten des /AKv1.2 (2A79) verwendet. Die Vergleichsproteinstruktur-
modellierung von /AKvl.3 wurde mit Hilfe des Programms Yasara gemacht
(http://www.yasara.org/). Mit dem Viewer-Programm Pymol wurde das erstellte
Homologiemodell visualisiert. Danach berechnet das Programm Caver (http://caver.cz)

automatisch ein Modell der c-Pore ohne Benutzereingriff und innerhalb weniger Minuten
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auf einem normalen Pentium-Prozessor. Das Modell der o-Pore wurde mit dem Programm
PoreWalker (http://www.ebi.ac.uk) validiert. Dieses Programm sagt Poren in

Transmembranproteinen vorher.

2.5 Aufbau der Patch-Clamp-Apparatur

Patch-Clamp

Die am hiufigsten eingesetzte Konfiguration der Patch-Clamp-Technik ist die ,,whole-cell”-
Konfiguration. Mit Hilfe eines Mikromanipulators (Eppendorf, Deutschland) fiihrt man die
Pipette zur Zelle. Ein GQ (hochohmiger Widerstand) zwischen Pipette und Zellmembran
entsteht. In der Pipette herrscht Uberdruck. Beim Kontakt zwischen Pipette und
Zellmembran wechselt der Druck in der Pipette tiber einen Schlauch auf Unterdruck. Durch
Anlegen des Unterdrucks wird die Zellmembran aufgebrochen. Die Pipettenldsung und das
Zytoplasma verbinden sich. Fiir die Messung des Membranpotentials und von
Ganzzellstromen muss man eine Reihe von Kompensationen machen. Es wird z. B. das
Nullpotential zwischen Patch-Elektrode und Badlésung bestimmt.

Der gesamte Messstand befand sich in einem separaten Raum. Zum Messplatz fiir die
elektrophysiologischen Versuche gehorte ein inverses Mikroskop Axiovert 25 mit den
Objektiven 10, 40 und 60 (Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland), das auf dem
pressluftgefederten Tisch (Newport Corporation, Irvine, USA) installiert war. Das
Mikroskop verfiigte iiber eine Fluoreszenzeinheit (Xenonlampe mit entsprechenden
Filtersdtzen), um die GFP-transfizierten Zellen zu identifizieren. Als Mikromanipulator
wurde der Micromanipulator 5171 von Eppendorf (Hamburg, Deutschland) genutzt. Der
Verstiarker EPC-9 (HEKA Elektronik GmbH, Lambrecht, Deutschland) wurde mit einem
Dell-Computer verbunden.

Die verwendeten Elektroden wurden aus einem Silberdraht gefertigt und danach ausreichend
chloriert. Die Patch-Pipetten wurden aus Glaskapillaren (Science Product GmbH, GB150-
TF10) mit Hilfe des Zeitz DMZ Universal Puller (Zeitz Instruments Vertriecb GmbH,
Miinchen, Deutschland) gefertigt. Die Pipetten wurden in drei Stufen gezogen und

anschlieend feuerpoliert. Der Pipettenwiderstand befand sich im Bereich von 1-3 MQ.
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2.6 Durchfiihrung von elektrophysiologischen Messungen

Die Messungen wurden bei einer Raumtemperatur von ca. 22 °C in der
Ganzzellkonfiguration der Patch-Clamp-Technik durchgefiihrt (Hamill et al., 1981). Die
Strome wurden durch einen 2,9-KHz-Bessel-Filter gefiltert und die Kapazitiven- und Leck-
Strome wurden nicht subtrahiert.

Die Zellen wuchsen auf Deckgldsern, die von einem Teflonring umgeben waren. Der Ring
bildete das Reservoir fiir die Badlosung und diente auch als Begrenzung der Badkammer.
Die Losungen wurden durch ein Silikonschlauchsystem manuell durch 5-ml-Spitzen
gewechselt. Die Badelektrode war durch eine Agarbriicke mit der Badlosung verbunden.
Losungen und Reagenzien

Die Osmolaritidten der Losungen wurden mithilfe des Osmometers Osmat 030 (Gonotec
GmbH, Berlin) kontrolliert und waren im Bereich von 290-310 mosm/l. Zum Einstellen des
pH-Werts wurde ein CG-837-pH-Meter (Schott Instruments GmbH, Mainz) verwendet. Die
Standard-Intrazelluldrlosung enthielt 145 mM KF oder NaF, 2 mM MgClz, 10 mM EGTA
und 10 mM HEPES und wurde auf pH 7,2 mit NaOH oder KOH eingestellt. Die
Zusammensetzung der externen Badlosungen ist in der Tabelle gelistet. Alle Losungen
wurden mit einer einmolaren Losung des jeweiligen Hydroxids auf pH 7,4 eingestellt (Tab.
4).

Tab. 4. Zusammensetzung der verwendeten Badlosungen.

[Kat*]e In mM CaCly KCl MgCl, HEPES
[K']. 164,5 2 164,5 1 5
[Li']. 1645 2 1 5
[Na']e 160 2 45 1 5
[Cs'e 1645 2 1 5
[NH+'e 1645 2 1 5
[Rb*]e 164,5 2 1 5

Die Toxine CTX und MTX wurden in [Na*]e-Losung mit 0,1 % Rinderalbumin gelost und
bis zur Anwendung bei -20 °C gelagert.
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Auswertung der Daten

Die Analyse der Daten wurde mit den Programmen Fitmaster v2.15 (HEKA Elektronik
GmbH) und Igor Pro 3.1.2 (WaveMetrics Inc., Lake Oswego, Oregon) durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse
3.1 Elektrophysiologische Untersuchung der #AKv1.3 V388C- und
hKv1.2_V370C-Kanile

Um zeigen zu konnen, ob auch durch andere Kaliumkanile als durch #Kvl1.3-Kanile c-
Strome flieflen konnen, mochte ich zuerst die schon bekannten Strome durch die mutierten
Kanile #/Kv1.3 wt und AKv1.3 V388C zeigen.

Abb. 4A zeigt die typischen Rampenstrome durch #Kv1.3 wt-Kanéle in Badldsungen, die
4,5 [K*]o (schwarze Spuren) oder 164,5 mM [K*], (rote Spuren) enthalten. Wie ich das von
einem spannungsabhdngigen Kaliumkanal erwartete, konnte ich kaum einen Strom bei
Potentialen von -200 bis -60 mV messen (Abb. 1A). Sobald Kanéle gedffnet wurden, bei
positiveren Potentialen als -40 mV, konnte ich einen Auswartsstrom in [4,5 K*]obeobachten
(schwarze Spur) und einen Einwértsstrom in [164,5 K], der dann bei etwa 0 mV auswérts
gerichtet war (rote Spur). Im Gegensatz dazu zeigten Rampenstrome durch 2/Kv1.3 V388C-
Kanile (Abb. 4B) einen groBen Einwartsstrom in [4,5 K], bei negativeren Potentialen als -
100 mV (schwarze Spur). In [164,5 K], zeigten die mutierten Kanédle #/Kv1.3 V388C (rote
Spur Abb. 4B) einen dhnlichen Rampenstrom wie den, den ich in den AKv1.3 wt-Kanilen
beobachtet hatte (vergleiche Abb. 4A und B, rote Spuren), mit einem kleinen Einwértsstrom

um die -40 mV und wenig Einwirtsstrom bei Potentialen von -200 bis -100 mV.

A hKv1.3_wt B hKv1.3_V388C

164,5 K*O/; Al sopal__
100 ms 100 ms

45K*

200 130 60 +10 +80 -200 130 60 +10 +80

Membranpotential [mV] Membranpotential [mV]

Abb. 4. Typische Rampenstrome durch AKv1.3 wt- (A) und A#Kvl.3 V388C-Mutantenkanile (B) in
Badlésungen mit 4,5 [K*]o (schwarze Spuren) oder 164,5 [K*], (rote Spuren). Die Strome wurden durch 400
ms Spannungsrampen von -200 bis +80 mV alle 30 s von einem Haltepotential von -120 mV ausgelost. Ich
habe 25 Zellen (Bild A) und 20 Zellen (Bild B) bearbeitet und in 22 Zellen (Bild A) oder 17 (Bild B) wurden
die Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2017, Seite 4 (Abb. 1 A+B).
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Die hier beschriebenen Ergebnisse an den mutierten Kanidlen #AKv1.3 wt und
hKv1.3 V388C bestitigen die Ergebnisse von Priitting et al. (2011). Die Autoren
beschrieben, dass die AKv1.3 V388C-Kanalmutante zwei Poren besitzt: einmal eine
zentrale K*-selektive a-Pore wie die im #ZKv1.3_wt und eine zweite Pore, die sogenannte o-
Pore, die bei Potentialen negativer als -60 mV offen ist, bei denen die a-Pore normalerweise
geschlossen ist. Ob der mutierte Kanal #Kv1.2 V370C auch Strdme durch eine 6-Pore zeigt,
werde ich im nédchsten Paragraphen beschreiben.

