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ZUSAMMENFASSUNG
Charakterisierung von hERG-Kaliumkanalmutationen be i Patienten mit LQT2-Syndrom:
Elektrophysiologische Untersuchungen im heterologen Expressionssystem

Buhler, geb. Vogt, Katja

Das human ether-a-go-go related gene (hERG) kodiert fiir die poren-bildende a-Untereinheit eines Kaliumkanals,
der den lonenstrom Ik, des verzdgerten Gleichrichters in Herzmuskelzellen mediiert. HERG-Mutationen kdnnen
zum LQT2-Syndrom mit einem verlangerten QT-Intervall fihren, das Arrhythmien bis hin zum Herzstillstand
auslosen kann. Fir diese Studie wurden die Mutationen T6231, G628S, K638Q, Y611X, Q688X und R1055Q
elektrophysiologisch charakterisiert. Hierzu wurde deren cDNA transkribiert und die so gewonnene cRNA in
Xenopus laevis-Oozyten injiziert, die als heterologes Expressionssystem dienten. Es wurden Stromamplituden
sowie Aktivierungs- und Inaktivierungsverhalten mit der Zwei-Elekroden-Spannungsklemmen-Technik gemessen

und analysiert.

Die Expressionen des Wildtyps (WT) und aller Coexpressionen zeigten hERG-typische Membranstrome. Bei den
mutierten cRNA-Klonen konnten sie nicht nachgewiesen werden. Keine Coexpression fiihrte zu einer voll-
standigen Hemmung des Gesamtstroms, deshalb scheint ein dominant-negativer Mechanismus auf molekularer
Ebene ausgeschlossen. Bei T623l und Y611X zeigte sich mit 50% bezogen auf den Wildtyp ein rezessives
Verhalten. Bei G628S, K638Q, Q688X und R1055Q zeigte sich mit Werten zwischen 70% und 100% eine
gewisse Wiederherstellung der Kanalfunktionalitat. Die Mutanten dieser Studie scheinen zum Teil in der Lage zu
sein, mit den Untereinheiten des Wildtyps heterotetramere funktionelle Kanéle auszubilden.

Bei der Gleichgewichtsaktivierung der Coexpressionen zeigte nur Q688X eine Rechtsverschiebung (A = 4,8 mV).
Bei der Inaktivierung zeigten sich Linksverschiebungen bei T623l (A =12,7 mV), K638Q (A =11,3 mV) und
Y611X (A = 34,3 mV), was physiologisch zu einem verringerten Repolarisierungspotential fiihren wiirde. Zudem
zeigte Q688X (A =10,7 mV) zeigte Rechtsverschiebung. In der Ansprechbarkeit der Aktivierung/Inaktivierung
traten keine Veranderungen auf.

Fir den Gesamtstrom und die Gleichgewichtsaktivierung lasst sich kein direkter Zusammenhang zwischen
Position und Art der Mutation einerseits und elektrophysiologischer Charakterisierung andererseits ableiten. Wie
von anderen Autoren fir Mutationen in der S6-Helix und dem C-Terminus beschrieben, zeigten auch die
Mutationen dieser Studie Verschiebungen in der Inaktivierung, womit eine mdgliche Struktur-Funktions-
Beziehung besteht. Lediglich R1055Q zeigte keine Veranderung, womit sie als neutrale Mutation bzw. als
Polymorphismus eingeordnet werden kann. Fiir weitergehende Aussagen Uber Struktur-Funktions-Korrelationen
mussten zusatzliche Experimente auf molekularer Ebene, wie z.B. Protein-lmmunoassays und Immunofluo-

reszenz-Mikroskopie, durchgefiihrt und mit weiteren elektrophysiologischen Messungen abgeglichen werden.

Tag der mundlichen Prifung: 21.10.2008

Die Tierversuche wurden vom Regierungsprasidenten Miinster genehmigt (AZ 23.0835.1.0 (G 32/97) vom
23.10.1997).
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Einleitung 1

1. Einleitung

Herzrhythmusstérungen haben einen Anteil von 10% an allen nattrlichen
Todesféallen. Dazu gehdren auch plétzliche Herztodesfalle [71] ohne erkennbare
strukturelle Abnormalitdten wie Herzklappenfehler oder zellulare Veranderun-
gen [11, 13, 102]. Die Ursachen hierzu werden in der Elektrophysiologie des
Herzens gesucht. Besonders gravierend stellen sich die Long QT-Syndrome
dar, denen lonenkanalerkrankungen zugrunde liegen [14]. Um die wirksam wer-
denden Pathomechanismen herausstellen zu kénnen, wird im Folgenden auf
die Elektrophysiologie des Herzens und das Zustandekommen des kardiogenen

Aktionspotentials eingegangen.

1.1 Elektrophysiologie des Herzens und elektromechan ische Kopplung
Das Herz hat als muskulares Hohlorgan die Aufgabe, durch den Wechsel von
Kontraktion (Systole) und Erschlaffung (Diastole) der Vorhdfe und Kammern,

den Blutstrom in den GefalRen in Bewegung zu halten.

Die Grundelemente der Herzfunktion sind die Herzmuskelfasern. Hierbei wird
zwischen dem Arbeitsmyokard fir die mechanische Pumpleistung und dem
Erregungsbildungs- und Erregungsleitungssystem unterschieden. Die Muskel-
kontraktion beruht auf dem Aneinandervorbeigleiten (Filamentgleittheorie) der
dicken Myosinfilamente an den diinnen Aktinfilamenten [34, 39]. Troponin und
Tropomyosin (ebenfalls Bestandteile des dinnen Filamentes) dienen als Regu-
latorproteine im sog. Querbrickenzyklus [35, 40]. Die Kopplung zwischen
elektrischer Erregung und mechanischer Kontraktion wird durch Ca?'-lonen
vermittelt: Die Erregung an der motorischen Endplatte fiihrt zur Depolarisierung
der Myozytenmembran und somit zur Steigerung der Ca?'-Permeabilitt.
Calciumionen dringen iiber Ca®*-Kanale ins Faserinnere ein. Das Aktions-
potential setzt sich bis in die Transversalen Tubuli fort, wo es eine Freisetzung
von Ca?" aus den Zisternen des Sarkoplasmatischen Retikulums hervorruft. Der
Anstieg der zytosolischen Konzentration an freiem Ca?* vermittelt die elektro-
mechanische Kopplung [49]. Ca** wird an Troponin gebunden, wodurch die

Hemmwirkung des Tropomyosins auf die Interaktion zwischen Aktin- und
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Myosinfilamenten aufgehoben wird. Solange die intrazellulare Ca?*-Kon-
zentration 210 mol/l und die Konzentration des verfiigbaren ATP 4 — 5 mmol/l
betragt, bleibt der Querbrickenzyklus stabil und aktiv und der Muskel kann sich
kontrahieren. Im Unterschied zum Skelettmuskel ist am Myokard ein zusatz-
licher transmembranaler Ca®*-Einstrom unverzichtbar. Dieser erfolgt entlang
dem hohen chemischen Konzentrationsgefalle Uber die Zellmembran. Die Frei-
setzung von Ca*" aus den terminalen Zisternen des Sarkoplamatischen Retiku-

lums spielt hier hingegen eine untergeordnete Rolle.

Die Herzmechanik wird induziert durch elektrische Erregungen des Myokards.
Diese breitet sich ungehindert Gber das elektrische Synzytium des Myokards
aus. Ein typisches Aktionspotential einer Zelle des Arbeitsmyokards ist in
Abb. 1.1 dargestellt.

Das Zustandekommen des kardiogenen Aktionspotentials (AP) wird durch die
zeitlich fein abgestimmte Aktivierung von lonenkanélen vermittelt [2, 12, 46].
Diese membranstandigen Proteine regeln den transmembranen Fluss von
lonen, wobei Form und Dauer des AP durch die Verteilung von Einwarts- und
Auswartsstromen Uber die Membran bestimmt werden. Dieses Potential
entsteht aufgrund der selektiven Permeabilitat der Myozytenmembran flr die

einzelnen lonenspezies und liegt im Ruhezustand bei ca. -90 mV.

Die initiale Depolarisation des Membranpotentials (Aufstrichphase) beruht wie
an Nerv und Skelettmuskel auf einer erhohten Na'-Leitfahigkeit. Dies fuhrt zu
einer Umpolarisation des Membranpotentials auf etwa +30 mV [89]. Charakte-
ristisch fur das Arbeitsmyokard ist die darauf folgende lange Plateauphase von
ca. 200-400 ms [65], die auf einem Ca?*-Einstrom beruht. Dieser ist wesentlich
fur die elektromechanische Kopplung und somit fur die mechanische
Kontraktion des Arbeitsmyokards. Fur die abschlieiende Repolarisation ist eine
erhohte K*-Leitfahigkeit maRgeblich, die bei Abnahme der Ca®'-Leitfahigkeit
gegen Ende des AP wirksam werden kann [2]. Nach Ablauf des AP ist die
Herzmuskelzelle nicht sofort wieder erregbar. Sie ist refraktar. Dies schitzt den

Herzmuskel vor einer Dauerkontraktion und vor kreisenden Erregungen.
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Bei der Depolarisation erhoht sich initial schlagartig die Permeabilitat der
Zellmembran fiir Na'-lonen. Dem Konzentrationsgefélle folgend stromen die
Na’-lonen von auRen in die Zelle ein. Diese erhohte Na'-Leitfahigkeit ist fir die
rasche Depolarisation (Phase 0, Aufstrich) verantwortlich. Mit zunehmender
Depolarisation stellt sich beziiglich der Na*-lonen schnell ein neues Gleichge-
wicht ein. Der Na'-Einstrom verlangsamt sich (Phase 1). Durch diese Inak-
tivierung des schnellen Na’-Systems wirden sich die Potentialverhaltnisse

durch Repolarisation rasch wieder in Richtung Ruhemembranpotential verschie-

ben.
Current Probable clone
sodium current —iy— hH1
L-type calcium current — —— i dihydropyridine receptor
T-type calcium current i H ; g
Na-Caexchafige __ial i f __ Na-Caexchanger
loy (4-AP-sensitive) H : i Kvd 2/4 3
lg; (Ca-activated) e H : S
lis — e — KvLQT1+minK
| ".-u #._ HERG + 7
Lo OF Lq — i —— Ky1.5
laorl, ——e————————— __  CFTR// TWIK
I, (inward rectifier) s @ | ol Kir2 family
I, ATP/IACh — e GIRK1+4 / Kir6.2+SUR1
l, (pacemaker) emmmmay HCNZ2
Abb. 1.1: lonenstrdome im AP und AP des Kammermyokards [72].

Aufgrund einer intrinsischen Inaktivierung der Ca®*-Kanale wird das Membran-
potential in den Aktivierungsbereich der K'-Kanéle verschoben. Hier wird Iy, in
Phase 3 entscheidend (dritte Reihe von unten). HERG entspricht K,LQT2, es ist
noch nicht genau bekannt, mit welchen 3-Untereinheiten er agiert.

Jedoch folgt dem initialen schnellen Na'-Einstrom als Besonderheit der
Kardiomyozyten ein ebenfalls depolarisierender langsamer Einstrom von Ca?*-
lonen ins Cytosol [5, 31]. Dieser zeichnet verantwortlich fur die Plateau-Phase
(Phase 2). Die Repolarisation beruht auf einer Abnahme der Ca?*-Leitfahigkeit
mit einer Verlangsamung des Einstroms positiv geladener Ca®*-lonen und
einem Wiederansteigen der K'-Leitfahigkeit. Es kommt zu einem verstarkten
Auswartsstrom von K'-lonen [2, 12] entlang des Konzentrationsgradienten

(Phase 3). Neben dem Natriumeinwartsstrom in der Depolarisationsphase sind
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fur diese Arbeit vor allem die lonenstrome von grofiem Interesse, die wahrend

der Plateau- und Repolarisationsphase des AP fliel3en.

Mutationen in Genen, die fir diese Kanéale kodieren, sind als Ursache von kon-
genitalen Stérungen der myokardialen Erregungsausbreitung und —rickbildung,
die zu Herzrhythmusstérungen fiihren, anzusehen [8, 36, 83]. Darunter nimmt
das Long QT-Syndrom aufgrund seiner gravierenden klinischen Symptomatik

eine herausragende Stellung ein.

1.2 Das Long QT-Syndrom

Die Beobachtung von Fallen pl6tzlichen Herztodes ohne strukturelle Abnormali-
taten [51, 102, 106] fuhrte zur Suche nach primar elektrischen Mechanismen
als Ursache. Viele Patienten erleiden rezidivierende Synkopen (pl6tzlicher
Bewusstseinsverlust), Ublicherweise im Schlaf, aber auch bei Anstrengung und
emotionaler Aufregung [86]. In der Literatur sind Falle von Patienten beschrie-
ben worden, bei denen Synkopen am Nachmittag ausgelost wurden durch
einen auditiven Ausloser (Trigger, auditiver Stress) am frihen Morgen [86]. Die

mechanische Herzfunktion ist normal, die Histologie unauffallig [11, 13].

LI A | B S { B 1 PR | = = | i £ B 3 _F

Abb. 1.2: EKG mit Rhythmusstérungen, Torsade de pointes [62].

Ein Drittel der Patienten hat keine Symptome. In der Literatur wurden mehrere
Krankheiten beschrieben, die auf Fehlfunktionen von lonenkanéalen beruhen.
Uber humangenetische Methoden wurden Gene auf chromosomaler Ebene
identifiziert und isoliert, die fur die entsprechenden lonenkanale kodieren. Aus

dieser Gruppe heraus wird das Long QT-Syndrom (LQTS) als besonders
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schwerwiegend angesehen und deshalb in den vergangenen Jahren zuneh-
mend untersucht [72]. Das LQTS auf3ert sich im Elektrokardiogramm durch eine
Verlangerung des QT-Intervalls [98], klinisch durch Tachykardie oder bei alteren
Menschen auch Bradykardie, Extrasystolen, frihe Nachdepolarisierungen (early
afterdepolarizations, EAD), Kammerflimmern und die sogenannte Torsade de
pointes (Abb. 1.2).

Kennzeichen fur diesen Typ der Arrhythmie ist ein Drehen des QRS-Komplexes

um die isoelektrische Achse des EKG.

Dem LQTS zugrunde liegen Mutationen in den Aminosauresequenzen (verg-
leiche Tab 1.1) der entsprechenden Kanalproteine [14]. Fir diese Arbeit wurde
der hERG-Kanal (KCNH2) untersucht. Sein molekulares Korrelat ist der ein-

wartsrektifizierende Ik, in den Kardiomyozyten [76, 96].

Tab. 1.1: Molekulare Grundlagen des Long QT-Syndroms [36].
Gene und Genotyp-spezifische Befunde. aut.-dom., autosomal-dominant; aut.-rez., autosomal-
rezessiv;. JLN, Jervell & Lange-Nielsen-Syndrom.

Chromosom Erbgang Gen Anderung des Haufigkeit  Ausldser
lonenflusses
LQT1 11pl155 Aut.- KCNQ1 ks 40-50%  Aufregung,
dom. (KVLQT1) physisch
und
psychisch
LQT2  7g35-036 Aut.- KCNH2 e 20-30% auditorischer
dom. (hERG) Stress
LQT3  3g21-p24 Aut.- SCN5A T Ina 10% Ruhe, Schlaf
dom.
LQT4  4g25-927 Aut.- ankyrin B lca Selten
dom.
LQT5 21g22.1 Aut.-dom KCNE1 ks Selten
(minK)
LQT6 21g22.1 Aut.- KCNE2 e Selten
dom. (MIRP1)
LQT7 ? Aut.- KCNJ2 l lkir2.1 Selten
dom.
LQTn 2 ? ? ?
JLN1 11p15.5 Aut.-rez. KCNQL1 s Selten
(KVLQT1)

JLN2 21g22.1 Aut.-rez.  KCNE1 11 ks Selten
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Das LQTS ist eine genetisch heterogene Erkrankung. Am haufigsten finden sich
Mutationen von KCNQ1 (40-50%) und hERG /KCNH2 (20-30%). Zentrale
Fragestellung derzeit laufender klinischer Studien bei Patienten mit LQTS ist,
inwieweit sich, in Abh&ngigkeit vom zugrunde liegenden genetischen Defekt,
Unterschiede in der klinischen Manifestation der Erkrankung ergeben (Genotyp-
Phanotyp-Beziehung). Patienten mit einem LQT1S scheinen nahezu aus-
schlie8lich unter erhéhter sympathischer Stimulation (physische oder psychi-
sche Belastung) Synkopen zu entwickeln; bei Patienten mit einem LQT3S
treten die Ereignisse bevorzugt in Ruhe, bei LQT2S-Patienten sowohl in Ruhe

als auch unter Belastung auf [85].

Bei der vererbbaren Form der LQTS kommen vor allem das Romano-Ward-
Syndrom (RWS) und das Jervell & Lange-Nielsen-Syndrom (JLNS) vor. Das
RWS [73, 99] hat einen autosomal dominanten Erbgang, das JLNS [43] einen
autosomal rezessiven Erbgang. Beim LQT1S kommen beide Formen vor, beim
LQT2S nur das RWS in verschiedener Auspragung, je nach Penetranz. Die
Pravalenz bei der kongenitalen Form wird in der Literatur mit 1:7000 bis
1:10000 angegeben [36, 83]. Die erworbene Form wird meist durch die
Einnahme von Medikamenten offenbart [10, 61], wie z.B. Klasse IlI-Antiarrhyth-
mika, Antidiabetika, Antihistaminika, Neuroleptika, trizyklische Antidepressiva

sowie durch Betdubungsmittel [18, 92, 94].

1.3  Struktur und Funktion von humanem ERG

Kaliumkanale stellen eine komplexe Grof3familie integraler Membranproteine
dar, die je nach Zahl der Transmembrandomanen (TM) und der Porenregion (P)
in verschiedene Strukturklassen unterteilt werden. Es werden unterschieden:
Kanale mit der Struktur 2TM-1P, 4TM-2P, 6 TM-1P (Abb. 1.3) und 6 TM-2P [91].

Die eag-Famile (ether-a-go-go) ist im Rahmen eines Experimentes 1987 mit der
Taufliege Drosophila melanogaster entdeckt worden, als unter Athernarkose die
GliedmaRen der Fliege plotzlich zuckten [100], was auf einem Uberschuss an
Neurotransmitter an neuromuskularen Endplatten beruht, der auf eine verzo-
gerte Repolarisation des AP durch einen Defekt eines Kaliumkanals zurtickzu-

fuhren ist. Klonierung des Gens und dessen anschlielRende, funktionelle
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Expression fihrten zum Nachweis eines spannungsabhangigen Kaliumkanals
[101]. Durch die Klonierung weiterer, verwandter Kaliumkanalgene ergab sich
eine Aufteilung der Familie der eag-Kaliumkanéle in drei Gensubfamilien: eag,
erg (eag-related gene) und elk (eag-like) [4]. Die ersten geklonten Sauger-
Kanale waren Maus-EAG-1 und hERG (humanes ERG). HERG kodiert fur die
porenformende a-Untereinheit der schnellen Komponente des delayed rectifier
Ik in Kardiomyozyten [76]. Die Aufgabe dieses Kanals besteht darin, Extra-

systolen am Ende der Repolarisation abzufangen.