Strome durch die mutierten Kanéle AKv1.2 wt und AKv1.2 V370C (Abb. 5) zeigten fast
identische Eigenschaften wie oben in Abb. 4 gezeigt und beschrieben fiir Strome durch
hKv1.3 wt und AKv1.3 V388C mutierte Kanile. Bei negativeren Potentialen als -40 mV
zeigte sich kaum ein Strom durch #Kv1.2 wt-Kanile in beiden Badlosungen (Abb. 5A).
Durch die AKv1.2_V370C-Kanile ist ein groBer Einwartsstrom in [4,5 K*], zu sehen (Abb.
5B, schwarze Spur), der in [164,5 K], viel kleiner wurde. Durch den 2ZKv1.2 wt ist dieser
Einwirtsstrom nicht zu beobachten. Die beiden o-Strome durch die mutierten Kanile
hKv1.3 V388C und AKv1.2 V370C unterscheiden sich von dem Strom durch die
hKv1.3 wt- und AKv1.2 wt-Kanile, indem sie bei Potentialen negativer als -100 mV zu
beobachten sind (Abb. 5). Bei solchen negativen Potentialen leiten die Wildtyp-Kanile keine

Strome durch die a-Pore.

A hKv1.2_wt B hKv1.2_V370C

164,5 K*o

4,5 K*o

500 pAL____
100 ms

164,5 K*o

1nAL___
100 ms

T T T T 1 f T T T 1
-200 -130 -60 +10 +80 -200 -130 -60 +10 +80

Membranpotential [mV] Membranpotential [mV]

Abb. 5. Typische Rampenstrome durch AKv1l.2 wt- (A) und A#Kv1.2 V370C-Mutantenkanile (B) in
Badlésungen mit 4,5 [K*]o (schwarze Spuren) oder 164,5 [K], (rote Spuren). Die Strome wurden durch 400
ms Spannungsrampen von -200 bis +80 mV alle 30 s von einem Haltepotential von -120 mV ausgelost. Ich
habe 20 Zellen (Bild A) und 18 Zellen (Bild B) bearbeitet und in 17 Zellen (Bild A) oder 16 (Bild B) wurden
die Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S, 2017, Seite 4 (Abb. 1 C+D).
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Um den Zeitverlauf der o-Stromaktivierung in #Kv1.3- und #Kvl.2-Kanélen messen zu
konnen, habe ich die folgenden Experimente durchgefiihrt, in denen zuerst der Strom durch
die a-Pore durch depolarisierende Spannungsschritte induziert wurde und anschlielend zu
hyperpolarisierenden Potentialen gesprungen wurde, um zu sehen, ob und wie schnell der -
Strom dabei induziert wird. Die Ergebnisse sind in Abb. 6 zu sehen. Strome durch
hKv1.3 wt-Kanile in [4,5 K], (Abb. 6A) aktivieren sehr schnell, erreichen innerhalb von
20 ms einen Spitzenwert und inaktivieren dann mit einer Zeitkonstante von etwa 250 ms. Im
Gegensatz dazu zeigten die ZKv1.3 V388C-mutierten Kanile in der gleichen Badlosung
([4,5 K']o) einen Auswirtsstrom wahrend der Depolarisation, der nach Erreichen eines
Spitzenstromes eine starke Stromabnahme wéhrend der Depolarisation zeigte (Abb. 6B).
Diese Stromabnahme war auf eine verstirkte C-Typ-Inaktivierung zuriickzufiihren,
verglichen mit Stromen durch die o- Pore des AKv1.3 wt-Kanals, implizierte aber
gleichzeitig einen Stromfluss wéahrend der Depolarisation durch die funktionelle a-Pore der
hKv1.3 V388C-mutierten Kanile. Bei der nachfolgenden Hyperpolarisation zeigte sich ein

groBer Einwértsstrom.

A hKv1.3_wt B hKv1.3_Vv388C
[45K], [45K1,

50 ms

C M64,5K'], D [164,5 K'l,

1nAl_ 500 pA |

50 ms 50 ms

Abb. 6. Strome durch AKv1.3 wt- und #Kv1.3 V388C-Mutantenkanile. Die Strome wurden ausgeldst in
[4,5 Ko (schwarze Spuren) und in [164,5 K*], (rote Spuren) durch 100 ms (B und D) oder 200 ms (A und C)
depolarisierende Spannungsschritte vom Haltepotential von -120 mV auf +40 mV gefolgt von 100 ms
hyperpolarisierenden Spannungsschritten auf -180 mV. Ich habe 24 Zellen (Bild A, C) und 18 Zellen (Bild B,
D) bearbeitet und in 20 Zellen (Bild A, C) oder 14 (Bild B, D) wurden die Strome gemessen. Abb. aus
Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2017, Seite 5 (Abb. 2 A, B, C, D).
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In [164,5 K'], zeigte der Auswirtsstrom wie erwartet wahrend der Depolarisation sowohl in
hKv1.3 wt- (Abb. 6C) als auch in AKv1.3 V388C-mutierten Kanilen (Abb. 6D) eine
langsamere C-Typ-Inaktivierung, wohingegen der Zeitverlauf des Einwirtsstroms wéhrend
der Hyperpolarisation durch #Kv1.3 V388C-mutierte Kanile sehr unterschiedlich war, je
nach Extrazellularldsung (vergleiche Abb. 6B und 6D): Der Einwértsstrom bei -180 mV in
[4,5 K']o nahm in seiner Amplitude zu, der Strom in [164,5 K'], zeigte zuerst einen
instantanen Sprung auf etwa 1 nA und wurde dann kleiner. Beide Beobachtungen sind in
Ubereinstimmung mit frijheren Ergebnissen (Priitting et al., 2011) und wurden so gedeutet,
dass der grofler werdende Strom in [4,5 K], in AKv1.3 V388C-Kandlen wihrend der
Hyperpolarisation durch die c-Pore fliet, wohingegen der Strom in [164,5 K*], wahrend
der Hyperpolarisation durch die a-Pore flieit. In Abb. 6 ist deutlich zu sehen, dass in [4,5
K*]o o-Strom durch den 2ZKv1.3 V388C-Kanal fliefit. Jetzt will ich das fiir den 6-Strom im
hKv1.2_V370C-Kanal zeigen. Ahnliche Beobachtungen in Bezug auf Stréme durch a- und
o-Poren, wie oben fir AKvl.3 V388C-mutierte-Kandle in normaler und hoher
extrazelluldrer Kaliumlosung beschrieben, habe ich gemacht fiir Strome durch
hKv1.2 V370C-mutierte Kanile: Bei +40 mV in [4,5 K *], ist ein Auswartsstrom durch die
a-Pore der AKv1.2 V370C-mutierten Kanile (Abb. 7B) zu sehen. Dieser Strom inaktiviert
viel schneller als im AKv1.2 wt-Kanal (Abb. 7A) zusammen mit einem Einwirtsstrom bei
einem Potential von -180 mV, der sich wihrend der 100-ms-Hyperpolarisation in den
meisten meiner Experimente (21 von 24) mit diesem Protokoll vergroBert. In einer
Minderheit dieser Experimente (3 von 24) folgte dem Anstieg der 6-Stromamplitude bei -
180 mV eine leichte Abnahme wihrend dieser 100-ms-Hyperpolarisation. In [164,5 K*],
deaktivierte der Strom bei -180 mV langsamer (Abb. 7D) im Vergleich zum AKv1.2 wt

(Abb. 7C) mit einem kleineren anhaltenden Einwértsstrom im Vergleich zu Abb. 7B.
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A  hKv1.2_wt B hKv1.2_v370C
[45 K1, 4,5 K],

200 pA 250 pA
50 ms ;
C

50ms
[164,5 K'], D

[164,5 K],

Abb. 7. Strome durch AKv1.2 wt- und AKv1.2 V370C-Mutantenkanile. Die Strome wurden ausgeldst in
[4,5 Ko (schwarze Spuren) und in [164,5 K], (rote Spuren) durch 200 ms (A, C) oder 100 ms (B, D)
depolarisierende Spannungsschritte vom Haltepotential von -120 mV auf +40 mV, gefolgt von 100 ms
hyperpolarisierenden Spannungsschritten auf -180 mV. Ich habe 20 Zellen (Bild A, C) und 21 Zellen (Bild B,
D) bearbeitet und in 15 Zellen (Bild A, C) oder 16 (Bild B, D) wurden die Strome gemessen. Abb. aus
Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2017, Seite 5 (Abb. 2 E, F, G, H).