HERG gehort zu einer Untergruppe von spannungsgesteuerten K'-Kanélen
(Ky). Er besteht wie der typische shaker—Kanal [20] aus vier a-Untereinheiten
mit jeweils sechs Transmembransegmenten (S1 - S6), einem zytoplasma-
tischen C- und einem zytoplasmatischen N-Terminus. Zwischen S5 und S6
befindet sich der P-Loop, auch H5-Doméane genannt [57, 69], die in die
Membran hineinragt, sie aber nicht durchspannt. Vier H5-Domanen, eine aus
jeder a-Untereinheit, bilden die Pore aus. S4 ist der Spannungssensor, der eine
regelmallige Abfolge positiv geladener (hydrophober) Aminosauren (4-
7x RIKXX) aufweist [54, 70]. Eine Neutralisierung dieser Ladungen verédndert
die Spannungsabhangigkeit der Kanal6ffnung [103]. Es werden nach wie vor
verschiedene Aktivierungsmodelle wie das paddle-model [44] und das
original helical screw model [19] diskutiert. Fest steht, dass eine Depolari-
sierung zu einer Positionsverdnderung von S4 fuhrt, wahrscheinlich durch eine
Rotation [6]. Die so erzeugte Konformationsanderung erméglicht die Offnung

des Kanals.

Zur Ausbildung aktiver Kanale lagern sich vier K,.a-Untereinheiten zu tetrame-
ren Komplexen [56] zusammen (vermittelt durch Tetramerisierungsdomanen,
Abb. 1.3), die dann zur Zellmembran transportiert werden. Neben homotetra-
meren Kanalen aus vier gleichen Untereinheiten kdnnen sich auch heterotetra-
mere Kanale aus verschiedenen Untereinheiten zusammenlagern [66]. Die a-
Untereinheiten ordnen sich symmetrisch an und bilden so die zentrale Pore
aus. Die Pore (P) ist ein fur Alkalimetallionen permeabler Bereich, der eine
deutlich hohere Selektivitat fir Kaliumionen gegenuber den kleineren Natrium-

ionen aufweist [16]. Die Selektivitat wird durch eine in allen Kaliumkanalen
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konservierte so genannte Signatursequenz [70] vermittelt, die innerhalb der P-
Region liegt. Die Kristallstrukturen in verschiedenen ionischen Ldsungen zei-
gen, dass der Selektivitatsfilter zwei verschiedene Konformationen einnehmen

kann: leitend und nicht-leitend.

extracellular

S6 @ine
!?r :I!‘ i

P _ |§lﬂ'ﬂhl!ql;
~ iy = . - I

CO>-

Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Topologie einer shaker-Typ-Kalium-
kanaluntereinheit [70].

Vier Untereinheiten bilden den funktionellen Kaliumkanal. Gezeigt wird eine a-
Untereinheit mit ihren sechs Transmembransegmenten (S1-S6), dem Spannungs-
sensor S4 mit seinen positiven Ladungen, der Porenregion (P), dem intrazellularen
N-Terminus mit den Tetramerisierungsdoménen T1A und T1B und dem Ballmodell
am Ende, bei dem man vermutet, dass er in die Pore hineinschwingt und diese
dadurch verstopft. Desweiteren der C-Terminus mit der PDZ-Doméane am Ende
und eine assoziierende 3-Untereinheit, die ebenfalls eine Art Ball bildet, die in die
Pore hineinschwingen kann. Der innere Poreneingang wird wahrscheinlich von
Aminosauren des S4-S5-Loops unter Beteiligung von Aminosauren am C-Ter-
minus des S6-Segmentes gebildet.

Die lonenbindungsstellen im leitenden Zustand sind nicht kompatibel mit dem
kleineren Radius von Na*-lonen (0,95 A), nur K" (1,33 A) passt [53, 57, 58, 97].
Der innere Poreneingang wird wahrscheinlich von Aminosauren des S4-Sb-
Loops unter Beteiligung von Aminosauren am C-Terminus des S6-Segmentes

gebildet [87]. Eine Erhoéhung der Diversitdt wird durch die Interaktion der
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porenbildenden a-Untereinheiten mit akzessorischen (-Untereinheiten wie
MiRP1 und minK erreicht, die wesentlichen Einfluss auf die biophysikalischen
Eigenschaften des induzierten Stroms nehmen koénnen [1, 41, 60]. Die [3-
Untereinheiten sind zytoplasmatische, an die a-Untereinheit assoziierte
Proteine [21]. Fur die Sekundarstruktur lagern sich acht B-Faltblattstrukturen
parallel an, denen je eine a-Helix folgt. Dadurch bildet sich eine Fassstruktur
aus (sog. TIM-Triosephosphatisomerase-Barrel). Die B-Untereinheiten intera-
gieren Uber eine konservierte C-terminale Domane mit einem Teilbereich des
N-Terminus der a-Untereinheiten. Der Mechanismus der Interaktion ist bislang

ungeklart.

Bei den spannungsgesteuerten lonenkanélen ist die Offenwahrscheinlichkeit
(Po) der Kanale abhangig vom Potential und dem Inaktivierungsmechanismus.
Es existieren zwei Mechanismen, die, je nach der Beteiligung des N-Terminus
oder eines mehr am C-Terminus gelegenen Bereichs des Kanalproteins als N-
oder C-Typ-Inaktivierung bezeichnet werden. Fur die N-Typ-Inaktivierung wurde
ein Ball-Kette-Mechanismus [7] beschrieben, bei der eine Inaktivierungsdoméne
in die Pore hineinschwingt und diese verschliel3t [38, 74]. Bei der C-Typ-
Inaktivierung, die meist langsamer erfolgt als die N-Typ-Inaktivierung, fuhrt eine
Anderung der Porenkonformation an der extrazellularen Seite zu einem
Schlie3en des Kanals. Fur hERG ist noch nicht genau geklart, welcher Inakti-
vierungstyp vorliegt. Es konnte nachgewiesen werden, dass es nicht die N-Typ-
Inaktivierung ist. Versuche, in denen das N-terminale Ende gekappt wurde,
zeigten in der Folge kein Fehlen von Inaktivierungsmechanismen [81]. Verein-
zelte Anderungen in der Porenregion jedoch konnten die Inaktivierung auf-
heben, was daftr spricht, dass hERG eine C-Typ-Inaktivierung zugrunde liegt.
Die biophysikalischen Eigenschaften des hERG-Kanalproteins weisen eine sehr
hohe Ubereinstimmung mit denen der schnell aktivierenden Komponente des
repolarisierenden Kaliumstromes der AP-Plateauphase, Ik, auf. Mutationen im
hERG reduzieren den Ix-Strom und resultieren so in einer Verlangerung des
kardialen Aktionspotentials und der ventrikularen Repolarisation sowie einer

erhéhten Empfindlichkeit gegeniiber Extrasystolen.
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Der Mechanismus der Einwartsrektifizierung ist unter voltage clamp-
Bedingungen mit dem besonderen Schaltverhalten des hERG-Kanals zu
erklaren (vergleiche Abb. 1.4 mit Abb. 1.5): Die Inaktivierung erfolgt schneller
als die Aktivierung und die Erholung aus der Inaktivierung ist schneller als die
Deaktivierung [88, 93, 95].

Abb. 1.4: Schematische Darstellung

Depolansierun . .
i i des Schaltverhaltens eines klassischen

Ky-Kanals mit  N-Typ-Inaktivierung (A)
E,: Re-/Hypemolarisierung  Und  eines  klassischen Einwartsgleich-
“““““““““““““““ richters (B) [78].

A Bei Membranpotentialen negativ vom
A Nernstpotential fur Kalium (Egx) liegt der
«Klassischer” inaktivierender Kanal unter physiologischen Bedingun-
K.-Kanal gen in einem geschlossenen Zustand vor.

geschloszen — offen . . L. .
CAkdivierung) Bei Depolarisierung o6ffnet er transient,
\ offen — inakiviert geht aus dem offenen, aktivierten Zu-
- o stand in den geschlossenen inaktivierten
peschinssern, nakipier Zustand Uber. In der Repolarisierung
P erholt sich der Kanal aus der Inakti-
geschlozzen Erhalung aus der Inaktivierung Vierung und geht tber in den aktiVier'.
baren, geschlossenen Zustand. B Bei
B Membranpotentialen negativ von E leitet
wklassischer® einwirtsgleichrichtender der einwartsgleichrichtende Kaliumkanal
K, -Kanal Membranstrome in Einwértsrichtung. Bei

Depolarisierung auf Potentiale positiv von
Ex treten nur sehr kleine Auswartsstrome
auf, da der Kanal durch intrazellulares
Mg®* und polyvalente Kationen blockiert
— wird. Durch Repolarisierung wird die
affen hlackiert — affen Ma'-und potertial- — Blockierung aufgehoben und der Kanal
abhéngige Inaktivierung . .. . . . -

geht wieder Uber in einen einwarts-

leitenden offenen Zustand.

offen — hlockiert
- ([Mg® ], palyv. Kationen)

Aufgrund dieser Eigenschaften wird durch eine Depolarisierung auf Potentiale
positiv. zum Umkehrpotential fir Kalium (Ex) nur ein kleiner Auswartsstrom
erhalten, da die Kanéle, sobald sie aktiviert wurden, sofort wegen der schnellen
Inaktivierung wieder schlieRen. Durch die schnelle Erholung aus der Inaktivie-
rung und die daran anschlielende langsame Deaktivierung wird durch eine
Repolarisierung positiv vom Ek ein transienter Auswartsstrom und negativ vom
Ex ein grol3er, transienter Einwartsstrom ausgelost [90]. Dieser transiente
Auswartsstrom des hERG-Kanals hat fur die Repolarisierung des
Herzaktionspotentials eine groRe Bedeutung: Dort ist er als schnell aktivie-

render Kaliumstrom (Ix,;) an der Repolarisation beteiligt [76].
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Abb. 1.5: Schaltverhalten des
hERG-Kanals [78].
hERG-Kanal Bei Membranpotentialen negativ von

-60 mV liegt der hERG-Kanal in

einem geschlossenen, deaktivierten

Zustand vor. Depolarisierung auf

+20 m* Potentiale positiv von Ey lasst nur
sehr kleine Auswartsstrome zu
(schnellere Inaktivierung als Aktivie-
-0 my rung). Eine  Hyperpolarisierung
420 v negativ zum Ex bewirkt eine Erho-
lung aus der Inaktivierung und leitet
Jenlimeet Membranstréme in Einwartsrichtung,
= die infolge der eintretenden Deak-
tivierung kleiner werden bis der Kanal

geschigssen schlie3t. Durch eine Repolarisierung
im Anschluss an die Depolarisierung

auf Potentiale positiv. zum Ex wird

durch die gleichen Mechanismen ein

transienter Auswartsstrom registriert.

inaktiviert — offen offen — geschlossen
(Erholung aus der Inaktivierung) [Deaktivierung)

e a

geschlossen —

offen + inaktiviert
A—

geschiossen

+40 m*

B0 m*

-B80 m

Die Funktion der lonenkanéle ist mittlerweile recht gut charakterisiert. Hierzu
beigetragen hat die Moglichkeit die klonierten Kanale in heterologen Expres-
sionssystemen zu untersuchen. Ein solches heterologes Expressionsystem ist
z.B. die Oozyte des Sudafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis [59].
Alternativ kommen humane embryonale Nierenzellen (HEK 293) oder auch Ei-
zellen des chinesischen Hamsters (CHO) in Frage. Injiziert man mRNA, die flr
einen lonenkanal kodiert, in die Eizelle, so wird die hierin verborgene gene-
tische Information auf den Ribosomen der Eizelle abgelesen. Die oozyten-
eigenen Organellen produzieren das Kanalprotein, das nachfolgend in die
Zellmembran der Oozyte eingebaut wird. Mittels der Zwei-Elektroden-Span-
nungsklemmen-Methode (two electrode voltage clamp-Technik, TEVC) lassen
sich die resultierenden lonenstrome untersuchen. Die eigenen lonenstrome der

Oozyte sind in diesem Entwicklungsstadium so gering, dass sie im Vergleich zu
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den Strémen, die von den klonierten Kanalen produziert werden, vernachlassigt
werden konnen. Der mutierte Kanal wird im heterologen Expressionssystem
exprimiert und die resultierenden lonenstréme mit denen des unmutierten

Kanals (Wildtyp, WT) verglichen.

1.4  Genese und Maturierung von lonenkanalproteinen

Bei der Proteinbiosynthese werden die Untereinheiten per Translation
(Initiation, Elongation, Termination) an den Ribosomen gebildet, womit sie
jedoch noch keine funktionsfahigen Proteine darstellen. Hierzu muss die neu
entstandene Aminosaurekette noch ihre fir sie spezifische Konformation
einnehmen. Diese Faltung wird durch spezifische Enzyme (Proteindisulfidiso-
merase, Prolyl-Cis-Trans-lsomerasen) sowie durch molekulare Chaperone
erleichtert und beschleunigt [29]. Nach einer posttranslationalen Modifikation
(z.B. Glycolisierung, Anheftung von Lipidankern und Proteolyse) entscheiden
sogenannte Signalpeptidsequenzen, die meist N-terminal gelegen sind, tber
die Adressierung der Proteine [27]. Dieser Prozess, die Verteilung der neu syn-
thetisierten Proteine auf die entsprechenden Zellkompartimente, wird im
Englischen trafficking genannt und umfasst folgende Schritte: Das Protein wird
in das Endoplasmatische Retikulum (ER, 1.) eingefadelt, danach wird die
Signalsequenz durch sogenannte Signalpeptidase abgetrennt und das Protein
kann, korrekte Faltung und Abtrennung der Glucosereste vorausgesetzt, ent-
sprechend weiterer Strukturmerkmale durch vesikularen Transport in den Golgi-
Apparat beférdert werden. Transmembranproteine wie der hERG-Kanal bleiben
mit ihrer Transmembranhelix in der Membran des rauen Endoplasmatischen
Retikulums (rER, 2.) stecken, gelangen dann aber auch von dort Uber
Vesikeltransport erst an den Cis- (3.), dann an den Trans-Golgi-Apparat (4.). Im
Golgi-Apparat werden weitere Modifizierungen vorgenommen wie z.B. Phos-
phorylierungen und Anheftung oder Abspaltung von Zuckerresten. Durch
Exozytose wird das Protein mittels Vesikeltransport (5.) an seine Bestimmungs-

stelle, die Zellmembran (6.) transportiert, und es kommt zur Fusion.

Zusammenfassend gehdren zur Proteinbiosynthese ergo die Synthese von

ungefalteten Peptidketten, deren Maturierung, welche verschiedene Modifizie-
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rungen und die korrekte Faltung des Proteins umfasst, sowie das trafficking mit

dem Erreichen der Zellmembran als Zieladresse.

1.5 Ziel der Arbeit

Aufgabe dieser Arbeit ist es, aus den zur Verfiigung gestellten cDNA-Klonen die
zur heterologen Expression notige cRNA zu generieren. Nach der funktionellen
Expression der lonenkandle sollen die elektrophysiologische Charakterisierung
und Analyse der Daten erfolgen zwecks Beschreibung einer Beziehung
Struktur-Funktion.

Hinter jeder Mutation verbirgt sich ein Patient mit klinisch diagnostiziertem
LQT2-Syndrom. Hier soll nun geklart werden, ob die entsprechende Mutation
die Strome des hERG-Kanals am Herzen voéllig hemmt (dominant-negativer
Effekt), ob ein eher rezessives Verhalten vorliegt oder ob sie keinen nennens-
werten Einfluss auf den Gesamtstrom hat. Man weil3 aus der Literatur heraus,
dass bei einem Patienten mit einem LQT-Syndrom sowohl gesunde als auch
mutierte lonenkanale nebeneinander vorkommen [42, 77]. Dadurch wirkt sich
dieses Syndrom auch unterschiedlich stark aus. Elektrophysiologisch kdnnen
hERG-charakteristische Strome normalen Ausmalies gemessen werden,
hERG-charakteristische Strome geringeren Ausmalies, atypische Strome oder
keine Strome (nur endogene Strome). Dies, sowie das Aktivierungs- und Inakti-
vierungsverhalten der hERG-Kanale, soll fir die in dieser Studie untersuchten

Mutationen graphisch dargestellt und analysiert werden.

Schliel3lich ist es das Ziel dieser Arbeit, basierend auf den humangenetischen
Grundlagen der Literatur sowie den heterologen (elektrophysiologischen) Daten
dieser Studie, eine Aussage Uuber eine mogliche Struktur-Funktions-Bezie-

hungen sowie Genoptyp-Phénotyp-Korrelation zu treffen.
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2. Material und Methoden

2.1  Arbeitsablauf

Diese Arbeit wurde im Rahmen des Projekts SFB 556 in Zusammenarbeit mit
der Molekularen Kardiologie des Universitats-Klinikums Munster, Prof. Dr. E.
Schulze-Bahr durchgefihrt. Patienten mit klinisch diagnostiziertem LQT2-
Syndrom wurde eine Blutprobe entnommen, DNA isoliert und mittels human-
genetischer und molekularbiologischer Methoden mdgliche Mutationen in

lonenkanalgenen dargestellt.

Molekularbiclogie

K,-cDNA-Klon cRNA

Elektrphysiologie ~

R
°

Abb. 2.1:  Durchgefiihrte Arbeiten des Forschungsprojektes im Rahmen des
SFB 556 am Universitats-Klinikum Munster.

Die Plasmid-DNA wurde linearisiert, extrahiert und daraus in-vitto cRNA
synthetisiert (Molekularbiologie). Von den vorbereiteten RNA-Proben wurden
jeweils 50 nl (2,5 ng/pl) in eine Oozyte injiziert. Die Zellorganellen der Oozyte
begannen mit der Proteinbiosynthese und mittels Voltage-Clamp-Technik konnten
lonenstrome der hERG-Mutanten gemessen und am Computer analysiert werden
(Elektrophysiologie).

Diese Klone wurden von Boris Skryabin freundlicherweise zur Verfligung
gestellt. Daraufhin wurden die in dieser Studie zu untersuchenden Mutationen
auf cDNA-Ebene mittels PCR generiert. Die DNA wurde im Chemischen Labor
des Instituts fur Physiologie | auf RNA transkribiert (siehe Kap. 2.2.5), und

stand so fur die weiteren elektrophysiologischen Experimente zur Verfiigung.
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2.2  Molekularbiologie

2.2.1 hERG-cDNA-Klone

Die Klone wurden freundlicherweise von Boris Skryabin Uberlassen. Die
Mutationen wurden unter Standard-PCR-Bedingungen erzeugt (Expend High
Fidelity PCR System der Firma Roche).

A Pore

51 52538485 S8 MNBD

| [T T | ®

TE23! RTI0550
GE285
HE380

YE T IR

Q588X

Abb. 2.2:  Schema der Lokalisation der Klone, Klassifizierung der Mutationen.

A Darstellung einer a-Untereinheit mit Lokalisation der Punktmutationen T623lI,
G628S, K638Q und R1055Q. S1 bis S6: Transmembransegmente; Pore; NBD:
Nukleotidbindungsdoméne. B Abbruchmutationen Y611X und Q688X.

2.2.2 Plasmid-Linearisierung

Fur die spatere in-vitro Transkription wurde zunachst die Plasmid-DNA
linearisiert. Die Polymerasebindungsstelle SP6 und die Promoterregion pSP64
wurden aus dem Kit SP6 (mMessage mMachine in-vitro Transkriptionssystem,
Ambion) entnommen. Es wurden 2,5 puL (1 pg/pL) des Plasmids mit 10-fach
Enzympuffer und 1 pL Restriktionsenzym (10 u/pL) in 100 yL Reaktionsvolu-
men (H.0) versetzt und bei 37<C fiir 1 h inkubiert. Zur Uberpri fung der Lineari-

sierung wurde ein 5 pL Aliquot auf einem Agarosegel analysiert (siehe 2.2.4).