0-Strome waren nicht durch CTX and MTX und andere a-Pore-blockierende Toxine
inhibiert

Um den o-Strom durch den #Kv1.2 V370C-Kanal von dem Strom durch die a-Pore zu
unterscheiden, habe ich CTX an die Zellen appliziert. Der Strom durch den #ZKv1.2 V370C-
Kanal bei Potentialen negativer als -60 mV in [4,5 K*], bleibt bei der Applikation von 700
nM CTX unverdndert. Abbildung 8A zeigt deutlich, dass 700 nM CTX in [4,5 K'], den
Strom durch #Kv1.2 V370C-Kanile nicht verringern. CTX kann aber Strome durch die
zentrale a-Pore der #ZKv1.2 V370C-mutierten Kanéle in einer Badlosung mit [164,5 K*],
blockieren (Abb. 8B), der Einwértsstrom im Potentialbereich von -50 bis 0 mV wurde durch

700 nM CTX komplett beseitigt.

27



hKv1.2_V370C

100 ms
+ 700 nM CTX

200 130 60 +10 +80
Membranpotential [mV]

[164,5 K'],

<—+700 nM CTX

200 pA|
100 ms
200 130 -60 +10 +80

Membranpotential [mV]

Abb. 8. Die Wirkung von CTX auf Stréme durch #Kv1.2 V370C-Mutantenkanéle. A, B: Rampenstrome durch
hKv1.2 V370C-Mutantenkanile in [4,5 K *Jo- (A) und in [164,5 K']o-Badlésung (B) vor und nach
extrazelluldarer Applikation von CTX. Das Protokoll der Rampenstrome ist in der Legende zu Abb. 4
beschrieben. Ich habe 20 Zellen bearbeitet und in 16 Zellen wurden die Strome nach der Zugabe von CTX
gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2017, Seite 7 (Abb. 3 A+B).

In weiteren Versuchen habe ich ein Protokoll verwendet, in dem sowohl der a- als auch der
o-Porenstrom in einer Badlosung von [4.5 K'], gemessen werden konnte. Das Ergebnis
dieser Messung wird in Abb. 9 gezeigt. Der Auswirtsstrom durch die a-Pore bei einem
Potential von +40 mV wurde durch die Anwesenheit von 1 nM Maurotoxin (MTX) stark
reduziert, wohingegen die Amplitude und auch die kinetischen Eigenschaften des
Einwiértsstroms wihrend der Hyperpolarisation auf -180 mV durch MTX nicht verdndert

wurden. Somit wurde die a-Pore durch das MTX blockiert und die o-Pore nicht.
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hKv1.2_V370C
45K,

Abb. 9. Die Wirkung von 1 nM MTX (schwarze Spur) auf Strome durch die a- und o-Poren von
hKv1.2_V370C-Mutantenkandlen in [4,5 K']o. Der Strom wurde ausgeldst durch 100 ms depolarisierende
Spannungsschritte von dem Haltepotential von -120 mV auf +40 mV, gefolgt von einem 100 ms
hyperpolarisierenden Spannungsschritt auf -180 mV alle 30 s. Ich habe 12 Zellen bearbeitet und in 10 Zellen

wurden die Strdme nach der Zugabe von MTX gemessen.

Ist der o-Strom durch AKv1.2 V370C-Kanile unempfindlich gegeniiber der
Protonenkonzentration? Um diese Frage zu beantworten, habe ich externe Badlosungen
[4,5 K], mit unterschiedlichem pH-Wert getestet. Eine Abnahme des pH-Werts auf 5,5 oder
ein Anstieg des pH-Werts auf 8,0 hatte keinen Einfluss auf den o-Strom (blaue und rote
Spuren, Abb. 10). In beiden Féllen wurde der o-Strom nicht von H* getragen. In der Losung

mit der groBeren Protonenkonzentration wurde der 6-Strom sogar kleiner (Abb. 10).

hKv1.2_V370C

pH 5,5

H 8,0
P 500 pA |

100 ms

200 130 60 +10  +80

Membranpotential [mV]
Abb. 10. Rampenstrome durch #AKv1.2 V370C-mutierte Kandle in [4,5 K']o mit verschiedenen
Protonenkonzentrationen. Die Stréme wurden jeweils induziert wie in Abb. 4 beschrieben. Ich habe 23 Zellen

bearbeitet und in 18 Zellen wurden die Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2017, Seite 9
(Abb. 4 B).
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Um den o-Strom durch den #Kv1.2 V370C-Mutantenkanal weiter zu charakterisieren,
wurde bestimmt, welche lonen durch die o-Pore hindurchgehen kdnnten. Das Ersetzen von
Cl" in der Badlosung durch Aspartat hat den Einwértsstrom nicht veridndert, was nahelegt,

dass der Einwértsstrom fiir Cl" nicht selektiv war (Abb. 11).

hKv1.2_V370C

Na-Cli

Na-Aspartat 1 NA |

100 ms

T 1

200 130 -60 +10  +80
Membranpotential [mV]

Abb. 11. Rampenstrome durch #Kv1.2_V370C-mutierte Kanile in [4,5 K*]o mit CI" oder mit Aspartat-Ionen.
Die Strome wurden jeweils induziert wie in Abb. 4 beschrieben. Ich habe 25 Zellen bearbeitet und in 21 Zellen

wurden die Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2017, Seite 9 (Abb. 4 A).

Ionenselektivitiit des ¢-Stroms

Um aufzukldren, welche lonen o-Strome erzeugen konnten, ersetzte ich die Hauptkationen
in der externen Badlosung. Rb" und K* erzeugten sehr kleine Einwirtsstrome durch
hKv1.2 V370C-Mutantenkanile, wiahrend Cs*, NH4*, Na" oder Li* groflere Einwartsstrome
bei Potenzialen negativer als -100 mV generieren konnten (Abb. 12). Aus den Amplituden
der Rampenstrome (Ix") bei -180 mV berechnete ich die Verhaltnisse (Ix"/Ina") als Mal fiir
die Ionenleitfdhigkeit. Die Messung ergab eine lonenpermeationseffizienz mit folgender
Reihenfolge: Li* (1,2) > Na* (1) > NH4" (0,75) > Cs* (0,73) > K* (0,32) > Rb" (0,12). Somit

wird der o-Strom am besten durch Na* und Li" getragen.
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Abb. 12. Rampenstrome durch #Kv1.2 V370C-mutierte Kanile in verschiedenen externen Badldsungen
wurden wie in der Legende zu Abb. 4 beschrieben generiert. Die Hauptkationen in der Badlosung sind neben
den Stromspuren angegeben. Ich habe 16 Zellen bearbeitet und in 14 Zellen wurden die Strome gemessen.

Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2017, Seite 9 (Abb. 4 C).

3.2 Die o-Pore in tetrameren und in trimeren #Kv1.3_V388C-Kanilen

Wie ich oben schon erwidhnt habe, wurde der Strom durch die o-Pore zuerst in
hKv1.3 V388C-Kanilen entdeckt. Die V388C-Mutation eréffnete in #ZKv1.3-Kanilen einen
neuen Weg (o-Pore) hinter der zentralen a-Pore (Priitting et al., 2011).

Um die o-Pore weiter zu charakterisieren, habe ich einen trimeren #Kv1.3 V388C-Kanal
geschaffen, der grundsitzlich 2 o-Poren haben konnte, weil die o-Pore hinter dem
Selektivititsfilter zwischen zwei Untereinheiten 14uft. Dariiber hinaus konnte dieser trimere

Kanal keinen Tetramer bilden und hitte deshalb keine kaliumselektive zentrale a-Pore.

Die o-Pore in trimeren #AKv1.3_V388C-Kaniilen

Um prinzipiell die o-Pore zu beweisen und von der a-Pore zu unterscheiden, habe ich einen
Trimer geschaffen, der aus drei miteinander verbundenen #Kv1.3 V388C-a-Untereinheiten
besteht. Die Uberexpression dieses trimeren #Kv1.3 V388C-Kanals in COS-7-Zellen soll
endlich die Antwort geben, ob die 6-Pore unabhingig von der a-Pore existieren kann und
auch funktionsfdhig ist. Die Klonierung des #Kv1.3 V388C-trimeren Kanals ist im Kapitel
Material und Methode beschrieben, wobei drei ZKv1.3 V388C-Untereinheiten miteinander

verbunden wurden.
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Fiir die anschlieBenden Versuche sollte ich eine passende Zelllinie mit minimaler Expression
von endogenen Kanilen finden und ihre Expression priifen. Das wird detailliert in dem

folgenden Kapitel beschrieben.

Zellen

Es wurden 3 Zelllinien fiir die Expression von Kanélen getestet: COS-7-, HEK293T- und
tsA201-Zellen. Die HEK293T-produzierten endogenen Auswértsstrom- und die tsA201-
Zellen, die ein Klon von HEK293-Zellen sind, machten einen kleineren endogenen Strom.
Nur COS-7-Zellen haben fast keine endogenen Kanile, die meine Messungen stdren

konnten, wie in Abb. 13 zu sehen ist.

Strom durch kontroll-transfizierte COS-7-Zellen

Abb. 13 zeigt die typischen Rampenstrome einer Zelle, die nur mit EGFP transfiziert wurde
(Abb. 13A) in Badlosungen, die entweder 4,5 (schwarze Spur) oder 164,5 mM [K*], (rote
Spur) enthalten. Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den Rampenstromen in den
verschiedenen Losungen zu beobachten. Die EGFP-transfizierte COS-7-Zelle hatte sehr
kleine endogene Strome bei Potentialen, die weniger negativ als 10 mV waren, mit geringem

Auswirtsstrom bei Potentialen, die positiver als +10 mV waren (Abb. 13B).

A eGFP, Kontrolle B eGFP, Kontrolle

164,5K', 45K,

4,5 K+O 164,5 K+O i

500 pA L
100 ms 150 p Al
100 ms
-200 130 -60 +10 +80
Membranpotential
[mV]

Abb. 13. Endogene Strome in kontrolltransfizierten COS-7-Zellen. A, Rampenstrome ausgelost durch 400 ms
Spannungsrampen von -200 bis +80 mV alle 30 s von einem Haltepotential von -120 mV. B, Stréme wurden
ausgeldst durch 200 ms depolarisierende Spannungsschritte vom Haltepotential von -120 mV auf +40 mV
gefolgt von 100 ms hyperpolarisierenden Spannungsschritten auf -180 mV. Ich habe 10 Zellen bearbeitet und
in 9 Zellen wurden keine Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2018, Seite 1115 (Abb. 1
A+D).
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Weil die endogenen Strome in den mit EGFP-transfizierten COS7-Zellen so gering waren,
habe ich alle weiteren elektrophysiologischen Untersuchungen zur a- und c-Pore an COS-
7-Zellen durchgefiihrt. Zundchst wollte ich allerdings kldren, ob ich mein kloniertes trimeres

Kanalkonstrukt realisieren konnte. Dies wird im nichsten Abschnitt gezeigt.

Das trimere 2ZKv1.3_V388C-EGFP-Konstrukt

Die mehrstufige Klonierungsstrategie des trimeren AKv1.3 V388C EGFP-Konstrukts, wie
in Material und Methode beschrieben, wurde erfolgreich realisiert, wie in Abb. 14 zu sehen
ist. Links auf dem Bild ist ein 5-kb-Marker aufgetragen, die zweite Spur (Bande A) ist der
Dimer aus 2 #Kv1.3 V388C-Untereinheiten und hat die Grée von 9657 bp und die dritte
Bande B ist der Trimer aus 3 2ZKv1.3_V388C-Untereinheiten und EGFP mit der Grée von
11403 bp.

Abb. 14. Der klonierte Dimer (A) und Trimer (B) im 0,5-%-Agarosegel. Links ist ein 5-kb-

Marker aufgetragen.

Nach der Sequenzierung habe ich festgestellt, dass 4 von 15 analysierten Klonen die richtige
Orientierung und Sequenz und keinerlei Mutationen hatten. Die hergestellten Sequenzen und

Kontrollsequenzen aus Datenbanken stimmten {iberein. Dieser trimere Kanal und andere
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tetramere Kanile und Kanalmutanten wurden in COS-7-Zellen exprimiert. Die Expression

habe ich vor der Elektrophysiologie mittels Dot Blot kontrolliert.

Nachweis von Kv-Kanilen mittels Dot Blot

Die COS-7-Zellen wurden mit entsprechenden Konstrukten transfiziert und weiter wie im
Kapitel 2.3.5 beschrieben verarbeitet. Der Uberstand, in dem sich die Membranfraktion von
Kanilen befindet, wurde fiir den Dot Blot verwendet. Fiir den Dot Blot wurde zuerst die
Nitrozellulosemembran im Rotiblock (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) befestigt und 15 pl des

Uberstandes wurden auf die Membran aufgetragen. Die Membran wurde ausgetrocknet und

Abb. 15. Dunklere Kreise sind in allen aufgetragenen Proben aufler der negativen Kontrolle sichtbar. Die
Kontrolle ist Lysat von nicht transfizierten COS-7-Zellen. Es wurden gleiche Mengen von Lysat aufgetragen
(1- hKv1.3 wt; 2- COS7; 3- hKv1.2 V370C; 4- hKv1.3 V388C; 5- hKv1.3 V388C/Y395W; 6- hKv1.3 V3
88C/W384F; 7- hKv1.3 V388C/T392Y; 8- hKv1.3 V388C/V393L; 9- hKv1.3 V388C/M390F; 10- hiKv1.3
V388C/A413F; 11- hKv1.3 V388C/Y395W; 12- hKv1.3 V388C/W384F; 13- hKv1.3 V388C/T392Y; 14-h
Kv1.3 V388C/V393L; 15- hKv1.3 V388C-Trimer; 16- hKv1.3 V388C). Links wird das Feld der geblockten

Membran angezeigt.

60 min mit der Blockierldsung behandelt. Nach drei Spiilschritten wurden auf die Membran
die mit Peroxidase markierten Antikorper zugegeben. Die Membran wurde von nicht
gebundenen Antikdrpern mehrmals gespiilt und mit Chemilumineszenzsubstrat ECL
(Amersham Pharmacia, Freiburg) fiir I min benetzt. Die Lumineszenz wurde mit dem LAS-
4000-Imager gemessen und dokumentiert. Nach dem Dot Blot sind auf der Membran die

Kreise zu sehen und in der Kontrolle (Zelllysat COS-7) nicht. Die Kreise haben verschiedene
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Intensitdten (Abb. 15). Die kleineren und helleren Kreise zeigten, dass viele Mutanten
schlechter als AKv1.3 wt in den COS-7-Zellen exprimieren. Der Trimer #/Kv1.3 V388C hat
eine geringere Expression als #Kv1.3 wt, aber sie ist vergleichbar mit der Expression
anderer Doppelmutanten.

Diese Expressionsanalyse bedeutet, dass alle Kanile sich mehr oder weniger gut in der
Zellmembran von COS-7-Zellen befinden und fiir den entstandenen Strom verantwortlich

sein konnen.

o-Strome durch die trimeren #Kv1.3_V388C-Kanile

Um die Existenz der 6-Pore zu bestédtigen, wurden von mir trimere ZKv1.3 V388C-Kanile
erzeugt, um zu sehen, ob ich in diesen Kanilen c-dhnliche Strome beobachten kann, da in
einem trimeren AKv1.3 V388C-Kanal S6-Segmente immer noch miteinander interagieren
sollten. Jedoch sollte eine zentrale a-Pore nicht existieren. Die Experimente mit diesen

trimeren AKv1.3 V388C-mutierten Kanilen werden in Abb. 16 gezeigt.