Restriktionsansatz

2,5 pL DNA (1 pg/uL)
10,0 pL Enzympuffer (10x)
1,0 pL Restriktionsenzym (20 u/pul)

86,5 uL H,O

100,0 pL Ansatzvolumen
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2.2.3 DNA-Extraktion

Zur Proteinfallung im Linearisierungsansatz wurden die Proteine mit 100 pL
Phenol gefallt. Der wassrige Uberstand wurde nach rigorosem Durchmischen
und anschlielender Phasentrennung in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt.
Zur Prazipitation der DNA wurden 300 pL Ethanol und 30 pL Natriumacetat
(8 M) zugegeben und fir 30 min bei —70T inkubiert. N ach dem Zentrifugieren
(15.300 rpm, 4T, 20 min) und Waschen mit 500 pL 70%i gem Ethanol wurde
das DNA-Pellet an der Luft getrocknet und in 6,5 pL RNAse-freiem H,O aufge-
nommen. Nach fiinf Minuten Lésungszeit wurde ein 0,5 puL Aliquot zur Uber-

prifung in einem Agarosegel analysiert (siehe 2.2.4).

2.2.4 DNA-Gel und Dokumentation

Die elektrophoretische Auftrennung der linearisierten und extrahierten DNA
erfolgte jeweils in einem horizontalen 0,75%igen Agarosegel (35 mL) in TAE-
Puffer mit 20 uL Ethidiumbromid (10 mg/pL) als Nachweisreagenz. Fir die
optimale Auftrennung der DNA, die je nach Klon ca. 5 - 7,5 kb lang war, wurde
eine Agarose-Konzentration von 0,75% gewahlt. Der Kalibrierstandard (A-
Phagen-DNA, geschnitten mit BstEll) war eine freundliche Spende von Dr.
Boris Skryabin, UK Munster.

Ansatze

DNA aus 2.2.2 DNA aus 2.2.3 Standard
DNA 50 pL 0,5 pL
6x Beladungspuffer 2,0 pL 2,0 puL 2,0 pL
H,O 4,5 pL
Standard 5,0 pL
Ansatzvolumen: 7,0 ML 7,0 ML 7,0 ML

Die Ansatze wurden gut durchmischt, abzentrifugiert und auf das Gel
aufgetragen. Die Trennung erfolgte tiber 90 min bei 50 mV. Die Dokumentation
der Gele erfolgte auf einem UV-Tisch (Biometra Tl 3) bei A =254 nm mit dem
dazugehdrigen Video-Kamera-System und der Software BioDocAnalyze

(Biometra).
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2.2.5 Synthese von in-vitro cRNA

Es wurde das mMessage mMachine in-vitro-Transkriptionssystem (Ambion)
verwendet. In einem Reaktionsvolumen von 20 uL wurde die aufgereinigte,
linearisierte DNA (6 pL,1-2 pug) mit 2 pL 10-fach Enzym Mix, 2 uL 10-fach
Transkriptionspuffer und 10 pL 2-fach Ribonucleotide-Mix fur 1-2 h bei 37T
inkubiert. Zum Abbau der Matrizen-DNA wurde 1 pL DNAse hinzugegeben,
15 min bei 37T inkubiert und anschliel3end 80 uL DEPC -H,O zugefugt. Fur die

Fallung der RNA wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefthrt.

In einem ersten Schritt wurden die Proteine mit 100 pl Phenol gefallt. Der
wassrige Uberstand wurde nach Durchmischen und Phasentrennung abge-
nommen und in ein neues Reaktionsgefald tberfihrt. Dann erfolgte eine zweite
Proteinfallung mittels 100 pl Chloroform. Wieder wurde der Uberstand in ein
neues Gefald aufgenommen. Zur Prazipitation der RNA wurden 330 pl Ethanol
und 10 pl Natriumacetat hinzugegeben und Uber eine Stunde bei —70C
inkubiert. Nach dem Zentrifugieren (15.300 rpm, 4C, 20 min) wurde der Uber-
stand abgenommen und mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Nach dem
erneuten Zentrifugieren (15.300 rpm, 4C, 5 min) wu rde der Uberstand abge-
nommen, das RNA-Pellet getrocknet und in 20 pul RNAse-freies H,O
aufgenommen. Davon wurden je 1 pL fur ein RNA-Agarosegel (siehe 2.2.6) und

1 pL far eine Ribo-Green-Bestimmung (siehe 2.2.7) abgenommen.

2.2.6 Denaturierendes RNA-Agarosegel

Zur Analyse der RNA wurde ein 1 pL Aliquot mit 19,4 pL Premixpuffer (s.u.) und
4 uL RNAse-freiem H,O versetzt und fur 10 min bei 60C denaturiert, dann a uf
Eis abgekuhlt. Zur Probe wurden noch 5 pl Beladungspuffer (mMessage
mMachine-Kit) hinzugegeben. Als Marker wurden 2 pl einer Mausleber-RNA-
Praparation (~0,5 pg/ul) wie die Probe behandelt und auf das Gel aufgetragen.
Der Marker war eine freundliche Spende von Dr. D. Isbrandt (ZMNH Hamburg,
UKE). Die Gelkammer wurde mit 0,3% Wasserstoffsuperoxid ausgewaschen.
Die Auftrennung erfolgte in einem horizontalen 0,75%igen Formamid-Agarose-
gel mit MOPS als Laufpuffer und Ethidiumbromid (20 pl, 10 pg/mL) als

Nachweisreagenz.
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Probe Standard

1,0 uL RNA-Aliguot 2,0 pL RNA-Marker
194 uL Premix 19,4 puL Premix

40 puL DEPC-H,0 3,0 pL DEPC-H,0

50 uL Beladungspuffer 5,0 pL Beladungspuffer

Die Auftrennung erfolgte tber 90 min. bei einer angelegten Spannung von 50 V.

2.2.7 Fluorimetrische Quantifizierung von RNA

Die Konzentration der transkribierten RNA wurde mit dem RiboGreen RNA
Quantification Kit (Molecular Probes) bestimmt. Die Detektion beruht auf der
chemischen Umsetzung der RNA mit einem fluoreszierenden Farbstoff. Die

Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Probenvorbereitung

Zunachst wurde 1 pL RNA-Aliquot 1:1000 mit Tris-EDTA-Puffer (TE) verdinnt
(Probenverdiinnung, P1) und dann in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte auf ein End-
volumen von 100 pL weiter auf 1:50 und 1:20 mit TE-Puffer verdinnt (Proben-
verdinnung, P2). Fir die Farbreaktion wurde das gleiche Volumen an verdinn-

tem RiboGreen-Reagenz (1:2000 mit TE-Puffer) zugeflgt.

Probenverdinnung, P2:

1:20 1:50

10,0 pL P1 4,0 pL P1

90,0 pL IXTE 96,0 pL IxTE
100,0 pL RiboGreen 100,0 pL RiboGreen

Erstellung einer RNA-Eichgeraden

Unter Verwendung der mitgelieferten Standard-RNA (16S und 23S rRNA aus
E.coli) und dem Losungspuffer TE wurde eine Eichgerade erstellt (0-50 ng/mL
RNA) und die Konzentrationen der Transkriptionsansatze anhand dieser
ermittelt. Dazu wurde den hergestellten Eichverdinnungen (s.u.) das gleiche

Volumen an verdiinntem RiboGreen-Reagenz (s.0.) zugeflgt.
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RNA-Vorverdiinnungen:

V1 (1,0 ng/uL)
1,0 pL Stammldsung (100 ng/uL)

99,0 pL TE (1x)

V2(0,1 ng/uL)

40,0 pL V1 (1,0 ng/uL)

360,0 pL TE (1x)

RNA-Eichlésungen:

Konz. V2 1XTE RiboGreen
0,0 ng/uL 0,0 pL  100,0 uL  100,0 pL
1,0 ng/uL 2,0 ML 98,0 uL  100,0 ML
50 ng/uL 10,0 pL 90,0 uL  100,0 pL

25,0 ng/uL 50,0 pL 50,0 uL  100,0 pL

50,0 ng/uL  100,0 pL 0,0 uL  100,0 pL

Probenmessung

Die Proben wurden mit RiboGreen-Reagenz versetzt und 5 min. bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Die Fluoreszenz wurde mit
einem automatischen 96 Well- Mikrotiterplatten- Lesegerat  (Fluoroscan,

Fa. Thermo Labsystems) bei Aex = 485 nm und Aem = 530 nm gemessen.

2.2.8 Verwendete Losungen fur die Molekularbiologie

10x MOPS- Laufpuffer

Fertigkonzentrat entspricht:

10,00 mL 1,0M MOPS pH 7,0
0,83 mL 3,0M NaAcetat pH 4,8
1,00 mL 0,5M EDTA pH 8,0

38,17 mL DEPC-H,O
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Premixpuffer

12,9 uL 10x MOPS-Laufpuffer
22,6 pL 37% Formaldehyd
64,5 pL Formamid, deionisiert

DEPC-H,0 (RNAse freies Aqua bi-destillata)
100,0 pL DEPC-H,0 auf 1 L H,O

Uber Nacht riihren und anschlieRend autoklavieren

DNA-Probenpuffer (5x)

20,0 % (W/v) Ficoll
100,0 mM EDTA
0,025 % (w/v) Bromphenolblau

0,025 % (w/v) Xylenxyanol

Tris-Acetat Laufpuffer (50x)

2,0 M  Tris-Acetat, pH8

100,0 mM  EDTA

2.3  Kultivierung von Xenopus laevis Oozyten

Fur die Experimente wurden weit entwickelte, aber noch unreife Eizellen
(StadiumV und VI) des sudafrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis)
verwendet [17]. Die ausgewachsenen, nicht hormonbehandelten Tiere wurden
im Tierkeller des Instituts fur Physiologie in Minster in Tanks mit 2-3 L Wasser
pro Frosch und einem zwolfstindigen alternierenden Wechsel zwischen
Dunkelheit und Kunstlicht gehalten. Zweimal die Woche wurden die Frosche mit
Fisch-Pellets und einmal monatlich mit Rinderherz geflttert. AnschlieRend
wurde das Wasser in den Tanks ausgetauscht. Montags und Freitags wurde
jeweils ein Frosch zur Entnahme eines Ovarlobulus herangezogen. Vor dem
chirurgischen Eingriff wurde der Frosch in einem Tauchbad mit dem
Lokalanasthetikum Tricain (MS 222, Sigma), 0,26%, an&sthesiert (ca. 10 bis
20 min, je nach Grol3e des Frosches). Dann wurde eine ca. 1 cm lange Inzision

diagonal durch das Abdomen von der Mitte ausgehend zur Flanke hin vorge-
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nommen. Nach Durchtrennung der Fascia kamen die Ovarien zum Vorschein.
Nach Entnahme eines Ovarlobulus mit Schere und Pinzette wurden die
Wundrander schichtgerecht von innen nach auf3en adaptiert und mit einem 5-0-
Faden vernéht. Der Frosch wurde in ein kleines Becken gesetzt, in dem er sich,
solange die Anasthesie noch wirkte, von dem Eingriff erholen konnte. Erst dann

wurde er zurtick in den Tank zu den anderen Froschen gesetzt.

Abb. 2.3:  Oozyten des sudafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis in den
Reifestadien | bis VI (nach Dumont, 1972; Foto aus dem Institut fir Physiologie | in
Miunster, Prof. Madeja).

Von den so entnommenen Oozyten, die vergleichbar Weintrauben an einer
Rebe aufgehangt und von zellularen und bindegewebigen Hillen umgeben
waren, wurden solche der Entwicklungsstadien V und VI ausgewahlt. Diese
waren aufgrund ihrer Grol3e (Durchmesser > 1mm) und der scharfen Trennung
in eine dunkle animalische und eine helle vegetative Halfte schon
makroskopisch leicht zu identifizieren [26, 59]. Sie wurden durch manuelle
Praparation mit Hilfe zweier Uhrmacherpinzetten (Dumont #5) unter einem
Binokular (40-fache VergrélRerung) vereinzelt. Die separierten Zellen wurden in
eine Petrischale mit dem Kulturmedium (siehe 2.4.7) gegeben und wurden,
unter Zugabe von Penicillin (10 mg/mL) und Streptomycin (100 mg/mL) zur
Verhinderung einer bakteriellen oder mykotischen Infektion, bei einer
Temperatur von 19T Kkultiviert. Fur die geplanten Exp erimente war es nicht

notig, die isolierten Zellen von den Follikelzellen zu befreien. Den operierten
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Froschen konnten nach einer Erholungszeit von mindestens zwei Monaten

erneut Oozyten entnommen werden, da diese regeneriert werden kbénnen [59].

Die tierexperimentellen Arbeiten wurden im Rahmen des Versuchsvorhabens
Experimentelle Epilepsieforschung vom Regierungsprasidenten Munster geneh-
migt (Az.:23.0835.1.0 (G 32/97)).

2.4  RNA-Injektionin Xenopus laevis Oozyten

2.4.1 Herstellen der Injektionskapillaren

Die Glaspipetten fur die mRNA-Injektion wurden mit einem vollautomatischen
programmierbaren Pipettenziehgerat (DMZ Universal Puller, Zeitz Instrumente
GmbH) hergestellt. Hierzu wurden Kapillaren aus Borosilikatglas (Fa.
Hilgenberg) mit einem Aul3endurchmesser von 1 mm, einer Wandstérke von
0,21 mm und einer Ladnge von 100 mm in die Halter des Pullers gelegt. Nach
Auswahl des entsprechenden Ziehprogramms wurde die Glaskapillare an
beiden Enden fixiert. In ihrer Mitte wurde die Kapillare von einem glihenden
Filament umschlossen, und unter kontrollierter Hitzewirkung und Zug (Kraft-
Weg) wurde die Kapillare in drei Ziehschritten zu Pipetten mit einem Offnungs-
durchmesser von ca. 2 um ausgezogen. Die Spitzen wurden nun noch auf eine
12-16 um groRe Offnung unter einem Lichtmikroskop (Micro Zoom, Bausch
und Lomb) mit Hilfe eines Manipulators zurlickgebrochen und bis zu ihrer

Verwendung staubgeschiitzt in einer Schale aufbewahrt.

2.4.2 RNA-Injektion Oozyten mit Druckluft

Die tiefgefrorene RNA wurde aufgetaut und mit Hilfe von Unterdruck
luftblasenfrei in die Injektionskapillare aufgesogen. Anschliel3end brachte man
die Kapillare in eine Halterung ein, die mit einem einachsigen Manipulator
verbunden war. Die Oozyte wurde zentriert in die Mulde eines Plexiglasblockes
gelegt. Die Kapillare wurde tber die Manipulatorfunktion an die Oozyte ange-
nahert und diese wurde unter Sicht angestochen. Durch Druckluft auf die
Kapillare (1-3 bar) wurden 50 nl (2,5 ng/pul) RNA-LOsung in die Oozyte unter

visueller Kontrolle injiziert. Fur eine Versuchsreihe wurden jeweils 20-30
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Oozyten mit Wildtyp-RNA, mit Mutanten-RNA und mit einem 1:1 (v/v)-Gemisch
von Wildtyp und der jeweiligen mutierten RNA injiziert (Coexpressions-Experi-
ment). Eine weitere, nicht-injizierte Fraktion (native Oozyten) wurden als
Negativkontrolle engagiert. Die elektrophysiologischen Messungen wurden am

dritten und am vierten Tag nach der Injektion durchgeflhrt.

2.5 Elektrophysiologie

2.5.1 Messung der lonenstrome mit der Voltage-Clamp  -Methode

Strome Uber die Membran werden durch integrale Membranproteine (lonen-
kanale) vermittelt. Eine direkte Messung dieser Membranstrome erlaubt die
Spannungsklemme. Da der tatsachlich geflossene Membranstrom nicht direkt
messbar ist, wurde die Methode der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-

technik (two electrode voltage clamp, TEVC) entwickelt.

Ziel der voltage-clamp-Messung ist es, ein der Zelle extern aufgezwungenes
Klemmpotential aufrecht zu erhalten und dabei den dazu nétigen Kompensa-
tionsstrom zu messen, der ein Mal} fir den tatsachlich geflossenen
Membranstrom ist. Hierdurch wird die wechselseitige Beeinflussung von

Membranpotential und Stromen Uber die Oozytenmembran verhindert.

Bei der Messung von schnellen Membranpotentialveranderungen entstehen
Strome durch die Membrankapazitat C,, ebenso wie durch Ladungsverschie-
bungen vermittelt durch lonenkanéle li,,. Der Gesamtmembranstrom Iy, ist die

Summe aus diesen beiden Komponenten:
|m: |ion+ Cm 6V/6t (1)

Bei den Messungen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme halt man das
Membranpotential auf einem bestimmten konstanten Wert, so dass die
Anderung des Membranpotentials (ber die Zeit (§V/&t) gleich Null ist. Somit hat

man keinen Kapazitatsstrom und der gemessene Strom ist rein ionisch [3].

Unter der Spannungsklemmenbedingung (U = konst.) bedeutet dies flur die
Abhéngigkeit des Stromes vom Widerstand (1/Leitwert), dass der Leitwert G

proportional zum gemessenen Strom | ist. Das Ohm’sche Gesetz beschreibt
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diesen Zusammenhang. Eine biologische Membran kann als ein geregelter

(ver&nderbarer) Widerstand angesehen werden.

=G (2) wennU=konstant= | ~G

o~

L
U
Eine biologische Zelle kann somit als ein einfacher Schaltkreis aus Stromquelle,

Kondensator und Widerstand beschrieben werden.

R=1/G

Kondensator Leitfahigkeit

Abb. 2.4:  Aquivalenter Schaltkreis fur eine biologische Zelle (C = R) [3].

Technisch wurde dieses Prinzip tber einen doppelriickgekoppelten Operations-
verstarker (siehe Abb. 2.5) umgesetzt. Das Ruhemembranpotential wurde als
Potentialdifferenz zwischen dem Intrazellularraum und einer extrazellularen
Referenzelektrode (Ref.) Uber die Spannungselektrode (U-EL) abgegriffen und
mit Hilfe des 1. Operationsverstarkers (OP;) verstarkt. Noch kam es dem
Betrag nach nicht zu einem lonenfluss Uber die Membran, d.h. der
transmembrane lonenstrom war konstant null. Dieser Modus wurde auch als
Stromklemmen-Modus (current-clamp-Modus) bezeichnet. Beim Umschalten in
den voltage-clamp-Modus wurde Uber die Stromelektrode so viel Strom in die
Zelle injiziert, dass diese konstant auf einem Membranpotential von —80 mV
(Haltepotential Vi) gehalten wurde. Dazu war eine Kopplung beider Elektroden
notig, die Uber die Verbindung des Verstarkers der Spannungselektrode (OP;)
und des Verstéarkers der Stromelektrode (OP,) erreicht wurde. Dadurch war es
madglich, eventuell auftretende Abweichungen des Membranpotentials vom
Haltepotential (-80 mV) durch eine entsprechende Injektion von Strom

auszugleichen. Der Betrag an Strom, der zur Aufrechterhaltung des
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vorgegebenen Potentials in die Zelle injiziert werden muss, ist der aufge-

zeichnete Parameter, der dem transmembranen lonenfluss entspricht.

Vi MP |

Badkammet

Abb. 2.5:  Blockschaltbild zum elektrophysiologischen Versuchsaufbau der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemmen-Technik.

(OP4, Operationsverstarker zur Messung des Membranpotentials; OP,, Operations-
verstarker zur Einstellung des Haltepotentials V. OP3: Operationsverstarker zur
Messung des injizierten Stroms. Ref.: Referenzelektrode. U-EL: Spannungselek-
trode. I-EL: Stromelektrode. B: Badelektrode. MP: abgegriffenes Membranpoten-
tial. I: abgelesener Strom).