A  hKv1.3_V388C_trimer B hKv1.3_V388C_trimer

45K,
164,5 K*o

500pA|___
45K 100 ms 200 pA |

100 ms

-200 -130 -60 +10 +80
Membranpotential

[mV]

Abb. 16. Strome durch trimere #Kv1.3 V388C-Kanile. A, Rampenstrome durch trimere ZKv1.3 V388C-
Kanile wurden ausgeldst wie in der Legende zu Abb. 4 beschrieben. B, Strome durch trimere #/Kv1.3 V388C-
Kanéle wurden ausgelost wie in der Legende zu Abb. 7 beschrieben. Ich habe 21 Zellen bearbeitet und in 17

Zellen wurden die Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2018, Seite 1116 (Abb. 2).

Einwiértsstrome durch trimere #/Kv1.3 V388C-Kanile bei Potentialen negativer als -60 mV
in einer Badlosung mit 4,5 mM [K*], (Abb. 16A, schwarze Spur) waren grof3 und dhnlich
wie Strome durch tetramere AKv1.3 V388C-Kanéle (vergleiche Abb. 4B, schwarze Spur).
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Dies zeigt, dass o-dhnliche Strome auch in trimeren #Kv1.3 V388C-Kanilen beobachtet
werden konnen. Dieser Einwirtsstrom durch die trimeren #Kv1.3 V388C-Kandle ist auf den
durch die o-Pore flieBenden Strom zuriickzufiihren. Das bestétigt auch die Reduktion des
Einwirtsstroms in 164,5 [K*]o.Losung (Abb. 16A, rote Spur). Zusétzlich und wie erwartet
zeigte der Rampenstrom in 164,5 [K*], (Abb. 16A, rote Spur) keinen Einwartsstrom bei
~-40 mV, was auf die Abwesenheit einer funktionellen spannungsabhéngigen und
kaliumselektiven a-Pore in trimeren AKv1.3 V388C-Kanilen hindeutet. Diese Annahme
wurde durch die Verwendung des Protokolls mit Spannungsschritten (Abb. 16B) bestétigt.
Abb. 16B zeigt den Strom ausgeldst durch Spannungsschritte durch die trimeren
hKv1.3 V388C-mutierten Kanile in Badldsungen, die entweder 4,5 (schwarze Spur) oder
164,5 mM [K*], (rote Spur) enthalten. Dabei wurde ein sehr kleiner Auswiértsstrom bei +40
mV in beiden Badlosungen beobachtet, wohingegen der Einwértsstrom bei -180 mV in [4,5
K*]o (schwarze Spur) groBBer war und nicht deaktivierte, verglichen mit dem Einwértsstrom
bei -180 mV in [164,5 K], (rote Spur).

Die Ergebnisse aus beiden Messprotokollen (Abb. 16A und B) weisen darauf hin, dass auch
in trimeren AKv1.3 V388C-Kanilen Strom durch die o-Pore flieit. Im folgenden Abschnitt

werde ich diesen o-Strom in trimeren Kanilen weiter charakterisieren.

Ionenselektivitit des o-Stroms in tetrameren und trimeren #/Kv1.3 V388C-Kanilen
Um herauszufinden, welche Ionen durch die c-Pore des Trimers durchgehen konnen,
ersetzte ich das Hauptkation Na* in der duBleren Badlosung durch Rb*, K*, Cs*, NH4" oder
Li*. Wie zuvor von Priitting et al. (2011) und hier in Abb. 17A gezeigt, erhohte der
Austausch von Na® durch Li" die Amplitude des Stroms durch den 4Kv1.3 V388C-
mutierten Tetramer leicht, wihrend der Austausch von Na® durch NH4" oder Cs* die
Amplitude des o-Stroms reduzierte und K" und Rb" die kleinsten o-Strome erzeugten. Ich
benutzte die Amplituden (Ix") der Rampenstrome bei -180 mV und berechnete daraus die
Verhéltnisse (Ix"/Ina") als MaB fir die Ionenleitfahigkeit. Die berechneten
Ionenpermeationseffizienzen sind dhnlich denen, die frither gemessen wurden (Priitting et
al., 2011) fiir den Strom durch die tetrameren AKv1.3 V388C-Kanile in Bezug auf Na* mit
folgender Reihenfolge: Li* (1.1) > Na* (1) > NH4" (0,8) > Cs* (0,69) > K* (0,14) > Rb"
(0,11).
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A hKv1.3_V388C tetramer B hKv1.3_V388C trimer

G
[K*lo 7,
= J 100 ms " ° 100 ms
[Na*],’/ L],
[Li*]o] S
-200 130 -60 +10 +80 -200 130 -60 +10 +80
Membranpotential [mV] Membranpotential [mV]

Abb. 17. Rampenstrome durch tetramere (4) und trimere (B) mutierte ZKv1.3 V388C-Kandéle in verschiedenen
externen Badlosungen wurden wie in der Legende zu Abb. 4 beschrieben generiert. Die Hauptkationen in der
Badldsung sind neben den Stromspuren angegeben. Ich habe 24 Zellen (Bild A) und 18 Zellen (Bild B)
bearbeitet und in 17 Zellen (Bild A) oder 14 (Bild B) wurden die Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P.,
Grissmer, S., 2018, Seite 1117 (Abb. 3 B+C).

Das Ersetzen des Hauptkations in der Badlosung zeigte bei den trimeren AKv1.3 V388C-
Kanélen dhnliche Ergebnisse (Abb. 17B). Die Amplituden des Stroms durch die o-Pore der
tetrameren und trimeren AKv1.3 V388C-mutierten Kanile sind vergleichbar (vergleiche
Abb. 17A und B). Die lonenpermeationseffizienz fiir den o-Strom durch trimere
hKv1.3 V388C-Kanile bildet folgende Reihenfolge: Li* (1,2) > Na*(1) > NH4"(0,75) > Cs*
(0,73) > K*(0,32) > Rb*(0,12). Das bedeutet, dass die o-Pore in trimeren AKv1.3 V388C-

Kanélen eine sehr dhnliche Selektivitit wie in tetrameren ZKv1.3 V388C-Kanélen besitzt.

Die 6-Pore in doppeltmutierten tetrameren hKvl.3 V388C-Kanilen

Um den c-Poren-Weg zu testen, habe ich in den tetrameren hKvl1.3 V388C-mutierten
Kandlen andere Mutationen eingefiihrt, und zwar habe ich die Aminoséuren ersetzt, von
denen ich vermutete, dass sie an der Bildung der Pore beteiligt sein kdnnten. Dabei habe ich

die Aminosduren mit kleinen Seitenketten durch solche mit groeren Seitenketten ersetzt.
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Wenn diese Aminosduren Teil der o-Pore sind, konnten diese Modifikationen den

Stromfluss durch die 6-Pore stoppen.

Mutationen im o-Porenweg

Die Detektion und Charakterisierung des ¢ -Stroms in trimeren #AKv1.3 V388C-Kanélen hat
die Existenz der o-Pore endgiiltig festgestellt. Um weiter den c-Porenweg zu erforschen,
habe ich zusétzliche Mutationen in den tetrameren #ZKv1.3 V388C-Kanal eingefiihrt, um zu
sehen, ob die zweite Mutation die o-Pore schlieflen konnte.

Die Strome durch die Kanidle mit den Doppelmutationen werden in Abb. 18 und 19
exemplarisch gezeigt. In Abb. 18 werden Strome durch doppeltmutierte
hKv1.3 V388C M390F-Kanile gezeigt. Es ist in Abb. 18A deutlich zu erkennen, dass bei
Potentialen von -200 bis -60 mV ein groBer Einwértsstrom in [4,5 K], flieBt (schwarze
Spur). Dieser Einwirtsstrom ist identisch mit dem o-Strom durch die #Kv1.3 V388C-
Kanile, wie in Abb. 4B gezeigt. Auch Abb. 18B zeigt, dass durch die doppeltmutierten
hKv1.3 V388C M390F-Kanile ein grofBer Einwértsstrom nach der Depolarisation fliefit
(schwarze Spur), der durch die Erhohung der extrazelluldren Kaliumkonzentration viel
kleiner wird (rote Spur). Diese Eigenschaft zeigte auch schon der Strom durch die
hKv1.3 V388C-Kanile (Abb. 6B/D). Ich schliee aus diesen Messungen, dass die 6-Pore
in AKv1.3 V388C M390F-Kanilen immer noch funktionstiichtig ist, obwohl das Methionin

an Position 390 durch die groBBere Aminosdure Phenylalanin ersetzt wurde.

A hKv1.3_V388C/M390F B hKv1.3_V388C/M390F

500 pA |
. 100 ms
45K,

-200 130 -60 +10 +80
Membranpotential

[mV]

Abb. 18. Die doppelt mutierten Kanidle 2Kv1.3 V388C M390F konnen einen o-Strom erzeugen. A4,
Rampenstrom durch die mutierten Kanéle in [4,5 K']o (schwarze Spur) und [164,5 K'], (rote Spur) externe
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Badldsung. Die Strome wurden ausgelost wie in der Legende zu Abb. 4 beschrieben. B, die Strome durch
hKv1.3 V388C M390F wurden ausgelost wie in der Legende zu Abb. 6 beschrieben. Ich habe 11 Zellen
bearbeitet und in 9 Zellen wurden die Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2018, Seite 1118
(Abb. 4 A+C).

Ganz im Gegensatz zur Doppelmutation V388C M390F, die keinerlei Verdnderung
beziiglich der o-Pore gegeniiber der Einzelmutation V388C zeigte, verhielt sich der Strom
durch die AKv1.3 V388C Y395W doppeltmutierten Kanile. Die Ergebnisse meiner
Messungen mit dieser Doppelmutante sind in Abb. 19 dargestellt. Es ist auf den ersten Blick
zu erkennen, dass keine o-Strome zu messen sind. Sowohl die Strome ausgelost iliber
Spannungsrampen (Abb. 19A) als auch iiber Spannungsschritte (Abb. 19B) dhneln eher den
Stromen durch die #AKv1.3 wt-Kandle, die keine 6-Pore besitzen (Abb. 4A und 6A/C), als
den Stromen durch #Kv1.3 V388C-Kandile. Ich schliele aus diesen Messungen, dass die 6-
Pore in AKv1.3 V388C Y395W-Kanilen nicht mehr funktionsfihig ist.

A hKv1.3_V388CIY395W B hKv1.3_V388CIY395W
45K,

{\< /1 64,5K"

400 pA I_ o

-200 130 -60 +10 +80
Membranpotential

[mV]

Abb. 19. Die doppelt mutierten Kandle #Kv1.3 V388C Y395W konnen keinen o-Strom erzeugen. A,
Rampenstrom durch die mutierten Kanéle in [4,5 K']o (schwarze Spur) und [164,5 K'], (rote Spur) externe
Badldsung. Die Strome wurden ausgelost wie in der Legende zu Abb. 4 beschrieben. B, die Strome durch
hKv1.3 V388C Y395W wurden ausgelost wie in der Legende zu Abb. 6 beschrieben. Ich habe 13 Zellen
bearbeitet und in 10 Zellen wurden die Strome gemessen. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2018, Seite
1118 (Abb. 4 B+D).

Tabelle 5 fasst die Ergebnisse dieser Experimente mit allen untersuchten Doppelmutanten
zusammen. Alle Doppelmutanten mit Ausnahme des 4#Kv1.3 V388C/Y395W- und des
hKv1.3 V388C/T392Y-Kanals zeigten Strome durch die 6-Pore, was darauf hinweist, dass
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diese beiden Positionen (392 und 395) eventuell direkt die o-Pore bilden. Der

hKv1.3V388C/W384F zeigte wie erwartet keinen a-Strom, generierte aber einen o-Strom.

Tab. 5. Die doppelt-mutierten Kandle mit und ohne 6- und a-Pore. Tab. 2 aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2018,

Seite 1118.
Kanal Substitution a-pore G-pore
M390F + +
A413F + +
Y395W + -
hKv1.3V388C T392Y + -
W384F - +
V393L + +

Modell der o-Pore

Mit dem Programm Caver wurde die o-Pore modelliert. In Abb. 20 ist eine Ubersicht des
Modells des AKv1.3 V388C-Kanals (Tetramer) dargestellt. Dieses Modell ist einmal als
Aufsicht von der extrazelluldren Seite aus zu sehen (Abb. 20A) und einmal als Seitenansicht
mit der extrazelluldren Seite nach oben (Abb. 20B). Jede Untereinheit des Modells hat ihre
eigene Farbe und es sind vom Kanal nur jeweils die Bereiche von S5 bis S6 dargestellt.

Im Zentrum befindet sich die a-Pore (ist orange dargestellt), die o-Pore befindet sich
unterhalb bzw. hinter der a-Pore (ist schwarz dargestellt). Ich modellierte die 6-Pore im
hKv1.3 V388C-mutierten Kanal und nach dem Modell postuliere ich, dass der Eingang zur
o-Pore von aullen zwischen Y395 (Shaker-Position 445) auf der Riickseite der zentralen a-
Pore und W384 (Shaker-Position 434) des Kanals liegen sollte. Das Modell postulierte
weiterhin, dass die zwischen S5-S6 gelegene 6-Pore und der Austausch von Valin mit zwei
Methylgruppen den Raum zwischen Tyr-395 und Trp-384 auf der extrazelluldren Seite
erweitern konnte. Dadurch kann diese Mutation zur Bildung einer neuen Struktur fiihren.
Nach der Modellierung und den Aminosiuren sind Y395 und T392 wahrscheinlich an der
Bildung der c-Pore beteiligt.
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A hKv1.3_V388C B

Aufsicht Seitenansicht

extrazellulare Seite

intrazelluldrer Seite

Abb. 20. A). Ansicht auf #Kv1.3 V388C mit a- (orange) und 6-Poren (schwarz) von oben extrazellulér. B).
Ansicht auf #AKv1.3 V388C mit a- (orange) und o-Poren (schwarz) von der Sagittalebene. Abb. aus Tyutyaev,
P., Grissmer, S., 2018, Seite 1119 (Abb. 5 A).

Die experimentellen elektrophysiologischen Daten bestitigten die Annahme, dass die
Substitution dieser Aminosduren die c-Pore blockieren kann. In der Abb. 21 werden die
mutierten Aminosduren in dem Modell gezeigt. Jede Reihe (A bis F) besteht aus dem
Ausschnitt des Modells, in dem links die unmutierte Aminoséure mit ihrer Umgebung und
rechts die mutierte Aminoséure in derselben Umgebung dargestellt ist. Der Blickwinkel in

den Abbildungen rechts und links ist gleich.
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Abb. 21. Regionspezifische VergroBBerungen der mutierten Aminosduren und der o-Pore im tetrameren
hKv1.3 V388C-Kanal. Die o-Pore ist schwarz dargestellt. Abb. aus Tyutyaev, P., Grissmer, S., 2018, Seite
1120 (Abb. 6).
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4 Diskussion

Fiir diese Arbeit habe ich eine Strategie gewdhlt, bei der ich zuerst die o-Pore in einem
anderen Kanal nachgewiesen habe und damit dieses Phanomen auf weitere Kaliumkanéle
erweitert habe. Danach habe ich die neue c-Pore in einem trimeren ZKv1.3 V388C-Kanal

nachgewiesen und abschlieBend wurde von mir die Pore durch Doppelmutanten im

hKv1.3 V388C-Kanal detailliert charakterisiert.

4.1 Der trimere hKv1.3_V388C-Kanal

Miteinander verkniipfte Untereinheiten sind schon seit vielen Jahren ein Hilfsmittel fiir die
Untersuchung der Ionenkaniéle (Preisig-Miiller et al., 2002; Wimmers et al., 2002; Sokolov
et al., 2007). Es wurden Dimere und Trimere aus a-Untereinheiten diverser Kv-Kanile
kreiert (Sokolov et al., 2007) und dann in Zellen exprimiert, um zu sehen, welche Strome
generiert werden. Dabei wurde gezeigt, dass ein Dimer sich mit einem anderen Dimer zu
einem funktionellen Tetramer verbinden konnte, genauso wie ein Trimer mit einem
Monomer einen funktionsfahigen Kanal bilden konnte (Sokolov et al., 2007). Bisher wurde
noch nicht gezeigt, dass ein Trimer alleine eine funktionsféhige a-Pore bilden kann. Daher
gehe ich davon aus, dass auch der Trimer, den ich kreiert habe, keine a-Pore hat. Mein
Trimer konnte allerdings eine o-Pore besitzen, wenn die Geometrie im Trimer zwischen den
Untereinheiten dhnlich ist wie im Tetramer. Dies vermute ich, weil der Linker zwischen den
Untereinheiten klein ist und die restlichen Stellen im Protein durch EGFP belegt sind. EGFP
hat zusdtzlich eine Sequenz fiir den Transport zur Zellmembran. Diese Signalsequenz
erleichtert den Transport des Fusionsproteins zur Zellmembran. Die Verkniipfung des
Kanals mit EGFP hat meistens keinen Einfluss auf die Funktionalitidt des Kanals (Sokolov
et al, 2007). Experimentell wurden meine Annahmen bestitigt, weil der trimere
hKv1.3 V388C-Kanal den gleichen 6-Strom zeigte wie der entsprechende tetramere Kanal.
Dies bedeutet auch, dass der 6-Strom im tetrameren Kanal tatsdchlich durch die o-Pore flief3t
und nicht durch die a-Pore.