2.5.2 Aufbau des Oozytenmessstandes

Der TEVC-Messplatz bestand aus mechanischen, optischen und elektronischen

Komponenten:

- Zu den mechanischen Komponenten zahlten ein Faraday-Kafig (Eigenbau
aus dem Institut fur Physiologie), ein schwingungsgedampfter Eisentisch

(Eigenbau), eine Durchflussmesskammer, Magnetstative und Manipulatoren.

- Zu den optischen Komponenten z&hlten ein Binokular (Carl Zeiss, Jena)

und eine Kaltlichtquelle.
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- Die elektronischen Komponenten umfassten einen Verstarker fur die
elektrischen Signale, ein Oszilloskop, einen Analog-Digital-Wandler und

einen Computer mit der dazugehdorigen Software.

Der Faraday-Kéfig schitzte die gesamte Messeinrichtung vor externen Storsig-
nalen, wie z.B. ,Netzbrumm®. Die Messkammer selber stand auf einem

schwingungsgedampften Eisentisch.

Die Eizelle wurde in die Vertiefung der Messkammer (Eigenbau) platziert. Das
Volumen der Kammer betrug ~1,5 mL. Sie war tber einen Perfusionsschlauch
an ein Reservoir gefillt mit ND96-Elektrolyt (siehe 2.5.7) angeschlossen; auf
der gegenuberliegenden Seite wurde die Losung uber eine Glaskapillare konti-

nuierlich wieder aufgesaugt. Die Superfusionsrate war auf 1 mL/min eingestellt.

Um das Einstechen der Elektroden in die Oozyten zu erleichtern, war eine
Halogen-Kaltlichtquelle (Fa. Schott, Mainz, KL150B) auf die Zelle ausgerichtet.
Der schrittweisen Translation der Elektroden dienten mechanische 3-Wege-
Manipulatoren (M-33, Fa. Marzhauser), die tUber magnetische StandflilRe am

Tisch fixiert waren.

Zur Registrierung des Membranstroms und der tatsachlichen Membran-
spannung diente ein Verstarker fir elektrische Signale (TURBO TEC-05, NPI-
Electronics). Uber einen Analog-Digital-Wandler (DigiData 1200, Axon
Instruments) wurde das Signal zum Computer (IBM-Typ Computer) geleitet.
Umgekehrt konnte man uber den PC der Zelle ein Kommandopotential
software-gesteuert (Clampex 8.2, Axon Instruments) auferlegen. Fur die
visuelle Kontrolle wurde ein digitales Speicheroszilloskop (Hameg HM 205-3)

verwendet.

2.5.3 Herstellung der Ableitelektroden

Die Mikroelektroden fiir die Experimente mit der voltage clamp-Technik wurden
mit einem vollautomatischen programmierbaren Pipettenziehgerat hergestellt.
Dazu wurden Glaskapillaren aus Borosilikatglas (Fa. Hilgenberg) mit einem

AulRendurchmesser von 1,5 mm, einer Wandstarke von 0,315 mm und einer
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Lange von 100 mm in die Glashalter des Pullers gelegt. Nachdem ein
passendes Ziehprogramm ausgewahlt worden war, wurden die Borosilikat-
kapillaren in drei Ziehschritten zu Pipetten mit einem Offnungsdurchmesser von
ca. 1 um ausgezogen. Fiur die Spannungselektrode wurde ein elektrischer
Widerstand von 1-2 MQ und fur die Stromelektrode ein Widerstand von 0,5-
1,5 MQ benétigt [82]. Um diese Werte zu erreichen, mussten die Spitzen der
Pipetten unter einem Mikroskop noch manuell mit einem Manipulator (Ernst
Lutz, Wetzlar) auf einen Au3endurchmesser von 3-4 um (Spannungselektrode)
bzw. 4-6 um (Stromelektrode) abgebrochen werden. Bis zu ihrem Gebrauch
wurden sie staubgeschuitzt in einer Schale aufbewahrt. Fir die Experimente

wurden sie dann luftblasenfrei mit 2 M KCI als Elektrolyt geftillt.

Um das Herauslecken der hochkonzentrierten KCI-Losung in die Oozyte zu
vermeiden, wurden die gezogenen Pipetten zu sogenannten ,cushion“- Mess-
elektroden weiterentwickelt [82]. Dazu wurde 1%ig niedrigschmelzende Agarose
(Fluka) in 2 M KCI gel6st und in die Elektroden mit Unterdruck aufgenommen.
Ein weiterer Vorteil dieser Methode war, dass die Elektroden tber den ganzen
Tag einen stabilen Widerstand hatten und ein ,driften* der Elektrodenpotentiale
vermieden werden konnte. Die Glaselektroden wurden in Elektrodenhaltern
(Warner Instruments) mittels Quetschdichtung fixiert. Als eigentliche Elektroden
fungierten Silberdrahte, die in 1 N HCI-L6sung mit einem kontrollierten Span-
nungsgerat (Eigenbau, Institut fur Physiologie I, Munster) chloriert wurden.
Hierbei lagerte sich bei 1,6 V in einem zeitbegrenzten Rahmen Silberchlorid auf
der Oberflache des Silberdrahtes an. Bei 6 V und umgekehrter Polung erfolgte
eine Reinigung der Elektroden. Die nachfolgende Redox- Reaktionsgleichung
zeigt die Elektrochemie einer Silber-/Silber-Chlorid-Elektrode.
2Ag" +2e - 2Ag

2CI > Cl, + 2¢
2Ag°+2CI « 2AgCl, + 2¢

Hierbei handelte es sich um ein Daniell- Element, einem Beispiel einer elektro-
chemischen Zelle, in dem es zu einer Redox- Reaktion kommt. Bringt man

einen Silberdraht in eine wassrige Losung mit HCL, so gehen Chloridionen in
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Losung und elementares Silber geht eine Verbindung mit dem Chlorid aus der

Salzsaure ein, womit sich Silberchlorid am Silberdraht anlagert.

2.5.4 Experimentelle Durchfiihrung der Versuche

Nach der Positionierung in der Durchflusskammer wurden die Messelektroden
unter optischer Kontrolle mittels der Mikromanipulatoren in einem 45>Winkel an
die Oozyte herangefiihrt. Dann wurde die Superfusion mit ND96 mit einer Fliel3-
geschwindigkeit von 1 ml/min eingestellt. Eventuell auftretende ,offset"-
Elektrodenpotentiale wurden durch Anlegen einer Korrekturspannung abge-
glichen, so dass bei einem nicht angelegten Kommandopotential die Elektro-

denpotentiale ebenso wie der gemessene Strom Null waren.

Unter optischer Kontrolle wurde nun die Oozyte von den beiden Mess-
elektroden angestochen und das Ruhemembranpotential (RMP) beobachtet. Es
erfolgte das stufenweise Klemmen des Membranpotentials auf das Halte-
potential -80 mV. Dieser Wert entspricht in etwa dem Ruhemembranpotential
von Nervenzellen. Traten zu grol3e unspezifische Leckstrome auf (>0,3 pA), ein
Hinweis auf eine gestdrte Membranintegritdt, so wurde die Zelle verworfen.
Waren alle Parameter akzeptiert, wurde das jeweils ausgewéhlte Pulsprotokoll
Uber den Computer gestartet und aufgezeichnet. Dabei wurden die registrierten

lonenstrome mit einer oberen Grenzfrequenz von 1 kHz gefiltert.

2.5.5 Messprotokolle und Datenanalyse

Am 3.Tag nach der RNA-Injektion wurden die Stromamplituden gemessen um
die Funktionalitdt des hERG- Wildtyps mit der seiner Mutanten zu vergleichen.
Am 4.Tag wurden die Pulsprotokolle durchlaufen, aus denen die Strom-
Spannungskennlinien (I-V-Kennlinien) und die Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung sowie der Inaktivierung hervorging. Alle Messungen wurden mit der
Software Clampex 8.2 (Axon Instruments) vorgenommen. Die Auswertung der
Registrierungen erfolgte mit Hilfe von Clampfit 8.2 (Axon Instruments). Die so
gewonnenen Daten wurden in Excel (Microsoft) zusammengestellt und weiter-
bearbeitet. Die Anpassungskurven und die Berechnung ihrer Parameter

erfolgten mit der IGOR Pro (WaveMetrics) Software.
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Im Folgenden werden die einzelnen Messprotokolle und Datenanalysen

detailliert dargestellt:

Stromamplituden (Protokoll |, Abb. 2.6)

Ausgehend vom Haltepotential (Vi, = —-80 mV) erfolgte ein Potentialsprung (Vp)
auf +20 mV fur 3 s, der die Kanale aktivierte. Durch die gleichzeitig auftretende
schnelle Inaktivierung war nur ein geringer Strom zu beobachten. Die nach-
folgende 4 s-Hyperpolarisierung (,tail-Puls”, Vi) auf =120 mV bewirkte durch
die sehr schnelle Freisetzung der Kanale aus ihrer Inaktivierung einen instan-
tanen Einstrom von K*, der anschlieRend aufgrund der einsetzenden Kanalde-

aktivierung transient gegen Null ging.

A B

—

+20 mV

-80 mV [

-120mV

Abb. 2.6:  Darstellung des Spitzenstroms.

A Verwendetes Messprotokoll, wobei V,=-80mV, V,=20mV fir 3s, Vg -
120 mV fir 4 s. B Daraus resultierender Ganzzellstrom. Aus dem grau unterlegten
Bereich wurde der Spitzenstrom, hier vergroRert dargestellt, gemessen, der beim
Potentialsprung von V, auf Vi induziert wurde.

Von funf aufeinander folgenden Pulsen wurde jeweils der Spitzenstrom beim
Sprung auf —120 mV und die Zeit bis zur Spitze bestimmt und gemittelt
(= Mittelwert der Einzelmessung, Xem). Aus Xem Wurde der Mittelwert der Mess-
reine (xwr) berechnet und nachfolgend alle Mittelwerte der Einzelmessungen
auf xyr Nnormiert und in Prozent dargestellt. Dieses Verfahren erméglicht ein
Zusammenfuhren von Messreihen, die an unterschiedlichen Tagen mit unter-

schiedlichen Oozytenchargen durchgefuhrt wurden.
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Darstellung der Strom-Spannungsabhéangigkeiten (Protokoll 11 und I11)

Zur Charakterisierung von lonenkanalen kann eine Strom-Spannungs-Kennlinie
(I-V-Kennlinie) aufgezeigt werden. Aufgrund der schnelleren Inaktivierung im
Vergleich zur Aktivierung des hERG-Kanals wurden zwei unterschiedliche
Protokolle angewendet. Protokoll Il (Abb. 2.7) wurde zur Darstellung der Fliel3-
gleichgewicht- (steady-state) I-V-Kennlinie und Protokoll 111 (Abb. 2.8) zur Dar-

stellung der instantanen I-V-Kennlinie herangezogen.

A B

+40 mV

-80 mV -70mV -
-100 mV

@)

Ganzzellstrom [pA]

I I I I I I I I I 1
-120-100 -80 -60 40 -20 0 20 40 60
Membranpotential [mV]

Abb. 2.7:  Darstellung der Strom-Spannungs-Kennlinie im FlieBgleichgewicht.

A Verwendetes Messprotokoll: Vy: -80 mV, Vieg: von =100 mV bis +40mV in
10 mV-Inkrementen flr 2s, Vi -70mV fir 2s; @ zeigt den Messpunkt an
B Daraus resultierende Membranstrome. C Fur die Erstellung der I-V-Kurven
wurden die Ganzzellstrome von mehreren Zellen gemittelt und gegen die ent-
sprechenden Membranpotentiale aufgetragen. @ Steady-state |-V-Kurve.
O Instantane I-V-Kurve (aus Abb. 2.8). Die Messergebnisse von —120 mV bis —
90 mV zeigen den einwartsrektifizierenden Charakter des Kanals.
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Darstellung der FlieRgleichgewichts-Strom-Spannungs-Kennlinie (Protokoll 11)

Ausgehend vom Haltepotential (Vi =-80 mV) wurden 2 s lange Testpulse von
-100 mV bis +40 mV in 10 mV-Inkrementen appliziert. Nach den Testpulsen

schloss sich ein 2 s langer Nachpuls (tail-Puls) auf =70 mV an (Abb. 2.7).

Mit zunehmender Depolarisierung o6ffneten sich zunéchst die Kanéle. Die
Stromentwicklung war dabei aufgrund der einsetzenden Inaktivierung jedoch
relativ gering, mit dem anschlieenden ,tail“-Puls kam es zu einer Freisetzung
der Kanéle aus der Inaktivierung (release of inactivation) und grél3ere Strome

Uber die Membran konnten aufgezeichnet werden.

Darstellung der instantanen Strom-Spannungskennlinie (Protokoll I11)

Nach der standardmaRigen Voraktivierung auf +20 mV fur 1s erfolgten
Springe auf Testpotentiale von —120 mV bis +50 mV fir 20 ms. Fur 40 ms
folgte ein Nachpuls auf +40 mV. Gemessen wurde der Spitzenstrom, nach der
potentialabh&angigen Freisetzung aus der Inaktivierung (Viest)). Somit konnte der

einwartsrektifizierende Charakter des hERG-Kanals freigelegt werden.

A B

+50 mV

+20 mV

-80 mV F

-120 mV

Abb. 2.8:  Darstellung der instantanen Strom-Spannungskennlinie.

A Verwendetes Messprotokoll: Vi: -80 mV, Vy: 20 mV fur 3 s, Vies: VOon =120 mV
bis +50 mV in 10 mV-Inkrementen, dann V,: -80 mV. O zeigt den Messpunkt zur
Ermittlung des Spitzenstromes an. B Daraus resultierende Membranstréme. Die
instantane |-V-Kurve wurde fir einen besseren Vergleich zusammen mit der
Gleichgewichts- I-V-Kurve in Abb. 2.7 C dargestellt. Die Messpunkte —120 mV bis
—90 mV zeigen den einwartsrektifizierenden Charakter des Kanals.
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Spannungsabhéngigkeit der FlieR3gleichgewichts-Aktivierung und —Inaktivierung

Spannungsgesteuerte lonenkandle sind nur in einem bestimmten, flr den jewel-
ligen Kanaltyp charakteristischen Potentialbereich leitend. Der leitende Zustand
resultiert aus dem Gleichgewicht der geschlossenen Kanéle (deaktiven, ,C*) zu
den offenen (aktiven, ,0%) sowie zu den offenen-nichtleitenden (inaktiven, 1)
Kanalen (CeOel). Die Aktivierung wurde aus den Daten, die durch das
Protokoll Il gewonnen wurden, ermittelt. Mit steigender Depolarisierung durch

den Testpuls werden sukzessive alle rekrutierbaren hERG-Kanéle aktiviert.

A B

+40 mV

-80 mV -70 mv -
-100 mV

1.0

@)

0.5

GIG,ax

0.0 -

I e e e O S B
-140 -120 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40
Membranpotential [mV]

Abb. 2.9:  Darstellung der Gleichgewichts-Aktivierung und -Inaktivierung des
Kanalstroms.

A Das verwendete Pulsprotokoll ist identisch mit dem aus Abb. 2.7. Vy: -80 mV,
Viest: VON =100 mV bis +40 mV in 10 mV-Inkrementen fur 2 s, dann Vi;: -70 mV fir
2 s. Gemessen wird bei Vi: -70 mV. B Daraus resultierende Membranstréme. Vor
dem Messpunkt sind mit steigender Depolarisierung zwar zunehmend Kanéle
aktiviert, jedoch sind die Strdme gering, da gleichzeitig eine Inaktivierung einsetzt.
Der Nachpuls fihrt zu einer schnellen Freisetzung der Kandle aus der
Inaktivierung, wodurch groRRere Strome flieRen. C Isochronale Aktivierungs-
kurve (@) und Inaktivierungskurve (O, siehe Protokoll V und Abb. 2.10). Es wird
der normierte Leitwert [G/Gnhax] 0egen das applizierte Membranpotential
aufgetragen. Die mit der Boltzmann-Funktion angepassten Kurven geben fir den
jeweiligen Prozess die Offenwahrscheinlichkeit des hERG-Kanals an.
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Jedoch ist das Ausmald des auftretenden Stroms aufgrund der ebenfalls ein-
setzenden Inaktivierung gering, so dass der gemessene Strom nicht dem
potentiell entstehenden Strom entspricht, der seinerseits der Fraktion der
aktivierten Kanale entsprechen wirde. Der Nachpuls fiihrt zu einer schnellen
Freisetzung aus der Inaktivierung und somit zu einer Demaskierung der
aktivierten Kanale. Der ,freigesetzte® Strom entspricht nun der Fraktion der

offenen und nicht-inaktiven Kanale.

Die so gewonnene isochronale Aktivierungskurve stellt die Offenwahr-
scheinlichkeit der Kanéale dar, die mit einer Boltzmann-Funktion angepasst

wurde.

G _ Amplitude
- (V-Vy2) (3)

max 1+e Kk

Die Daten wurden daraufhin auf die so ermittelte maximale Amplitude normiert.
Der Anpassungsparameter Vi, stellt den Wendepunkt der Funktion dar und gibt
das Membranpotential an, bei dem 50% (G/Gmnax = 0.5) der Kanale gedffnet
sind. Der Parameter k gibt die Steilheit im Wendepunkt an und steht fur die

Ansprechbarkeit der Aktivierung.

Inaktivierunqg (Protokoll V)

Ausgehend vom Haltepotential (V,=-80 mV) wurden die hERG-Kanéle mit
einem Potentialsprung auf +40 mV aktiviert. Nach 1 s, der Zeit, in der die zuvor
aktivierten Kandale in die Inaktivierung Ubergegangen waren, erfolgten 20 ms
dauernde Springe auf Testpotentiale von —120 mV bis auf +40 mV. Diese
Testpulse bewirkten eine spannungsabhéngige Freisetzung aus der
Inaktivierung. Der nachfolgende Sprung auf +40 mV fir 40 ms induzierte einen

Strom durch die jetzt getffneten Kanale. Dieser wurde gemessen.
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A

+40 mV

-80 mV

Abb. 2.10: Darstellung der Gleichgewichts-Inaktivierung des hERG-Stroms.

-120 mv

A Pulsprotokoll: Vi: -80 mV, Vy: +40 mV fur 1 S, Vies: VOn =120 mV bis +40 mV fur
20 ms, Viwi: +40 mV fur 40 ms. Der Pfeil zeigt die Stelle an, an der gemessen
wurde. Bei diesem Sprung auf +40 mV waren die Kandle aus der Inaktivierung
befreit und offen. B Daraus resultierende Membranstrome. C in Abb. 2.9: isochro-
nale Inaktivierungskurve.

Die so gewonnene isochronale Inaktivierungskurve kann ebenfalls durch eine

Boltzmannverteilung beschrieben werden. Hier jedoch wird die Inaktivierungs-

wahrscheinlichkeit dargestellt, die mit einer Boltzmann-Funktion angepasst

wurde (s.0.).

Tab. 2.1: Zusammenfassung der Pulsparameter.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die verwendeten Pulsparameter der Protokolle |-V ent-
sprechend den Abbildungen 2.6 -2.10 auf einen Blick zum besseren Vergleich. V=
Haltepotential, V, = Prapuls, Vi = Testpotential, Vi, = Tailpotential, MP = Membranpotential.

Protokol
| Abbildung Vh Vo Viest Vil Vh
MP [mV] [time [s] [MP [mV] [time [s] [ MP [mV] [time [s] [MP [mV][MP [mV]

I 2.6 -80 3.000 20 4.000 -120 -80

I 2.7 -80 2.000 [-100 - +40| 2.000 -70 -80
[ 2.8 -80 3.000 20 1.000 |-120 - +50 -80

I 2.9 -80 2.000 [-100 - +40| 2.000 -70 -80
v 2.10 -80 1.000 40 0.020 [-120 - +40| 0.040 40 -80
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2.5.6 Statistische Bewertung der Messdaten

Zur Klarung, ob zwischen den Mittelwerten der Stromamplituden des Wildtyps
und der verschiedenen Mutanten eine statistisch signifikante Diskrepanz
besteht, wurde ein ungepaarter ANOVA (analysis of variances)-Test mit
anschlieBenden Holm-Sidak- Nachtest angewendet (SigmaStat 3.0, SPSS Inc.).
In den Abbildungen steht ,n.s". flr nicht signifikant, ,** fir eine Signifikanz-
wahrscheinlichkeit von p<0,05, ,** fir eine Signifikanzwahrscheinlichkeit von

p<0,01 und ,**** fur eine Signifikanzwahrscheinlichkeit von p<0,001.

2.5.7 Verwendete Losungen fir Elektrophysiologie

Anasthetikum fur die Frosche

3-Aminobenzoic Acid Ethyl Ester Methaesulfonate Salt (MS 222)
0,26% in Leitungswasser geldst (5 mM)

Kulturmedium

88,0 mM NaCl
1,0 mM KCl
0,8 mM MgSO,
1,4 mM CaCl,
5,0 mM HEPES

plus Penicillin (10 mg/mL) und Streptomycin (100 mg/mL)

Messlésung (ND96)

96,0 mM NaCl
2,0 mM KCI
1,0 mM MgCl,
1,8 mM CaCl,
5,0 mM HEPES

Durch Zugabe von 1N NaOH wurde die Ldsung auf einen pH-Wert

von 7,3 titriert.
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Intrazellulare Pipettenldésung

2,0 M KCI
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollten die charakteristischen elektrophysiologischen Eigen-
schaften des hERG-Kaliumkanals mit der Voltage-Clamp-Technik quantitativ
analysiert werden. Hierzu wurden sechs Mutationen untersucht, die sich in drei
Gruppen einteilen lassen (Kap. 1.3). Zur ersten Gruppe gehoéren die Punktmu-
tationen T623I, G628S und K638Q, die im Bereich der Porenregion des Kalium-
kanals liegen. Gruppe zwei beinhaltet die C-terminale Punktmutation R1055Q.
Zur letzten Gruppe gehoren die beiden Abbruchmutationen Y611X und Q688X.

Die Charakterisierung der Mutanten erfolgte jedes Mal nach folgendem

Schema:

e Zuerst wurden die Amplituden unter Verwendung von Messprotokoll |
(Kap. 2.5.5) gemessen. Abb.3.X.1 A zeigt jeweils charakteristische
Originalregistrierungen, die den Wildtyp mit der Mutante, der
Coexpression und der Kontrolle qualitativ vergleichen. Die Groéf3en-
unterschiede sind im Ausschnitt, in dem Wildtyp, Mutation, Coexpression
und Kontrolle Ubereinander liegend eingetragen worden sind, gut zu
erkennen. Die Darstellung der quantitativen Analyse wird durch Balken-
diagramme in Abb. 3.X.1 B veranschaulicht. Die Amplituden sind ein
Malf3 fur die Funktionalitdt und Expression des Kanals. Ein Auswirken der
Mutationen in den Latenzzeiten wird in den Balkendiagrammen in
Abb. 3.X.1 C analysiert. Verdnderte Latenzzeiten kdnnen einen ersten
Hinweis auf Veranderungen in der Kinetik geben. Signifikante Unter-
schiede in Amplitude oder Latenz wurden mittels ANOVA-Test ermittelt
(Kap. 2.5.6).

» AnschlieRend werden in den Abb. 3.X.2 und Abb. 3.X.3 die Spannungs-
abhangigkeiten der Kanaleigenschaften analysiert, wobei 3.X.2 jeweils
charakteristische Originalmessungen (Primardaten) zeigt und 3.X.3 die
Analyse (Sekundardaten). So wird die quantitative Analyse von 3.X.2 A
in Abb. 3.X.3 A gezeigt, die quantitative Analyse von 3.X.2B in
Abb. 3.X.3 B, wie in Kap. 2.5.5 beschrieben.
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» Schlie3lich werden die Abb. 3.X.2 A und Abb. 3.X.2 C zusammen in der
Abb. 3.X.3 C analysiert, die die isochronalen Aktivierungs- und Inaktivie-

rungskurven zeigt.

Am Ende des Kapitels werden zwei Tabellen mit den Parametern der
Amplituden und Aktivierung bzw. Inaktivierung aller gemessenen Mutationen

zur vergleichenden Auswertung angefigt.

3.1  Punktmutation T623I in der Porenregion
Die Mutation T623l, bei der Tyrosin durch Isoleucin an der Position 623

ausgetauscht ist, befindet sich mitten in der Porenregion des hERG-Kanals.

3.1.1 Analyse der Ganzzellstrome nach Hyperpolarisati  on (Abb. 3.1.1)

Ausgehend vom Haltepotential (Vih=- 80 mV) erfolgte ein Potentialsprung (Vp)
auf +20 mV fir 3 s, der die Kanéle aktivierte (Messprotokoll |, Kap. 2.5.5). Die
nachfolgende 4 s dauernde Hyperpolarisierung (Vi) auf -120 mV setzte den
Spitzenstrom frei. Es wurden funf Registrierungen nacheinander aufgezeichnet.
Die gemittelte Registrierung zeigt der Kasten in Teil A der Abbildung. Der fur
die Analyse wichtige Teil ist vergrof3ert dargestellt. Er zeigt die Registrierungen
von Wildtyp, T623Il, Coexpression und Kontrolle tUbereinander liegend. Man
sieht auf einen Blick, dass die Mutante einen deutlich geringeren Spitzenstrom
zeigt, der im Bereich der Kontrolle liegt. Die Coexpression zeigt in etwa ein

Drittel des Stroms im Vergleich zum Wildtyp.

Die quantitative Analyse ist in Teil B der Abbildung dargestellt. Sie stellt die vier
Ansatze prozentual vergleichend dar. Die Werte wurden auf den Wildtyp
normiert und betrugen fur den Wildtyp 100 +£6,36% (I =-1,31 pA, n=17), fur
die Mutante T623I 33,15 +4,98% (I =-0,343 pA, n = 27), fur die Coexpression
42,7 £4,66% (1 =-0,56 uA, n=20) und fur die Kontrolle 19,3 +3,0% (I =-
0,25 pA, n =5). Der Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante sowie zwischen
Wildtyp und Coexpression zeigt laut ANOVA-Test eine hohe Signifikanz
(<0,001, ***). Zwischen Mutante und Coexpression gibt es einen Unterschied

von geringerer Signifikanz (<0,05, *).
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Abb. 3.1.1: Darstellung und Analyse von Ganzzellstromen nach Hyperpolarisation
der Punktmutation T623lI.

A Vergleich auf den WT normierter tail-Strome von WT, T623I, WT+T623| und
nicht injizierter Oozyten (Kontrolle). Dargestellt ist ein vergréRerter Ausschnitt. Der
Kasten zeigt die komplette Registrierung unter Verwendung von Messprotokoll |
(Kap. 2.5.5). B Analyse der Spitzenstrome von WT, T623l, WT+T623| und
Kontrolle. Die Werte wurden auf den WT normiert. WT = 100 + 6,36% (-1,31 pA);
T623I = 33,15 +4,98% (-0,343 pA); WT+T6231 =42,7 +4,66% (-0,56 pA) und
Kontrolle = 19,3 + 3,0% (-0,25 pA). Der Unterschied zwischen WT und Mutante
sowie zwischen WT und Coexpression zeigt eine hohe Signifikanz (<0,001).
Zwischen Mutante und Coexpression zeigt der Unterschied eine geringe
Signifikanz (<0,05) (Kap. 2.5.6). Die Zahlen in Klammern tber den Balken geben
die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten an. C Analyse der Latenzzeit bis zum
Spitzenstrom. WT = 11,90 + 0,46 ms; T6231 =11,49 + 1,13 ms; WT+T623I = 11,47
+ 0,28 ms. Unterschiede in der Latenzzeit sind nicht gegeben (n.s.) (Kap. 2.5.6).
Die Zahlen in Klammern Uber den Balken zeigen die Anzahl (n) der gemessenen
Oozyten an.
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Der Wert der Mutante ist mit 33,15% im Vergleich zur Kontrolle mit 19,3% recht
hoch, wodurch die 42,7% der Coexpression etwas relativiert werden. Das
Balkendiagramm in Teil C der Abbildung vergleicht die Latenzzeiten von
Wildtyp, T623I und Coexpression bis zum Erreichen des Spitzenstroms in ms.
Da die Kontrolle nicht-injizierte Oozyten waren, kann auch keine Latenzzeit
gemessen werden. Die Werte im Einzelnen betrugen fur den Wildtyp 11,90
+ 0,46 ms (n = 17), fur die Mutante T6231 11,49 £1,13 ms (n =27) und fir die
Coexpression 11,47 £0,28 ms (n=21). Signifikante Unterschiede in der

Latenzzeit sind nicht gegeben (n.s. fur nicht signifikant).

3.1.2 Vergleich der Ganzzellstrome wahrend Aktivierun g und
Inaktivierung (Abb. 3.1.2)

Abbildungsteil A zeigt die qualitative Analyse der spannungsabhangigen
Gleichgewichtsaktivierung von Wildtyp, T6231 und Coexpression. Hierzu wurde
Messprotokoll I verwendet (Kap.2.5.5), bei dem ausgehend vom
Haltepotential (V,=-80 mV) 2 s lange Testpulse (Vi) von -100 mV bis +40 mV in
10 mV-Schritten appliziert wurden. Anschliel3end erfolgt ein 2 s langer Nachpuls
(Vi) auf -70 mV, der zu einer Freisetzung der Kanéale aus ihrer Inaktivierung
und somit zu grofReren Stromen Uber die Membran fuhrt. Wildtyp und
Coexpression zeigen typische, fur den Kanal charakteristische Strome,
wohingegen die Mutante atypische Strome zeigt, moglicherweise durch das
Auftreten endogener Strome. Wildtyp und Coexpression sehen gleich aus,
jedoch sind die Strome der Coexpression kleiner als die des Wildtyps. Die

guantitative Auswertung erfolgtin Abb. 3.1.3 A.

Die Darstellung der instantanen Aktivierung des Wildtyps und der
Coexpression, in Abb. 3.1.2 B gezeigt, wurde unter der Verwendung von
Messprotokoll 111 (Kap. 2.5.5) durchgefuhrt. Dazu erfolgten ausgehend vom
Haltepotential (Vy =-80 mV) nach einer standardmafigen Voraktivierung auf
+20 mV fur 1 s Springe auf Testpotentiale (Viest) von -120 mV auf +40 mV in
10 mV-Inkrementen fiir 20 ms. Dann erfolgte fir 40 ms ein Nachpuls (Vi) auf
+40 mV. Gemessen wurde der Spitzenstrom nach der potentialabhé&ngigen

Freisetzung aus der Inaktivierung.
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Abb. 3.1.2: Vergleich der Ganzzellstrome der Punktmutation T6231 wahrend der
Aktivierung und Inaktivierung.

A FlieRgleichgewichts-Aktivierung von WT, T623l und WT+T623I unter Verwen-
dung von Messprotokoll 1l. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb.
3.1.3 A. B Instantane Aktivierung von WT und WT+T623I unter Verwendung von
Messprotokoll 111. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb. 3.1.3 B.
C Schnelle Inaktivierung von WT und WT+T623l unter Verwendung von Mess-
protokoll IV. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb. 3.1.3 C.
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Hierdurch wird der einwartsgleichrichtende Charakter des hERG-Kanals
demaskiert. Der Wildtyp zeigt wiederum die flir dieses Messprotokoll typischen
Registrierungen. Die Strome der Coexpression sind ungefahr halb so grol3 wie
die des Wildtyps. Offensichtliche Unterschiede in der Kinetik sind nicht zu
erkennen. Die instantane Aktivierung der Mutante fehlt aufgrund sehr schlechter

Abdichtungseigenschaften der Oozyten am Messtag.

Abb. 3.1.2 C vergleicht die spannungsabhangige Gleichgewichtsinaktivierung
von Wildtyp und Coexpression miteinander unter Verwendung von
Messprotokoll 1V (Kap. 2.5.5). Die Kanale wurden ausgehend vom
Haltepotential (V,, =-80 mV) mit einem Potentialsprung auf +40 mV aktiviert.
Nach 1s, der Zeit, in der die zuvor aktivierten Kanale wieder inaktivierten,
erfolgten 20 ms dauernde Springe auf Testpotentiale (Vist)) von -120 mV bis
+40 mV. Diese Testpotentiale bewirkten eine spannungsabhangige Freisetzung
der Kandale aus ihrer Inaktivierung. Der nachfolgende Sprung auf +40 mV fur
20 ms induzierte einen Strom durch die jetzt gedffneten Kandéle, welcher
gemessen wurde. Die gleichzeitig einsetzende Deaktivierung bewirkt einen
Abfall der Strome. Die prominenten abgeschnittenen vermeintlichen Peaks
stellen rein kapazitive Effekte durch Potentialanderung an der Membran dar
(Kap. 2.5.1, Abb. 2.3, Aquivalenter Schaltkreis fiir eine biologische Zelle), die
aufgrund der zeitlichen Auflosung des Graphen deutlich sichtbar werden.
Wildtyp und Coexpression zeigen beide fir den Kanal typische Strome, wobei
die der Coexpression kleiner sind. Da die Mutante keine Strome generiert, kann
auch keine schnelle Inaktivierung aufgezeichnet werden. Die Analyse der

Spannungsabhangigkeit erfolgt in der Abb. 3.1.3 C.

3.1.3 Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- so wie der

Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften (Abb. 3.1.3)

Aus der Analyse von Ganzzellstromen wie in Abb. 3.1.2 A dargestellt, wurden
die im Gleichgewicht gemessenen und gemittelten Strome von
Wildtyp (O, n =5), Mutante (L1, n =5) und Coexpression (A, n =3) gegen das
entsprechende Testpulspotential aufgetragen (Kap. 2.5.5). Ab -50 mV zeigt der
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Wildtyp eine spannungsabhéngige Zunahme des Stroms gegenuber der
Mutante, wohingegen die Coexpression nur eine sehr geringe Zunahme zeigt,
was an dem relativ hohen nicht-hERG-charakteristischen Grundstrom liegt. Der
groRte  Unterschied zwischen  Wildtyp / Mutante (A =0,23 pA) und
Coexpression / Mutante (A = 0,033 pA) liegt bei 0 mV. Der Wildtyp zeigt hier
0,336 YA, die Mutante 0,105 pA und die Coexpression 0,138 pA. Bis 40 mV

steigen die Stromspuren aller drei Fraktionen weiter an.

Aus der Analyse von Abb. 3.1.2 B, die die Membranstrome Uber die Zeit zeigt,
wurden nun fir Abb.3.1.3B alle Datenpunkte von Wildtyp (O) und
Coexpression (A) gemittelt und daraus dieser Graph fiur die instantane Aktivie-

rung erstellt.

Bei -50 mV ist der Unterschied zwischen Wildtyp (1,266 pA) und Coexpression
(0,324 pA) mit A = 0,942 pA am grofdten. Zwischen -120 mV und -90 mV zeigt
der Wildtyp seinen einwartsrektifizierenden Charakter mit negativen Ganzzell-

stromwerten. Die Coexpression zeigt ihn von -120 mV bis -110 mV.

Der Graph, der eine Auswertung der Abbildungen 3.1.2 C und 3.1.3 A darstellt,
wird nun in Abb. 3.1.3 C gezeigt. Er stellt die Spannungsabhéngigkeit der
isochronalen  Aktivierung (aus Abb.3.1.3 A) und Inaktivierung (aus
Abb. 3.1.2 C) von Wildtyp (O bzw. @) und Coxpression (A bzw. A) dar. Zur
Anpassung der Ausgleichskurven wurde eine  Boltzmann-Funktion
(Gleichung 3, Kap. 2.5.5 ) verwendet. Der Parameter k gibt die Steilheit der
Funktion im Wendepunkt (= Vi) an und steht fur die Ansprechbarkeit der
Funktion. Am Wendepunkt sind 50% der Kandale geodffnet (G/Gmax = 0.5). Es
ergibt sich eine Schnittflache, die das aktive Fenster der Kandle zeigt. Je grof3er
die Schnittflache, desto hoher die Offenwahrscheinlichkeit. Die ermittelten
Parameter der Aktivierung fir die Coexpression (A) sind: v, =-10,6 £0,4 mV,
k=7,7+1,7mV, n=5. Die Parameter der Inaktivierung fur den Wildtyp (@)
sind: vy, =-73,5+4,4mV, k=-14,4+0,5 mV, n=5; fur die Coexpression (A):
Vip =-86,2+2,2mV, k=-16,4+£0,5mV, n=5. Bei der Inaktivierung zeigt die
Mutante T623l in der Coexpression im Vergleich zum Wildtyp eine

Linksverschiebung um 12,7 mV.
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Abb. 3.1.3: Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- sowie der Aktivierungs-
und Inaktivierungseigenschaften der Punktmutation T623I.

A Vergleich der Strom-Spannungskennlinien im FlieRgleichgewicht von
WT (O, n=5), T623I(1,n=5) und WT+T623l (A, n=2) (Messprotokoll ).
B Vergleich der instantanen Strom-Spannungskennlinien von WT (O, n=5) und
WT+T623I (A, n=5) (Messprotokoll 111). C Spannungsabhangigkeit der isochro-
nalen Aktivierung (Messprotokoll 1) und Inaktivierung (Protokoll 1) von WT und
WT+T623l. Ermittelte Parameter der Aktivierung fur WT+T623l (A): vy, =-10,6
+0,4mV, k=7,7+1,7mV, n=5. Parameter der Inaktivierung fir WT (@®): vy, = -
73,5+44mV, k=-14,4+0,5mV, n=5; fur WT+T623I (A): v¥2=-86,2+2,2 mV,
k=-16,0+0,5mV, n=5. Zur Anpassung der Ausgleichskurven an die Werte
wurde eine Boltzmann-Funktion verwendet (Gleichung 3 ).

In der Steilheit liegen keine Unterschiede vor. Es gibt keine Kurve fur die

Aktivierung des Wildtyps, da die vorliegenden Daten in diesem Fall fehlerhaft

waren und nicht mehr korrigiert werden konnten.
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Zusammenfassend wird deutlich, dass die Mutante T623l mit -0,343 pA
(33,15%) einen hohen Grundstrom aufweist und dass die Coexpression mit
42, 7% knapp unter der 50%-Grenze liegt. Der Vergleich der Gleichgewichts-
Membranstrome zeigt typische hERG-charakteristische Strome von Wildtyp und
Coexpression, wobei der Wildtyp Strome grol3eren Ausmalies zeigt. Die Strome
der Mutante sind atypisch, womoglich aufgrund des Auftretens endogener
Strome. Die Registrierungen der instantanen Aktivierung sind sowohl beim
Wildtyp als auch bei der Coexpression hERG-typisch, die der Coexpression in
etwa halb so groR wie die des Wildtyps. Die Registrierungen der
Gleichgewichts-Inaktivierung sind sowohl beim Wildtyp als auch bei der
Coexpression hERG-typisch, die der Coexpression sind kleiner als die des
Wildtyps. Die gro3ten Unterschiede zwischen Wildtyp, Mutante und Coex-
pression liegen bei der Gleichgewichts-Aktivierung bei 0 mV, bei der instan-
tanen Aktivierung bei -50 mV. Zwischen -90 mV und -120 mV zeigt der Wildtyp
seinen einwartsrektifizierenden Charakter, die Coexpression zwischen -110 mV
und -120 mV. Bei der Inaktivierung zeigt die Coexpression eine Linksver-
schiebung um 12,7 mV. Es gibt es keine Veranderungen in der Ansprechbarkeit

der Aktivierung bzw. Inaktivierung.