Es ist auBerdem wichtig, dass der geschaffene Trimer in den Zellen gut exprimiert wird. Mit
der Dot-Blot-Analyse konnte ich nachweisen, dass der Trimer exprimiert wird und die
Expression keine groflen toxischen Effekte auf die Zellen hat. Somit sind die klonierten

Vektoren (Trimer und neue tetramere Mutanten) funktionsfihig und ich konnte das
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Fusionsprotein exprimieren. Im néchsten Schritt wurden Zelllinien auf Expression von
endogenen Ionenkanélen getestet.

Da der o-Strom dhnliche Eigenschaften wie ein Leckstrom hat, war es fiir mich wichtig, dass
die Zellen fiir die Expression keinen oder, wenn doch, dann nur einen sehr kleinen
endogenen Strom und Leckstrom hatten.

Im Dot Blot zeigte sich nur eine geringe Expression des trimeren Kanals. Das konnte darauf
zurlickzufiihren sein, dass es zu einer sehr starken Expression des Fusionsproteins kommt,
sodass das Ubiquitinylierungssystem und das Proteasom das iiberschiissige Fusionsprotein
abbauen. Es kann also beim Trimer zu Problemen bei der Translation kommen. Oft bleiben
die verkniipften Untereinheiten in groBen Mengen intrazelluldr und werden schlecht in die
Membran transportiert (Zheng und Trudeau, 2016). Trotzdem konnte ich den o-Strom bei

der Expression des trimeren Kanals in den Zellen messen.

4.2 Modell der ¢-Pore

Die aktuellen Studien der Alternativwege in Kaliumkanélen liefern wichtige Beitrdge zu
unserem Verstdndnis der Biochemie, der Biophysik und der Pharmakologie dieser
Ionenkanéle. Mit Hilfe des o-Poren-Modells kann man mehrere kritische Positionen im
oberen Teil des Weges der o-Pore voraussagen. Nach dem Modell habe ich einige
Aminosduren verandert, dic die Existenz der o-Pore beeinflussen konnten. Nach der
Modellierung und der praktischen Uberpriifung der Wirkung der Aminoséuren auf Position
Y395 und T392 auf den 6-Strom habe ich geschlossen, dass diese zwei Positionen an der
Bildung der o-Pore beteiligt sind.

Meine Ergebnisse zeigen deutlich, dass die #Kv1.3 V388C-Mutation (Shaker-Position
438), unabhingig davon, ob trimerer oder tetramerer Kanal, die 6-Pore 6ffnet. Der trimere
Kanal beweist also, dass die c-Pore iiberhaupt existiert und der Strom nicht durch die a-Pore
flieBt. Der o-Strom durch #Kv1.2 V370C-Kanile zeigt, dass die c-Pore nicht nur auf
hKv1.3 beschrinkt ist, sondern ein gemeinsames Strukturelement einer Vielzahl von
spannungsgesteuerten lonenkanélen sein konnte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sowie die verdffentlichten Daten legen nahe, dass
die Struktur der o-Pore auch in anderen Kv-Kandlen vorkommt. Ein Vergleich der

Aminoséduresequenz zwischen Kv1.3, KecsA, KCNH2 und anderen Kv-Kanilen zeigt eine
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gute Ubereinstimmung speziell im Bereich S5-S6 einschlieBlich der kurzen Pore-Helix und
des Selektivititsfilters. Diese gute Ubereinstimmung lisst eine groBe Ahnlichkeit der
Kanalstrukturen in diesem Teil der Kanalpore erahnen und erdffnet die Moglichkeit, dass

die o-Pore auch in anderen lonenkanilen existieren konnte.

Die Mutation V388 6ffnet die o-Pore

Die Position V388 im #Kv1.3-Kanal, die im Zusammenhang mit der Entstehung der 6-Pore
steht, wurde von Priitting und Kollegen 2011 beschrieben. Bei dieser Substitution wurden
zwei Methylgruppen aus dem Benzolring (Position V388) entfernt und das fiihrt zu einer
Vergroflerung des Abstandes zwischen Tyr-395 und Trp-384 und ermdglicht jetzt den
Durchtritt von Ionen. Die Autoren stellten fest, dass bei Potentialen negativer als -100 mV
ein irreguldrer Na*-Einwartsstrom (o-Strom) flieit, der weder durch die a-Pore noch durch
die o-Pore des #AKv1.3 V388C-Kanals verlduft. Dieser neue alternative Weg wurde als o-
Pore bezeichnet. Bei den oben genannten Potentialen ist die o-Pore normalerweise
geschlossen und leitet keine lonen. Die o-Pore wurde anschlieBend modelliert (Priitting et
al., 2011) und nach diesem Modell befindet sich der Eingang der 5-Pore auf der Riickseite
des Selektivititsfilters der a-Pore. Weiter verlduft sie parallel zur a-Pore durch den Kanal.
Sie passiert den Bereich der Bindungsstelle von Verapamil zwischen benachbarten S6-
Untereinheiten und endet intrazellulir. Die o-Pore-blockierenden Substanzen wie
extrazelluldres TEA und CTX koénnen den o-Strom nicht blockieren. Der 6-Strom ist durch

Verapamil blockierbar.

Positionen 390 und 413 im tetrameren 2Kv1.3_V388C-Mutantenkanal storen nicht den
o-Porenstrom

Das in Abb. 20 und Abb. 21 gezeigte Modell kann demonstrieren, dass die Position 390 die
o-Pore nicht beeinflusst. Beide Reste, Methionin oder Phenylalanin (M390F), verlaufen
parallel zur c-Pore, haben aber keinen Kontakt mit der Pore. Von daher ist leicht zu
verstehen, warum die in Tabelle 4 zusammengefassten elektrophysiologischen Daten zeigen,
dass die Substitution M390F keinen Einfluss auf den 6-Strom durch den Mutantenkanal hat.
Ahnlich ist es bei der Position 413, die sich gegeniiber von C388 befindet. Diese Position

hat keinen Kontakt mit der 6-Pore (Abb. 21), unabhéngig davon, ob an dieser Position ein
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Alanin oder ein Phenylalanin vorhanden ist. Das erklért, warum ich den o-Porenstrom durch
den Mutationskanal AKv1.3 V388C_ A413F messen konnte (Tab. 4).

Dass die Position 413 Einfluss auf den Strom durch die a-Pore hat, wurde von anderen
Autoren schon gezeigt. Zum Beispiel verdndert die homologe Mutation A413C im Shaker-
Kanal die Affinitit des Kanals zu K* zu intrazelluldr-appliziertem Ba?" (Ogielska et al.,
1998) und beeinflusste damit auch die C-Typ-Inaktivierung (Ogielska et al., 1999). Auch
wurde die Position 413 fiir die Bindung von Phenylalkylaminen als wichtigste

Bindungsstelle ermittelt (Dreker und Grissmer, 2005).

Positionen 392 und 395 in tetrameren 2AKv1.3 V388C-mutierten Kaniilen bilden die o-
Pore

Die Seitenkette des Threonins an Position 392 ragt etwas in den Verlauf der 6-Pore hinein
(Abb. 21), allerdings nicht so weit, dass kein 6-Strom zu messen ist. Wenn allerdings die
Seitenkette des Threonins durch die groere Seitenkette des Tyrosins ersetzt wird, dann
befindet sich der groe aromatische Phenylring des Tyrosins voll im c-Porenweg und
verhindert dadurch einen c-Porenstrom.