3.2  Punktmutation G628S in der Porenregion
Die Mutation G628S, bei der Glycin durch Serin an der Position 628
ausgetauscht ist, befindet sich im Selektivitatsfilter der Porenregion des hERG-

Kanals.

3.2.1 Analyse der Ganzzellstrome nach Hyperpolarisati  on (Abb. 3.2.1)

Es wurden wieder funf Registrierungen der Spitzenstrome (Messprotokoll 1,
Kap. 2.5.5) nacheinander aufgezeichnet. Die gemittelte Registrierung zeigt der
Kasten in Teil A der Abbildung. Der fur die Analyse wichtige Teil ist vergrof3ert
dargestellt. Er zeigt die Registrierungen von Wildtyp, G628S, Coexpression und
Kontrolle Ubereinander liegend. Man sieht auf einen Blick, dass die Mutante
einen deutlich geringeren Spitzenstrom zeigt, noch geringer als der der Kon-

trolle. Die Coexpression zeigt fast genauso viel Strom wie der Wildtyp.



Ergebnisse 46

A

e AT e
it WWWYW
Pl sttt
— o "
G628S - /ﬂ/ﬂiﬁwwwwwww -
i

e
p
Kontrolle—= [ //

01s _|o2sua
10s
WT+G628S—~ /
WT—
N.S.f* 7)
125 — (10) ® 15 — (10) n.s.
(10)
=< 100 _
€ g 10 -
§ 75- =
E 50 — 5 5
5 5
O 25-
0 - 0 -

= £
]

WT+G628S
Kontrolle
WT

G628S
WT+G628S

Abb. 3.2.1: Darstellung und Analyse der Strdme nach Hyperpolarisation der
Punktmutation G628S.

A Vergleich auf den WT normierter tail-Sréme von WT, G628S, WT+G628S und
nicht injizierter Oozyten (Kontrolle). Dargestellt ist ein vergréRerter Ausschnitt. Der
Kasten zeigt die komplette Registrierung unter Verwendung von Messprotokoll |
(Kap. 2.5.5). B Analyse der Spitzenstrome von WT, G628S, WT+G628S und
Kontrolle. Die Werte wurden auf den WT normiert. WT = 100 £ 12,4% (-0,92 pA);
G628S =22,1 +3,46% (-0,20 pA); WT+G628S = 97,8 + 14,68% (-0,90 pA) und
Kontrolle = 24,2 + 4,26% (-0,22 pA). Der Unterschied zwischen WT und Mutante
sowie Mutante und Coexpression zeigt eine hohe Signifikanz (<0,001). Zwischen
WT und Coexpression zeigt der Unterschied keine Signifikanz (n.s.) (Kap. 2.5.6).
Die Zahlen in Klammern Uber den Balken geben die Anzahl (n) der gemessenen
Oozyten an. C Analyse der Latenzzeit bis zum Spitzenstrom. WT = 12,77
+0,34 ms; G628S = 13,82 +0,91 ms; WT+G628S = 11,22 + 0,89 ms. Die Unter-
schiede in der Latenzzeit sind nicht gegeben (n.s.) (Kap. 2.5.6). Die Zahlen in
Klammern Uber den Balken zeigen die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten an.

Die quantitative Analyse ist in Teil B der Abbildung dargestellt. Die Werte im
Einzelnen betrugen fir den Wildtyp 100 £12,4% (I =-0,92 pA, n =10), fur die
Mutante G628S 22,1 + 3,46% (I =-0,20 pA, n=7), fur die Coexpression 97,8
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14,68% (I =-0,90 pA, n =8) und fur die Kontrolle 24,2 £+ 4,26% (I =-0,22 YA,
n = 7). Der Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante sowie zwischen Mutante
und Coexpression zeigt laut ANOVA-Test eine hohe Signifikanz (<0,001, ***),
zwischen Wildtyp und Coexpression besteht kein signifikanter Unterschied
(n.s.). Der Wert der Mutante entspricht mit 22,1% in etwa dem der Kontrolle mit
24,2%. Die Coexpression generiert mit 97,8% nahezu soviel Strom wie der
Wildtyp.

Das Balkendiagramm in Teil C der Abbildung vergleicht die Latenzzeiten von
Wildtyp, G628S und Coexpression bis zum Erreichen des Spitzenstroms in ms.
Die Werte im Einzelnen betrugen fir den Wildtyp 12,77 £0,34 ms (n = 10), fur
die Mutante G628S 13,82+091ms (n=7) und fur die Coexpression
11,22 £ 0,89 ms (n = 10). Signifikante Unterschiede in der Latenzzeit sind nicht

gegeben (n.s. fur nicht signifikant).

3.2.2 Vergleich der Ganzzellstrome wahrend Aktivierun g und
Inaktivierung (Abb. 3.2.2)

Abb. 3.2.2 A zeigt die qualitative Analyse der spannungsabh&ngigen Gleich-
gewichtsaktivierung von Wildtyp, G628S und Coexpression (Messprotokoll |1,
Kap. 2.5.5). Wildtyp und Coexpression zeigen typische, flr den Kanal charakte-
ristische Strome, wohingegen die Mutante atypische Strome zeigt, mdglicher-
weise durch das Auftreten endogener Strome. Wildtyp und Coexpression sehen
gleich aus, jedoch sind die Strome der Coexpression kleiner als die des

Wildtyps. Die quantitative Auswertung erfolgt in Abb. 3.2.3 A.

Die Darstellung der instantanen Aktivierung des Wildtyps, der Mutante G628S
und der Coexpression, in Abb. 3.2.2 B gezeigt, wurde wieder unter der Verwen-
dung von Messprotokoll I11 (Kap. 2.5.5) durchgefuhrt. Der Wildtyp zeigt
wiederum die fur dieses Messprotokoll typischen Registrierungen. Die Strome
der Coexpression sind ungefdhr um ein Drittel kleiner als die des Wildtyps.

Offensichtliche Unterschiede in der Kinetik sind nicht zu erkennen.
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Abb. 3.2.2: Vergleich der Ganzzellstréme der Punktmutation G628S wahrend der
Aktivierung und Inaktivierung.

A FlieRgleichgewichts-Aktivierung von WT, G628S und WT+G628S unter
Verwendung von Messprotokoll 1I. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt
in Abb. 3.2.3 A. B Instantane Aktivierung von WT und WT+G628S unter Verwen-
dung von Messprotokoll Ill. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in
Abb. 3.2.3 B. C Schnelle Inaktivierung von WT und WT+G628S unter Verwendung
von Messprotokoll 1V. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb.
3.23C.
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Die instantane Aktivierung der Mutante zeigt eher uncharakteristische Registrie-

rungen.

Abb. 3.2.2 C vergleicht die spannungsabhangige Gleichgewichtsinaktivierung
von Wildtyp und Coexpression miteinander (Messprotokoll 1V, Kap. 2.5.5).
Wildtyp und Coexpression zeigen beide fir den Kanal typische Stréome, wobei
die der Coexpression um in etwa ein Drittel kleiner sind. Da die Mutante keine
Strome generiert, kann auch keine schnelle Inaktivierung aufgezeichnet

werden. Die Analyse der Spannungsabhangigkeit erfolgt in der Abb. 3.2.3 C.

3.2.3 Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- so wie der

Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften (Abb. 3.2.3)

Aus der Analyse von Ganzzellstromen wie in Abb. 3.2.2 A dargestellt, wurden
die im Gleichgewicht gemessenen und gemittelten Strome von Wildtyp
(O, n=3), Mutante (1, n=3) und Coexpression (A, n=8) gegen das ent-
sprechende Testpulspotential aufgetragen (Kap. 2.5.5). Ab -50 mV zeigt der
Wildtyp eine spannungsabhéngige Zunahme des Stroms gegenuber der
Mutante, wohingegen die Coexpression nur eine sehr geringe Zunahme zeigt,
was an dem relativ hohen nicht-hERG-charakteristischen Grundstrom liegt. Der
grof3te Unterschied zwischen Wildtyp / Mutante (A = 0,073 pA) und Coexpres-
sion/ Mutante (A = 0,079 pA) liegt bei 0 mV. Der Wildtyp zeigt hier 0,213 pA, die
Mutante 0,140 pA und die Coexpression 0,219 pA. Bis 40 mV steigen die

Stromspuren aller drei Ansatze weiter an.

Aus der Analyse von Abb. 3.2.2 B, die die Membranstrome Uber die Zeit zeigt,
wurden nun fir Abb. 3.2.3 B alle Datenpunkte von Wildtyp (O) und Coexpres-
sion (A) gemittelt und daraus dieser Graph fir die instantane Aktivierung
erstellt. Bei -60mV ist der Unterschied zwischen Wildtyp / Mutante
(A=0,769 pA) und Coexpression / Mutante (A =0,484 pA) am grofdten. Hier
betragt der Wert des Wildtyps 0,695 YA, der der Mutante -0,074 pA sowie der
der Coexpression 0,41 pA.
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Abb. 3.2.3: Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- sowie der Aktivierungs-
und Inaktivierungseigenschaften der Punktmutation G628S.

A Vergleich der Strom-Spannungskennlinien im FlieBgleichgewicht von WT (O,
n=3), G628S(d, n=3) und WT+G628S (A, n=8) (MessprotokollIl).
B Vergleich der instantanen Strom-Spannungskennlinien von WT (O; n=2),
G628S ([0, n=3) und WT+G628S (A, n=6) (Messprotokoll 111). C Spannungs-
abhangigkeit der isochronalen Aktivierung (Messprotokoll I1) und Inaktivierung
(Messprotokoll IV) von WT und WT+G628S. Ermittelte Parameter der Aktivierung
fur WT (O):vy,=-141+18mV, k=7,3+0,2mV, n=3; fir WT+G628S (A):
vy, =-12,6£1,0mV, k=65+£05mV, n=7. Parameter der Inaktivierung fir
WT (@): v, =-85,2+1,1mV, k=-155+1,1 mV, n = 3; fir WT+G628S (A): v¥2 = -
88,2+15mV, k=-16,0 £ 1,8 mV, n=5. Zur Anpassung der Ausgleichskurven an
die Werte wurde eine Boltzmann-Funktion verwendet (Gleichung 3 ).

Zwischen -120 mV und -90 mV zeigen Wildtyp und Coexpression ihren
einwartsrektifizierenden Charakter mit negativen Ganzzellstromwerten. Der
Graph, der eine Auswertung der Abbildungen 3.2.2 C und 3.2.3 A darstellt, wird
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nun in Abb.3.2.3C gezeigt. Er stellt die Spannungsabhéngigkeit der
isochronalen  Aktivierung (aus Abb.3.2.3A) und Inaktivierung (aus
Abb. 3.2.2 C) von Wildtyp (O bzw. @) und Coxpression (A bzw. A) dar. Zur
Anpassung der Ausgleichskurven wurde wieder eine Boltzmann-Funktion
(Gleichung 3, Kap. 2.5.5 ) verwendet. Die ermittelten Parameter der Aktivierung
fur den Wildtyp (O) sind: vy, =-14,1+1,8 mV, k=7,3£0,2 mV, n=3; fur die
Coexpression (A): vy, =-12,6 1,0 mV, k=6,5+0,5mV, n =7. Die Parameter
der Inaktivierung fur den Wildtyp (@) sind: vy,=-852+1,1mV, k=-
155+1,1mV, n=3; fur die Coexpression (A): vi2=-882+15mV, k=-
16,0 £1,8 mV, n =5. Sowohl bei der Aktivierung als auch bei der Inaktivierung
zeigt die Mutante G628S in der Coexpression im Vergleich zum Wildtyp weder

eine Links- noch eine Rechts-Verschiebung.

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Mutante G628S keinen Strom leitet
und dass die Coexpression mit 97,8% quasi genauso viel Strom leitet wie der
Wildtyp. Der Vergleich der Gleichgewichts-Aktivierungs-Membranstrome zeigt
typische hERG-charakteristische Strome von Wildtyp und Coexpression, wobei
der Wildtyp Strome grélReren Ausmalies zeigt. Die Strome der Mutante sind
atypisch, weil sie keinen Strom leitet und somit eventuell vorhandene endogene
Strome sichtbar werden. Die Registrierungen der instantanen Aktivierung sind
sowohl beim Wildtyp als auch bei der Coexpression hERG-typisch, die der
Coexpression in etwa ein Drittel kleiner als die des Wildtyps. Die Mutante zeigt
keine hERG-typischen Registrierungen. Die Registrierungen der Gleich-
gewichts-Inaktivierung sind sowohl beim Wildtyp als auch bei der Coexpression
hERG-typisch, die der Coexpression sind um etwa ein Drittel kleiner als die des
Wildtyps. Die grofiten Unterschiede zwischen Wildtyp, Mutante und
Coexpression liegen bei der Gleichgewichts-Aktivierung bei 0 mV, bei der
instantanen Aktivierung bei -60 mV. Zwischen -90 mV und -120 mV zeigen
Wildtyp und Coexpression ihren einwartsrektifizierenden Charakter. Bei der
Aktivierung und Inaktivierung zeigen sich keine Links- oder Rechtsver-
schiebungen der Kurven der Coexpression in Bezug auf den Wildtyp. Es gibt es

keine Veranderungen in der Ansprechbarkeit der Aktivierung und Inaktivierung.
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3.3  Punktmutation K638Q in der Porenregion
Die Mutation K638Q, bei der Lysin durch Glutamin an der Position 638

ausgetauscht ist, befindet sich in S6 der Porenregion des hERG-Kanals.

3.3.1 Analyse der Ganzzellstrome nach Hyperpolarisati  on (Abb. 3.3.1)

Es wurden wieder funf Registrierungen der Spitzenstrome (Messprotokoll 1,
Kap. 2.5.5) nacheinander aufgezeichnet. Die gemittelten Registrierungen von
Wildtyp, K638Q, Coexpression und Kontrolle zeigt Teil A Ubereinander liegend.
Es ist auf einen Blick ersichtlich, dass die Mutante einen deutlich geringeren
Spitzenstrom zeigt, der im Bereich der Kontrolle liegt. Die Coexpression zeigt in

etwa halb so viel Strom wie der Wildtyp.

Die quantitative Analyse ist in Teil B der Abbildung dargestellt. Die Werte im
Einzelnen betrugen fur den Wildtyp 100 £20,11% (1 = -1,47 pA, n = 11), fur die
Mutante K638Q 25,01 +7,32% (I =-0,32 pA, n=10), fir die Coexpression
67,02 £15,18% (I =-0,98 pA, n =12) und fir die Kontrolle 18,2 +2,35% (I = -
0,27 YA, n = 6).

Der Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante zeigt laut ANOVA-Test eine
mittlere Signifikanz (<0,01, **), zwischen Wildtyp und Coexpression sowie
zwischen Mutante und Coexpression besteht kein signifikanter Unterschied
(n.s.). Der Wert der Mutante liegt mit 25,01% etwas hoéher als der der Kontrolle
mit 18,2%. Die Coexpression generiert mit 67,02% etwas mehr als die Halfte

des Stroms des Wildtyps.

Das Balkendiagramm in Teil C der Abbildung vergleicht die Latenzzeiten von
Wildtyp, K638Q und Coexpression. Die Werte im Einzelnen betrugen fur den
Wildtyp 12,36 + 0,004 ms (n = 7), fur die Mutante K638Q 4,92 +0,13 ms (n =7)
und fir die Coexpression 10,66 +0,23ms (n=7). Es bestehen hohe
signifikante Unterschiede in der Latenzzeit sowohl zwischen Wildtyp und
Mutante, als auch zwischen Wildtyp und Coexpression und zwischen Mutante
und Coexpression (<0,001; ***). Die Latenzzeit der Mutante ist hier mit 4,92 ms

auffallig stark verkurzt.
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Abb. 3.3.1: Darstellung und Analyse der Strdme nach Hyperpolarisation der
Punktmutation K638Q.

A Vergleich auf den WT normierter tail-Sréme von WT, K638Q, WT+K638Q und
nicht injizierter Oozyten (Kontrolle). Dargestellt ist ein vergréRerter Ausschnitt. Der
Kasten zeigt die komplette Registrierung unter Verwendung von Messprotokoll |
(Kap. 2.5.5). B Analyse der Spitzenstrome von WT, K638Q, WT+K638Q und
Kontrolle. Die Werte wurden auf den WT normiert. WT = 100 + 20,11% (-1,47 pA);
K638Q = 25,01 +7,32% (-0,32 pA); WT+K638Q = 67,02 + 15,18% (-0,98 pA) und
Kontrolle = 18,2 + 2,35% (-0,27 pA). Unterschiede sind nicht gegeben (n.s.), bzw.
zwischen WT und Mutante magig signifikant (<0,01) (Kap. 2.5.6). Die Zahlen in
Klammern Uber den Balken geben die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten an.
C Analyse der Latenzzeit bis zum Spitzenstrom. WT = 12,36 + 0,004 ms;
K638Q= 4,92 £ 0,13 ms; WT+K638Q = 10,66 + 0,23 ms. Die Unterschiede in der
Latenzzeit zeigen hohe Unterschiede zwischen WT und Mutante, WT und
Coexpression und zwischen Mutante und Coexpression (<0,001) (Kap. 2.5.6). Die
Zahlen in Klammern Uber den Balken zeigen die Anzahl (n) der gemessenen
Oozyten an.
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3.3.2 Vergleich der Ganzzellstrome wahrend Aktivierun g und
Inaktivierung (Abb. 3.3.2)

Abb. 3.3.2 A zeigt die qualitative Analyse der spannungsabhangigen
Gleichgewichtsaktivierung von  Wildtyp, K638Q und Coexpression
(Messprotokoll 11, Kap. 2.5.5). Wildtyp und Coexpression zeigen fur den Kanal
charakteristische Stréome, wohingegen die Mutante atypische Strome zeigt,
maoglicherweise durch das Auftreten endogener Strome. Wildtyp und
Coexpression sehen gleich aus, jedoch sind die Strome der Coexpression um
mehr als die Halfte kleiner als die des Wildtyps. Die quantitative Auswertung
erfolgtin Abb. 3.3.3 A.

Die Darstellung der instantanen Aktivierung des Wildtyps und der Coexpression
(Messprotokoll 111, Kap. 2.5.5) wird in Abb. 3.3.2 B gezeigt. Der Wildtyp zeigt
wiederum die fur dieses Messprotokoll typischen Registrierungen. Die Strome
der Coexpression sind ungeféahr um die Halfte kleiner als die des Wildtyps. Eine
instantane Aktivierung der Mutante konnte aufgrund schlechter Abdichtungs-

eigenschaften der Oozyten nicht gemessen werden.

Abb. 3.3.2 C vergleicht die spannungsabhangige Gleichgewichtsinaktivierung
von Wildtyp und Coexpression (Messprotokoll 1V, Kap.2.5.5) miteinander.
Wildtyp und Coexpression zeigen beide fiur den Kanal typische Stréome, wobei
sich beide gréfienmaldig entsprechen. Da die Mutante keine Strobme generiert,
kann auch keine schnelle Inaktivierung aufgezeichnet werden. Die Analyse der

Spannungsabhangigkeit erfolgt in der Abb. 3.3.3 C.
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Abb. 3.3.2: Vergleich der Membranstrome der Punktmutation K638Q wéahrend der
Aktivierung und Inaktivierung.