Das Modell der 6-Pore in Abb. 21 zeigt auch, dass sich Y395 nicht in der 6-Pore befindet,
aber durch den Benzolring Kontakt mit der Pore und auch mit dem Cystein auf der Position
388 hat. Die Mutation Y395W hatte einen Einfluss auf die 6-Pore, sie verhindert ndmlich
den Strom durch die o-Pore im #Kv1.3 V388C Y395W-Kanal. Es scheint, als ob der
Pyrrolring des Tryptophans an Position 395 nédher an Position C388 ist, somit stirker mit
dem Cystein in Wechselwirkung treten kann und damit zum VerschlieBen der c-Pore fiihrt.
Dass die Positionen 392 und 395 im Kv1.3-Kanal fiir die Funktion der a-Pore von Bedeutung
sind, wurde schon gezeigt. Position 392 im Kv1.3-Kanal und die homologe Position 442 im
Shaker-Kanal sind Teil des inneren Vestibiils (Durell et al., 1996). Die T442S-Mutation im
Shaker-Kanal destabilisierte den Inaktivierungszustand des Kanals (Yool et al., 1995) und
hatte eine groBBe Auswirkung auf die Kanalkinetik (Zheng et al., 1997).
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Die Positionen 384 und 393 im tetrameren 2/Kv1.3_V388C-Mutantenkanal sind von der
o-Pore weit entfernt

Die Position 384 ist weit von der o-Pore entfernt und kommt nicht direkt in Kontakt mit der
o-Pore, wie in Abb. 21 zu sehen ist. Sogar die Vergroferung der Seitenkette von
Phenylalanin an Position 384 durch einen Pyrrolring zu Tryptophan (F384W) modifizierte
den o-Porenweg nicht (Abb. 21). Die Substitution W384F in Kaliumkanilen
beziehungsweise im Shaker-Kanal (W434F) blockt komplett den Strom durch die a-Pore
des Kanals (Yang et al., 1997). Ich habe auch keinen a-Strom durch ZKv1.3 W384F-Kanile
gemessen. Allerdings war der -Porenstrom noch messbar (Tab. 4).

Position V393 wurde ausgewihlt, weil sie sich in der Ndhe von C388 befindet (Abb. 21).
Ich mutierte Valin zu Leucin an dieser Position, um den Kontakt mit der Position C388 zu
erhohen. Diese Manipulation konnte jedoch das Cystein an Position 388 nicht beeinflussen
und hatte deshalb auch keinen Einfluss auf den Strom durch die o-Pore. Fiir die Position
V393 in Kv1.3 (V443 in Shaker) wurde gezeigt, dass hydrophobe Reste an der Position 443
des Shaker-Kanals als Barrieren flir den Durchgang von Mg? * durch die Pore wirken (Harris

und Isacoff, 1996).

4.3 Der o-Strom — mogliche Ursache von Krankheiten

Es wurde gezeigt, dass Mutationen im Poren-Bereich in verschiedenen Ionenkanélen mit
vielen Krankheitsbildern assoziiert sind (Lehman-Horn et al., 1999; Singh et al., 2003). Viele
dieser Mutationen konnten theoretisch — &hnlich wie die Mutation V388 in #Kv1.3-Kanélen
— alternative Wege durch die Kanile 6ffnen. Zum Beispiel fiihrt die Mutation N629D im
HERG-Kaliumkanal zur Generierung eines Na'-Stromes durch den Kanal bei
hyperpolarisierenden Potentialen. Dieser Strom kann auch von Cs* getragen werden und
filhrt zu einer Depolarisation der Membran. Dadurch kénnten Arrhythmien verursacht
werden. Die Erhohung der extrazelluldren Kaliumkonzentration in vitro flihrte zu einer
Verringerung des Na“-Stromes und korrigierte in vivo die abnormale Repolarisation in EKG-
Aufnahmen von Patienten mit LQT (Lees-Miller et al., 2000; Teng et al., 2004). Es besteht
also durchaus die Moglichkeit, dass im Fall des N629D-mutierten HERG-Kaliumkanals
durch die Mutation ein alternativer Weg im HERG-Kanal gedffnet wurde, dhnlich der o-

Pore im AKv1.3-Kanal.
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Es gibt auch Mutationen in spannungsabhingigen Ca**-Kanélen, die in Zusammenhang mit
Kopfschmerzen bei Migriane gebracht werden. Die Symptome des Schmerzes werden mit
einer langen Depolarisationsphase in Verbindung gebracht (Kraus et al.,, 1998).
Moglicherweise sind diese langen Depolarisationen ebenfalls mit einem Na*-Einwértsstrom

durch eine alternative Pore erklirbar.
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S Zusammenfassung

Der Strom durch die 6-Pore wurde erstmals in AKv1.3 V388C-Kanélen beschrieben, wo die

V388C-Mutation eine neue 6-Pore hinter der zentralen a-Pore 6ffnete (Pruetting et al.,

JBC286: 2031-2042). Typisch fiir diesen mutierten Kanal war der Einwértsstrom bei

Potentialen, die negativer als -100 mV waren, wenn die zentrale a-Pore geschlossen war.

Die a-Porenblocker wie TEA™ und Peptidtoxine (CTX, MTX) konnten den Strom durch die

c-Pore nicht reduzieren.

Um zu sehen, ob dieses Phinomen auf #Kv1.3-Kanile beschrankt ist, mutierte ich einen

hKvl.2-Kanal an der homologen Position (hKv1.2 V370C). Fiir eine detailliertere

Charakterisierung der o-Pore haben wir einen Trimer geschaffen, der aus drei

hKv1.3 V388C a-Untereinheiten besteht, die miteinander verkniipft sind. Um zu

bestimmen, welche Aminoséduren die 6-Pore im #Kv1.3 V388C-Kanal bilden, mutierte ich
einzelne Aminosduren im hKv1.3 V388C-Kanal, die an der s-Porenbildung beteiligt sein
konnten.

Das Ergebnis der vorliegenden Studie bestétigt und erweitert die fritheren Ergebnisse, die

zuerst beschrieben, dass die V388C-Mutation in hKv1.3-Kanélen zu einem Kanal mit zwei

Ionenleitbahnen fiihrte. Die fritheren Ergebnisse ermittelten eine zentrale, kaliumselektive

a-Pore und einen zweiten Weg, die o-Pore, die bei negativen Membranpotentialen offen ist,

und bei denen die a-Pore normalerweise geschlossen ist. Meine Experimente mit dem

trimeren AKv1.3 V388C-Mutantenkanal zeigten, dass die c-Pore unabhédngig von der o-

Pore war, und die ortsgerichtete Mutagenese identifizierte zwei Aminoséuren im Kanal, die

die o-Pore (Position 392 und 395) bilden.

Speziell habe ich Folgendes herausgefunden:

1. Die Mutation V370C in AKv1.2 wt-Kandlen ermoglichte einen 6-Strom bei Potentialen
negativer als -60 mV. Der 6-Strom und die 6-Pore waren nicht durch CTX blockierbar.
Der o-Strom wurde nicht durch Protonen geleitet. Die lonenselektivitit der o-Poren in
den AKv1.2 V370C und #Kv1.3 V388C-Kanilen war fast identisch.

2. Die o-Pore existierte auch im Trimer AKv1.3 V388C EGFP und hatte &hnliche
Eigenschaften wie die 6-Pore in AKv1.2 V370C- und AKv1.3 V388C-Kanélen.

3. Die Doppelmutationen Y395W und T392Y blocken die o-Pore im Hintergrund des

hKv1.3 V388C-mutierten Kanals, blockierten die c-Pore und verhinderten den o-
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Porenstrom, wohingegen die Doppelmutationen M390F, A413F, W384F und V393L im

hKv1.3 V388C-Kanal den Stromfluss durch die 5-Pore nicht verhinderten.
Ich schlieBe aus meinen Ergebnisse, dass die o-Pore ein Strukturelement sein kann, das in
einer Vielzahl von spannungsgesteuerten lonenkanilen vorkommt. Der o-Strom konnte
somit Initiator sein fiir weitere elektrophysiologische und pharmakologische
Untersuchungen der Mutationen im Porenbereich, die mit Krankheiten assoziiert sind.
Moglicherweise 6ffnen manche dieser Mutationen ebenfalls einen alternativen Weg durch
das Kanalprotein, dhnlich der 6-Pore. Diese neue Erkenntnis {iber eine mdgliche alternative
Pore als Ursache fiir ein Krankheitsbild konnte neue Denkanstdfe zur Aufklarung der

Krankheitsursachen und -bekdmpfung initiieren.
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