A Fliegleichgewichts- Aktivierung von WT, K638Q und WT+K638Q unter Ver-
wendung von Messprotokoll II. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in
Abb. 3.3.3 A. B Instantane Aktivierung von WT und WT+K638Q unter Verwen-
dung von Messprotokoll 1ll. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in
Abb. 3.3.3 B. C Schnelle Inaktivierung von WT und WT+K638Q unter Verwendung
von Messprotokoll 1V. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in
Abb. 3.3.3 C.
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3.3.3 Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- so wie der

Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften (Abb. 3.3.3)

Aus der Analyse von Ganzzellstromen wie in Abb. 3.3.2 A dargestellt, wurden
die im Gleichgewicht gemessenen und gemittelten Strome von Wildtyp
(O,n=3), Mutante (,n=3) und Coexpression(A,n=3) gegen das
entsprechende Testpulspotential aufgetragen (Kap. 2.5.5). Ab -50 mV zeigt der
Wildtyp eine spannungsabhéngige Zunahme des Stroms gegenuber der
Mutante, wobei die Coexpression nur eine vergleichbare Zunahme zeigt, die
dem Wildtyp gegeniber leicht nach links versetzt ist (Zunahme ab -60 mV). Der
groRte  Unterschied zwischen Wildtyp / Mutante (A =1,196 pA) und
Coexpression / Mutante (A = 0,688 puA) liegt bei 0 mV. Der Wildtyp zeigt hier
1,292 pA, die Mutante 0,096 pA und die Coexpression 0,784 pA.

Aus der Analyse von Abb. 3.3.2 B, die die Membranstrome Uber die Zeit zeigt,
wurden nun fir Abb.3.3.3B alle Datenpunkte von Wildtyp (O) und
Coexpression (A) gemittelt und daraus dieser Graph fur die instantane
Aktivierung erstellt. Bei -50 mV ist der Unterschied zwischen Wildtyp /
Coexpression (A =2,138 pA) am groldten. Hier betragt der Wert des Wildtyps
3,888 YA, der der Coexpression 1,715 pA. Zwischen -120 mV und -90 mV
zeigen Wildtyp und Coexpression ihren einwartsrektifizierenden Charakter mit
negativen Ganzzellstromwerten. Der Graph, der eine Auswertung der
Abbildungen 3.3.2 C und 3.3.3 A darstellt, wird nun in Abb. 3.3.3 C gezeigt. Er
stellt die Spannungsabhangigkeit der isochronalen Aktivierung (aus
Abb. 3.3.3 A) und Inaktivierung (aus Abb. 3.3.2 C) von Wildtyp (O bzw. @) und
Coxpression (A bzw. A) dar. Zur Anpassung der Ausgleichskurven wurde
wieder eine Boltzmann-Funktion (Gleichung 3, Kap.2.5.5 ) verwendet. Die
ermittelten Parameter der Aktivierung far den Wildtyp (O) sind: vy =-
21,2+40mV, k=10,1+£14mV, n=3; fur die Coexpression (A): vip=-
18,4 +0,7 mV, k=9,4+£0,4 mV, n = 3. Die Parameter der Inaktivierung fur den
Wildtyp (®) sind: vy, =-53,5+122mV, k=-13,6 1,4 mV, n=2; fur die
Coexpression (A): vy, =-64,8 +109mV, k=-13,6 £0,9 mV, n=3.
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Abb. 3.3.3: Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- sowie der Aktivierungs-
und Inaktivierungseigenschaften der Punktmutation K638Q.

A Vergleich der Strom-Spannungskennlinien im FlieBgleichgewicht von WT (O,
n=3), K638Q (O,n=3) und WT+K638Q (A,n=3) (Messprotokoll II).
B Vergleich der instantanen Strom-Spannungskennlinien von WT (O, n = 3) und
WT+K638Q (A, n = 3) (Messprotokoll 111). C Spannungsabhéangigkeit der isochro-
nalen Aktivierung (Messprotokoll II) und Inaktivierung (Protokoll 1V) von WT und
WT+K638Q. Ermittelte Parameter der Aktivierung fir WT (O): vy, =-21,2 £ 4,0 mV,
k=10.1+1,4mV, n=3; fir WT+K638Q (A): v, =-18,4+0,7mV, k=9,4+0,4
mV, n= 3. Parameter der Inaktivierung fir WT (@®): v, =-53,5 £122mV, k=-
13,6 £1,4mV, n=2; fur WT+K638Q (A): v/2=-64,8 + 0,9 mV, k=-13,6 + 0,9 mV,
n = 3. Zur Anpassung der Ausgleichskurven an die Werte wurde eine Boltzmann-
Funktion verwendet (Gleichung 3 ).

Bei der Aktivierung gibt es keine Verschiebungen, bei der Inaktivierung zeigt die

Mutante K638Q in der Coexpression im Vergleich zum Wildtyp eine Links-
verschiebung um A = 11,3 mV.
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Zusammenfassend wird deutlich, dass die Mutante K638Q keinen Strom leitet
und dass die Coexpression mit 67,02% etwas mehr als 50% des Stroms leitet,
den der Wildtyp zeigt. In der Latenzzeit fallt die mit 4,92 ms stark verkirzte
Latenzzeit der Mutante auf. Der Vergleich der Gleichgewichts-Aktivierungs-
Membranstrome zeigt hERG-charakteristische Stréme von Wildtyp und
Coexpression, wobei der Wildtyp Strome grol3eren Ausmalies zeigt. Die Strome
der Mutante sind atypisch, womoglich aufgrund des Auftretens endogener
Strome. Die Registrierungen der instantanen Aktivierung sind sowohl beim
Wildtyp als auch bei der Coexpression hERG-typisch, die der Coexpression in
etwa halb so groR wie die des Wildtyps. Die Reqgistrierungen der
Gleichgewichts-Inaktivierung sind sowohl beim Wildtyp als auch bei der
Coexpression hERG-typisch; beide zeigen in etwa die gleiche GrolRe. Die
grof3ten Unterschiede zwischen Wildtyp, Mutante und Coexpression liegen bei
der Gleichgewichts-Aktivierung bei 0 mV, bei der instantanen Aktivierung bei -
50 mV. Zwischen -90 mV und -120 mV zeigen Wildtyp und Coexpression ihren
einwartsrektifizierenden Charakter. Bei der Aktivierung zeigen sich keine Ver-
schiebungen; bei der Inaktivierung zeigt sich eine Linksverschiebung der Kurve
der Coexpression in Bezug auf den Wildtyp. Es gibt es keine Veranderungen in

der Ansprechbarkeit der Aktivierung sowie Inaktivierung.

3.4  Punktmutation R1055Q am C-Terminus

Die Mutation R1055Q, bei der Arginin durch Glutamin an der Position 1055 aus-
getauscht ist, befindet sich am C-terminalen Ende des hERG-Kanals. Diese
Punktmutation gilt klinisch als Polymorphismus (single nucleotide polymor-
phism, SNP im Exon 14) und wurde in der asiatischen Bevdlkerung detektiert
[47].

3.4.1 Analyse der Ganzzellstrome nach Hyperpolarisati  on (Abb. 3.4.1)

Es wurden wieder finf Registrierungen des Spitzenstroms nach
Messprotokoll |, Kap.2.5.5 nacheinander aufgezeichnet. Die gemittelten

Registrierungen von Wildtyp, R1055Q, Coexpression und Kontrolle Uberein-



Ergebnisse 59

ander liegend zeigt Teil A. Es wird direkt deutlich, dass die Mutante einen
deutlich geringeren Spitzenstrom zeigt, in etwa ein Viertel des Wildtyps, einiges
mehr als die Kontrolle. Die Coexpression ndhert sich dem Wildtyp an. Die
guantitative Analyse ist in Teil B dargestellt. Die Werte im Einzelnen betrugen
fur den Wildtyp 100 £7,44% (1 =-1,85 pA, n=30), fur die Mutante R1055Q
29,97 £2,66% (I =-0,52 pA, n = 25), fur die Coexpression 78,22 +15,85% (I = -
1,38 yA, n=26) und fir die Kontrolle 9,4 +£1,18% (I =-0,33 pA, n=9). Der
Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante sowie zwischen Mutante und
Coexpression zeigt laut ANOVA-Test eine hohe Signifikanz (<0,001, ***);
zwischen Wildtyp und Coexpression besteht ein Unterschied von geringerer
Signifikanz (<0,05, *). Der Wert der Kontrolle ist mit 9,4% sehr niedrig, dagegen
mutet der Wert der Mutante mit 29,97% sehr hoch an. Daher erklaren sich wohl

auch die hohen 78,22% der Coexpression.

Das Balkendiagramm in Teil C vergleicht die Latenzzeiten von Wildtyp, R1055Q
und Coexpression. Die Werte im Einzelnen betrugen fir den Wildtyp
13,39 £ 0,44 ms (n = 30), fur die Mutante R1055Q 12,64 £ 0,39 ms (n = 28) und
fur die Coexpression 13,82 £ 0,41 ms (n = 27). Es bestehen gering signifikante
Unterschiede in der Latenzzeit sowohl zwischen Wildtyp und Mutante, als auch
zwischen Mutante und Coexpression (<0,05, *). Zwischen Wildtyp und

Coexpression besteht kein signifikanter Unterschied (n.s.).
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Abb. 3.4.1: Darstellung und Analyse der Strdbme nach Hyperpolarisation der C-
terminalen Punktmutation R1055Q.

A Vergleich auf den WT normierter tail-Srome von WT, R1055Q, WT+R1055Q
und nicht injizierter Oozyten (Kontrolle). Dargestellt ist ein vergroerter Ausschnitt.
Der Kasten zeigt die komplette Registrierung unter Verwendung von Mess-
protokoll | (Kap. 2.5.5). B Analyse der Spitzenstrome von WT, R1055Q,
WT+R1055Q und Kontrolle. Die Werte wurden auf den WT normiert.
WT =100 £ 7,44% (-1,85 pA); R1055Q = 29,97 +2,66% (-0,52 pA); WT+R1055Q
=78,22 +5,85% (-1,38 pA) und Kontrolle =9,4+1,18% (-0,33 pA). Der Unter-
schied zwischen WT und Mutante sowie Mutante zur Coexpression zeigt eine hohe
Signifikanz (<0,001). Zwischen WT und Coexpression zeigt der Unterschied eine
geringe Signifikanz (<0,05) (Kap. 2.5.6). Die Zahlen in Klammern Uber den Balken
geben die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten an. C Analyse der Latenzzeit bis
zum Spitzenstrom. WT =13,39+0,44 ms; R1055Q =12,64+0,38ms; WT
+R1055Q = 13,82 + 0,41 ms. Die Unterschiede in de Latenzzeit sind nicht gegeben
(n.s.), bzw. nur gering signifikant (<0,05) (Kap. 2.5.6). Die Zahlen in Klammern
Uber den Balken zeigen die Anzahl (n) der gemessenen Oozyten an.
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3.4.2 Vergleich der Ganzzellstrome wahrend Aktivierun g und
Inaktivierung (Abb. 3.4.2)

Abb. 3.4.2 A zeigt die qualitative Analyse der spannungsabhangigen
Gleichgewichtsaktivierung von  Wildtyp, R1055Q und Coexpression
(Messprotokoll 11, Kap. 2.5.5). Wildtyp, Mutante und Coexpression zeigen
hERG-Kanal-charakteristische Strome, wobei die GroRe der Strome in der
Reihenfolge Coexpression, Wildtyp und Mutante abnimmt. Die quantitative Aus-
wertung erfolgt in Abb. 3.4.3 A.

Die Darstellung der instantanen Aktivierung des Wildtyps und der Mutante
(Messprotokoll 111, Kap. 2.5.5) erfolgtin Teil B. Der Wildtyp zeigt wiederum die
fur dieses Messprotokoll typischen Registrierungen. Die Strome der Mutante
sind ungefahr um zwei Drittel kleiner als die des Wildtyps. Eine instantane
Aktivierung der Coexpression konnte aufgrund schlechter Abdichtungs-

eigenschaften der Oozyten nicht gemessen werden.

Abb. 3.4.2 C vergleicht die spannungsabhangige Gleichgewichtsinaktivierung
von Wildtyp und Coexpression miteinander (Messprotokoll 1V, Kap. 2.5.5).
Wildtyp und Coexpression zeigen beide fir den Kanal typische Stréome, wobei
die Strome der Coexpression in etwa zwei Drittel der Grofie des Wildtyps
entsprechen. Da die Mutante keine Strome generiert, kann auch keine schnelle
Inaktivierung aufgezeichnet werden. Die Analyse der Spannungsabhangigkeit
erfolgtin Abb. 3.4.3 C.
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Abb. 3.4.2: Vergleich der Ganzzellstrome der Punktmutation R1055Q wahrend
der Aktivierung und Inaktivierung.

A Fliegleichgewichts-Aktivierung von WT, R1055Q und WT+R1055Q unter Ver-
wendung von Messprotokoll 1I. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in
Abb. 3.4.3 A. B Instantane Aktivierung von WT und WT+R1055Q unter Verwen-
dung von Messprotokoll IIl. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb.
3.4.3B. C Schnelle Inaktivierung von WT und WT+R1055Q unter Verwendung
von Messprotokoll IV. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb.
3.4.3C.
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3.4.3 Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- so wie der

Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften (Abb. 3.4.3)

Aus der Analyse von Ganzzellstromen wie in Abb. 3.4.2 A dargestellt, wurden
die im Gleichgewicht gemessenen und gemittelten Strobme von
Wildtyp (O, n =5), Mutante (L1, n =5) und Coexpression (A, n =5) gegen das
entsprechende Testpulspotential aufgetragen (Kap. 2.5.5). Ab -50 mV zeigt der
Wildtyp eine spannungsabhéngige Zunahme des Stroms gegenuber der
Mutante, wobei die Coexpression eine vergleichsweise grol3ere Zunahme
zeigt. Der grol3te Unterschied zwischen Wildtyp / Mutante (A = 0,113 pA) und
Coexpression / Mutante (A = 0,165 pA) liegt bei -10 mV. Der Wildtyp zeigt hier
0,247 pA, die Mutante 0,36 PHA und die Coexpression 0,195 pA.

Aus der Analyse von Abb. 3.4.2 B, die die Membranstrome Uber die Zeit zeigt,
wurden nun fur Abb.3.4.3B alle Datenpunkte von Wildtyp (O, n=5),
Mutante (L1, n=5) und Coexpression (A, n=5) gemittelt und daraus dieser
Graph fur die instantane Aktivierung erstellt. Die glockenférmige Kurve der
Coexpression liegt hoher als die des Wildtyps. Die Mutante macht keine
nennenswerten Aktivierungsstrome. Bei -60 mV ist der Unterschied zwischen
Wildtyp / Coexpression (A =0,352 pA) und Mutante / Coexpression
(A =0,97 pA) am grof3ten. Hier betragt der Wert des Wildtyps 0,158 YA, der der
Mutante 0,51 pA und der der Coexpression 1,48 pA. Zwischen -120 mV und -
90 mV zeigen Wildtyp und Coexpression ihren einwartsrektifizierenden

Charakter mit negativen Ganzzellstromwerten.

Der Graph, der eine Auswertung der Abbildungen 3.4.2 C und 3.4.3 A darstellt,
wird nun in Abb. 3.4.3 C gezeigt. Er stellt die Spannungsabhéngigkeit der
isochronalen  Aktivierung (aus Abb.3.4.3A) und Inaktivierung (aus
Abb. 3.4.2 C) von Wildtyp (O bzw. @) und Coxpression (A bzw. A) dar. Zur
Anpassung der Ausgleichskurven wurde wieder eine Boltzmann-Funktion

(Gleichung 3, Kap. 2.5.5 ) verwendet.
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Abb. 3.4.3: Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- sowie der Aktivierungs-
und Inaktivierungseigenschaften der C-terminalen Punktmutation R1055Q.

A Vergleich der Strom-Spannungskennlinien im FlieBgleichgewicht von WT (O,
n=5), R1055Q (O, n=5) und WT+R1055Q (A, n=5) (Messprotokoll Il).
B Vergleich der instantanen Strom-Spannungskennlinien von WT (O, n=5),
R1055Q ([, n = 5) und WT+R1055Q (A, n = 5) (Messprotokoll I11). C Spannungs-
abhangigkeit der isochronalen Aktivierung (Messprotokoll I1) und Inaktivierung
(Messprotokoll IV) von WT und WT+R1055Q. Ermittelte Parameter der Aktivierung
fur WT (O): vy, =-11,8+35mV, k=7,1+02mV, n=5; fir WT+R1055Q
(A): vy, =-12,4+15mV, k=7,2+0,2mV, n=5. Parameter der Inaktivierung fur
WT (@): v, =-80,4+6,4mV, k=-13,3+0,5mV, n=5; fir WT+R1055Q (A):
VY% =-76,7+2,0mV, k=-12,7+0,7mV, n=5. Zur Anpassung der Ausgleichs-
kurven an die Werte wurde eine Boltzmann-Funktion verwendet (Gleichung 3 ).

Die ermittelten Parameter der Aktivierung fir den Wildtyp (O) sind: vy = -
11,8+35mV, k=7,1+£02mV, n=5; fur die Coexpression (A): Vip=-
124+15mV, k=7,2+0,2mV, n=5. Die Parameter der Inaktivierung fur den
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Wildtyp (®) sind: vi, =-80,4+£6,4 mV, k=-13,3+£0,5mV, n=25; fur die Coex-
pression (A): Vi, =-76,7x2,0mV, k=-12,7 +0,7 mV, n=5. Bei der Aktivie-
rung gibt es keine Verschiebungen, bei der Inaktivierung zeigt die Mutante
R1055Q in der Coexpression im Vergleich zum Wildtyp eine Kkleine

Rechtsverschiebung um A = 3,7 mV.

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Mutante R1055Q einen
verhaltnismaRig hohen Grundstrom aufweist und dass die Coexpression mit
78,22% mehr als drei Viertel des Stroms leitet, den der Wildtyp zeigt. In der
Latenzzeit gibt es keine Aufféalligkeiten. Der Vergleich der Gleichgewichts-
Aktivierungs-Membranstrome zeigt hERG-charakteristische Strome von
Wildtyp, Mutante und Coexpression, wobei die Coexpression Strome grof3eren
Ausmales zeigt, dann der Wildtyp, zuletzt die Mutante. Die Registrierungen der
instantanen Aktivierung sind sowohl beim Wildtyp als auch bei der Mutante
hERG-typisch, die der Mutante in etwa ein Drittel so grol3 wie die des Wildtyps.
Die Registrierungen der Gleichgewichts-Inaktivierung sind sowohl beim Wildtyp
als auch bei der Coexpression hERG-typisch; letztere zeigt in etwa zwei Drittel
der GroRRe der Wildtypstrome. Die grélten Unterschiede zwischen Wildtyp,
Mutante und Coexpression liegen bei der Gleichgewichts-Aktivierung bei -
10 mV, wobei die Coexpression hthere Strome zeigt als der Wildtyp. Bei der
instantanen Aktivierung liegt der grof3te Unterschied bei -60 mV, auch hier zeigt
die Coexpression groR3ere Strome als der Wildtyp, die Mutante macht prinzipiell
keinen Strom. Zwischen -90 mV und -120 mV zeigen Wildtyp und Coexpression
ihren einwartsrektifizierenden Charakter. Bei der Aktivierung zeigen sich keine
Verschiebungen; bei der Inaktivierung zeigt sich eine kleine
Rechtsverschiebung der Kurve der Coexpression in Bezug auf den Wildtyp um
A=37mV. Es gibt es keine Veranderungen in der Ansprechbarkeit der

Aktivierung bzw. Inaktivierung.
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3.5 Abbruchmutation Q688X in der Porenregion
Die Mutation Q688X kommt es statt Bildung der Aminosaure Glutamin an der
Position 688 zum Abbruch der Proteinbiosynthese. Die Mutation befindet sich

mitten in der Porenregion des hERG-Kanals.

3.5.1 Analyse der Ganzzellstrome nach Hyperpolarisati  on (Abb. 3.5.1)

Es wurden wieder funf Registrierungen der Spitzenstrome (Messprotokoll 1,
Kap. 2.5.5) nacheinander aufgezeichnet. Die gemittelten Registrierungen von
Wildtyp, Q638Q, Coexpression und Kontrolle Gbereinander liegend zeigt Teil A.
Es wird ersichtlich, dass die Mutante einen extrem geringen Spitzenstrom zeigt,
der im Bereich der Kontrolle liegt. Die Coexpression zeigt etwas mehr als die

Halfte des Stroms des Wildtyps.

Die quantitative Analyse ist in Teil B dargestellt. Die Werte im Einzelnen
betrugen fur den Wildtyp 100+ 7,3% (I =-2,15 pA, n =24), fur die Mutante
Q688X 12,6 +1,5% (I =-0,23 uA, n=23), fur die Coexpression 71,3 +6,8%
(I=-1,45 pA, n=26) und fur die Kontrolle 13,8 £1,7% (I =-0,22 pA, n = 20).
Der Unterschied sowohl zwischen Wildtyp und Mutante, als auch zwischen
Mutante und Coexpression und zwischen Wildtyp und Coexpression zeigt laut
ANOVA-Test eine hohe Signifikanz (<0,001, ***). Der Wert der Mutante liegt mit
12,6% im selben niedrigen Bereich wie die Kontrolle mit 13,8%. Die

Coexpression generiert mit 71,3% knapp zwei Drittel des Wertes des Wildtyps.

Das Balkendiagramm in Teil C der Abbildung vergleicht die Latenzzeiten von
Wildtyp, Q688X und Coexpression. Die Werte im Einzelnen betrugen fur den
Wildtyp 10,99 +0,34 ms (n=24), fur die Mutante Q688X 5,71 +0,48 ms
(n=24) und fur die Coexpression 12,12 + 0,53 ms (n = 26). Es bestehen hohe
signifikante Unterschiede in der Latenzzeit sowohl zwischen Wildtyp und
Mutante, als auch zwischen Mutante und Coexpression (<0,001, ***). Der
Unterschied zwischen Wildtyp und Coexpression ist nicht signifikant (n.s.). Die

Latenzzeit der Mutante ist hier mit 5,71 ms auffallig stark verkurzt.
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Abb. 3.5.1: Darstellung und Analyse der Strdme nach Hyperpolarisation der
C-terminalen Abbruchmutation Q688X.

A Vergleich auf den WT normierter tail-Sréme von WT, Q688X, WT+Q688X und
nicht injizierter Oozyten (Kontrolle). Dargestellt ist ein vergréRerter Ausschnitt. Der
Kasten zeigt die komplette Registrierung unter Verwendung von Messprotokoll |
(Kap. 2.5.5). B Analyse der Spitzenstrome von WT, Q688X, WT+Q688X und
Kontrolle. Die Werte wurden auf den WT normiert. WT =100 +7,3% (-2,15 pA);
Q688X =126 +1,5% (-0,23 pA); WT+Q688X =71,3+6,8% (-1,45pA) und
Kontrolle = 13,8 £ 1,7% (-0,22 pA). Der Unterschied zwischen WT und Mutante,
zwischen Mutante und Coexpression sowie zwischen WT und Coexpression zeigt
eine hohe Signifikanz (<0,001). (Kap. 2.5.6). Die Zahlen in Klammern Uber den
Balken geben die Anzahl (n) der Messungen an. C Analyse der Latenzzeit bis zum
Spitzenstrom. WT =10,99 £0,34 ms; Q688X =5,71+0,48 ms; WT+Q688X =
12,12 + 0,53 ms. Die Unterschiede in der Latenzzeit zeigen hohe Signifikanzen
zwischen WT und Mutation sowie zwischen Mutation und der Coexpression
(<0,001) (Kap. 2.5.6). Zwischen WT und Coexpression zeigen die Unterscheide
keine Signifikanz (n.s.).Die Zahlen in Klammern Uber den Balken zeigen die Anzahl
(n) der Messungen an.



Ergebnisse 68

3.5.2 Vergleich der Ganzzellstrome wahrend Aktivierun g und
Inaktivierung (Abb. 3.5.2)

Abb. 3.5.2 A zeigt die qualitative Analyse der spannungsabhangigen
Gleichgewichtsaktivierung von Wildtyp, Q688X und Coexpression (Mess-
protokoll 11, Kap.2.5.5). Wildtyp und Coexpression zeigen hERG-charak-
teristische Strome, wohingegen die Mutante atypische Strome zeigt,
maoglicherweise durch das Auftreten endogener Strome. Wildtyp und
Coexpression sehen gleich aus, jedoch sind die Strome der Coexpression um
etwa ein Viertel grol3er als die des Wildtyps. Die quantitative Auswertung erfolgt
in Abb. 3.5.3 A.

Abb. 3.5.2B zeigt die instantane Aktivierung der Coexpression
(Messprotokoll 111, Kap. 2.5.5). Eine instantane Aktivierung des Wildtyps und
der Mutante konnte aufgrund schlechter Abdichtungseigenschaften der Oozyten
nicht gemessen werden. Die Registrierung der Coexpression zeigt den flr
hERG typischen Verlauf.

Abb. 3.5.2 C vergleicht die spannungsabhangige Gleichgewichtsinaktivierung
(Messprotokoll 1V, Kap. 2.5.5) von Wildtyp und Coexpression miteinander.
Wildtyp und Coexpression zeigen beide fiur den Kanal typische Stréome, wobei
die Registrierung der Coexpression in etwa finfmal so grol3 ist wie die des
Wildtyps. Da die Mutante keine Strome generiert, kann auch keine schnelle
Inaktivierung aufgezeichnet werden. Die Analyse der Spannungsabhangigkeit
erfolgt in der Abb. 3.5.3 C.



Ergebnisse

69

0.5 pA
|
\ 1s
WT O Q688X O WT+Q688X A
| 0.5 pA N
T —
2s
WT+Q688X A

WT O WT+Q688X A

Abb. 3.5.2: Vergleich der Ganzzellstrome der C-terminalen Abbruchmutation
Q688X wahrend der Aktivierung und Inaktivierung.

A Gleichgewichts-Aktivierung von WT, Q688X und WT+Q688X unter Verwendung
von Messprotokoll Il. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb.
3.5.3 A. B Instantane Aktivierung von WT+Q688X unter Verwendung von Mess-
rotokoll I1l. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb. 3.5.3 B.
C Schnelle Inaktivierung von WT und WT+Q688X unter Verwendung von Mess-
protokoll IV. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in Abb. 3.5.3 C.
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3.5.3 Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- so wie der

Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften (Abb. 3.5.3)

Aus der Analyse von Ganzzellstromen wie in Abb. 3.5.2 A dargestellt, wurden
die im Gleichgewicht gemessenen und gemittelten Strome von Wild-
typ (O, n = 3), Mutante (L1, n = 6) und Coexpression (A, n =5) gegen das ent-
sprechende Testpulspotential aufgetragen (Kap. 2.5.5). Ab -50 mV zeigt der
Wildtyp eine spannungsabhéngige Zunahme des Stroms gegenuber der
Mutante. Der grof3te Unterschied zwischen Wildtyp / Mutante (A = 0,129 pA)
und Coexpression / Mutante (A = 0,288 nA) liegt bei 0 mV. Der Wildtyp zeigt
hier 0,259 pA, die Mutante 0,13 pA und die Coexpression 0,418 pA. Aufgrund
der schlechten Abdichtungseigenschaften der Oozyten, wie bei den Ganz-
zellstromen schon angesprochen, wurde auf Messungen der instantanen

Aktivierung schlie3lich ganz verzichtet.

Der Graph, der eine Auswertung der Abbildungen 3.5.2 C und 3.5.3 A darstellt,
wird nun in Abb. 3.5.3 C gezeigt. Er stellt die Spannungsabhéngigkeit der
isochronalen  Aktivierung (aus Abb.3.5.3 A) und Inaktivierung (aus
Abb. 3.5.2 C) von Wildtyp (O bzw. @) und Coxpression (A bzw. A) dar. Zur
Anpassung der Ausgleichskurven wurde wieder eine Boltzmann-Funktion
(Gleichung 3, Kap. 2.5.5 ) verwendet. Die ermittelten Parameter der Aktivierung
fur den Wildtyp (O) sind: vy, =-14,2+2,7 mV, k=8,2+0,4 mV, n=3; fur die
Coexpression (A): vi2=-9,4+0,7mV, k=8,3+0,2mV, n=5. Die Parameter
der Inaktivierung fur den Wildtyp (@) sind: vy, =-751+1,7mV, k=-
16,8 +1,2mV, n=3; fur die Coexpression (A): vi2=-61,4+£50mV, k=-
13,8 £ 1,0 mV, n=5. Bei der Aktivierung gibt es eine Rechtsverschiebung der
Kurve der Coexpression um A = 4,8 mV, bei der Inaktivierung zeigt die Mutante
Q688X in der Coexpression im Vergleich zum Wildtyp eine Rechtsverschiebung
umA =13,7 mV.
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Abb. 3.5.3: Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- sowie der Aktivierungs-
und Inaktivierungseigenschaften der C-terminalen Abbruchmutation Q688X.

A Vergleich der Strom-Spannungskennlinien im FlieBgleichgewicht von WT (O,
n=3), Q688X (0, n=6) und WT+Q688X (A, n=5) (ProtokollIl). B Zum
Vergleich der instantanen Strom-Spannungskennlinien gab es bei dieser Mutation
keine geeigneten Daten, da am besagten Messtag nahezu alle Zellen leckig waren
und auch an einem zweiten Messtag keine brauchbaren Ergebnisse zustande
kamen. C Spannungsabhangigkeit der isochronalen Aktivierung (Protokoll 11) und
Inaktivierung (Protokoll IV) von WT und WT+Q688X. Ermittelte Parameter der
Aktivierung fur WT (O):ve=-142+27mV, k=82+04mV, n=3; fir
WT+Q688X (A): v2=-9,4+0,7mV, k=8,3+0,2mV, n=5. Parameter der
Inaktivierung fur WT (@): v2=-751+1,7mV, k=-16,8+12mV, n=3; fir
WT+Q688X (A): v2=-61,4+50mV, k=-13,8+1,0mV, n=5. Zur Anpassung
der Ausgleichskurven an die Werte wurde eine Boltzmann-Funktion verwendet
(Gleichung 3 ).

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Mutante Q688X keinen Strom leitet

und dass die Coexpression mit 71,3% etwas mehr als zwei Drittel des Stroms
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leitet, den der Wildtyp zeigt. In der Latenzzeit fallt die mit 5,71 ms stark
verkirzte Latenzzeit der Mutante auf. Der Vergleich der Gleichgewichts-Aktivie-
rungs-Membranstrome zeigt hERG-charakteristische Stréme von Wildtyp und
Coexpression, wobei letzterer Strome grofReren Ausmalles zeigt. Die Strome
der Mutante sind atypisch, womoglich aufgrund des Auftretens endogener
Strome. Es wurden keine Registrierungen der instantanen Aktivierung
aufgenommen. Die Registrierungen der Gleichgewichts-Inaktivierung sind
sowohl beim Wildtyp als auch bei der Coexpression hERG-typisch; wobei die
Coexpression Strome zeigt, die in etwa finfmal so grof3 sind wie die des
Wildtyps. Die gro3ten Unterschiede zwischen Wildtyp, Mutante und Coex-
pression liegen bei der Gleichgewichts-Aktivierung bei 0 mV. Bei der Aktivie-
rung zeigt sich eine Rechtsverschiebung der Coexpression um A = 4,8 mV, bei
der Inaktivierung zeigt die Mutante Q688X in der Coexpression im Vergleich
zum Wildtyp eine Rechtsverschiebung um A =13,7 mV. Es gibt es keine

Veranderungen in der Ansprechbarkeit der Aktivierung sowie Inaktivierung.

3.6 Abbruchmutation Y611X in der Porenregion

Die Mutation Y611X, bei der es anstelle der Bildung der Aminosaure Tyrosin an
der Position 611 zum Abbruch kommt, befindet sich in S5 der Porenregion des
hERG-Kanals.

3.6.1 Analyse der Ganzzellstrome nach Hyperpolarisati  on (Abb. 3.6.1)

Es wurden wieder funf Registrierungen der Spitzenstrome (Messprotokoll 1,
Kap. 2.5.5) nacheinander aufgezeichnet. Die Primardaten (gemittelte

Registrierung) sind leider verloren gegangen, deshalb fehlt hier Teil A.

Die quantitative Analyse ist in Teil B der Abbildung dargestellt. Die Werte im
Einzelnen betrugen fur den Wildtyp 100 £4,9% (I =-2,01 pA, n=5), fur die
Mutante Y611X 8,6 £1,21% (I1=-0,17 pA, n=7) und fur die Coexpression
53,32 +£7,3% (1=-1,07 puA, n=7). Es war kein Vergleich mit der Kontrolle
madglich, da die Oozyten keinen stabilen, ausreichenden Membranwiderstand in

der Spannungsklemme zeigten. Der Unterschied zwischen Wildtyp und
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Mutante, sowie zwischen Wildtyp und Coexpression und zwischen Mutante und
Coexpression zeigt laut ANOVA-Test eine hohe Signifikanz (<0,001, ***). Der
Wert der Mutante ist verschwindend gering. Die Coexpression zeigt gut die
Halfte des Stroms des Wildtyps.
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Abb. 3.6.1: Darstellung und Analyse der Strdbme nach Hyperpolarisation der C-
terminalen Abbruchmutation Y611X.

A Keine Originalmessung mehr vorhanden, da die Dateien der elektronischen
Registrierung verloren gegangen sind. B Analyse der Spitzenstréme von WT,
Y611X und WT+Y611X. Es war kein Vergleich mit der Kontrolle méglich, da die
Oozyten keinen stabilen, ausreichenden Membranwiderstand in der
Spannungsklemme zeigten. Die Werte wurden auf den WT normiert. WT =
100 +4,9% (-2,01 pA); Y611X=8,6+1,21% (-0,17 pA); WT+Y611X = 53,32
+7,3% (-1,07 pA). Der Unterschied zwischen WT und Mutante sowie zwischen
Mutante und Coexpression zeigt eine hohe Signifikanz (<0,001). Zwischen WT und
Coexpression besteht ebenfalls ein Unterschied mit gro3er Signifikanz
(Kap. 2.5.6). Die Zahlen in Klammern Uber den Balken geben die Anzahl (n) der
Messungen an. C Analyse der Latenzzeiten bis zum Spitzenstrom. WT =
12,89 £ 0,81 ms; Y611X = 10,71 £0,87 ms; WT+Y611X = 12,19 * 0,55 ms. Unter-
schiede in den Latenzzeiten sind nicht gegeben (n.s.) (Kap. 2.5.6). Die Zahlen in
Klammern Uber den Balken zeigen die Anzahl (n) der Messungen an.

Das Balkendiagramm in Teil C der Abbildung vergleicht die Latenzzeiten von
Wildtyp, Y611X und Coexpression. Die Werte im Einzelnen betrugen fir den
Wildtyp 12,89 + 0,81 ms (n = 7), fur die Mutante Y611X 10,71 +0,87 ms (n =7)
und fur die Coexpression 12,19+0,55ms (n=8). Es bestehen keine

signifikanten Unterschiede in der Latenzzeit (n.s.).
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3.6.2 Vergleich der Ganzzellstrome wahrend Aktivierun g und
Inaktivierung (Abb. 3.6.2)

Abb. 3.6.2 A zeigt die qualitative Analyse der spannungsabhangigen Gleichge-
wichtsaktivierung von Wildtyp, Y611X und Coexpression (Messprotokoll 11,
Kap. 2.5.5). Wildtyp und Coexpression zeigen hERG-charakteristische Strome,
wohingegen die Mutante atypische Strome zeigt, moglicherweise durch das

Auftreten endogener Strome.

0.5 pA
1s
WT O Y611X O WT+Y611X A
2 A
5ms
WT O WT_Y611X A

Abb. 3.6.2: Vergleich der Ganzzellstrome der C-terminalen Abbruchmutation
Y611X wahrend Aktivierung und Inaktivierung.

A FlieRgleichgewichts-Aktivierung von WT, Y611X und WT+Y611X unter Ver-
wendung von Messprotokoll Il. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in
Abb. 3.6.3 A. C Schnelle Inaktivierung von WTo und WT+Y611X unter Verwen-
dung von Messprotokoll 1V. Die graphische Darstellung der Analyse erfolgt in
Abb. 3.6.3 C.
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Wildtyp und Coexpression sehen gleich aus, jedoch sind die Strome der
Coexpression um mehr als die Halfte kleiner als die des Wildtyps. Die
guantitative Auswertung erfolgt in Abb. 3.6.3 A . Es gibt aufgrund der schlechten
Abdichtungseigenschaften der Oozyten keine Darstellung der instantanen

Aktivierung. Somit fehlt an dieser Stelle Teil B der Abbildung.

Abb. 3.6.2 C vergleicht die spannungsabhangige Gleichgewichtsinaktivierung
von Wildtyp und Coexpression miteinander (Messprotokoll 1V, Kap. 2.5.5).
Wildtyp und Coexpression zeigen beide fiur den Kanal typische Stréome, wobei
die Strome der Coexpression ungefahr zwei Drittel der Stromgrof3e des
Wildtyps aufweisen. Da die Mutante keine Strome generiert, kann auch keine
schnelle  Inaktivierung  aufgezeichnet werden. Die Analyse der

Spannungsabhangigkeit erfolgt in Abb. 3.6.3 C.

3.6.3 Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- so wie der

Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften (Abb. 3.6.3)

Aus der Analyse von Ganzzellstromen wie in Abb. 3.6.2 A dargestellt, wurden
die im Gleichgewicht gemessenen und gemittelten Strobme von
Wildtyp (O, n =4), Mutante (L1, n =5) und Coexpression (A, n=7) gegen das
entsprechende Testpulspotential aufgetragen (Kap. 2.5.5). Ab -50 mV zeigt der
Wildtyp eine spannungsabhéngige Zunahme des Stroms gegenuber der
Mutante, wobei die Coexpression nur eine geringe Zunahme gegentber der
Mutante zeigt. Der groRte Unterschied zwischen Wildtyp / Mutante
(A =0,418 pA) und Coexpression / Mutante (A = 0,113 pA) liegt bei 0 mV. Der
Wildtyp zeigt hier 0,578 pA, die Mutante 0,16 A und die Coexpression
0,273 pA.

Teil B der Abbildung, die Darstellung der instantanen Aktivierung, fehlt aufgrund

der schlechten Abdichtungswiderstande der Oozyten in der Spannungsklemme.
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Abb. 3.6.3: Vergleich und Analyse der Strom-Spannungs- sowie der Aktivierungs-
und Inaktivierungseigenschaften der C-terminalen Abbruchmutation Y611X.

A Vergleich der Strom-Spannungskennlinien im FlieBgleichgewicht von WT (O,
n=5), Y611X (O, n=4) und WT+Y611X (A, n=7) (Protokoll Il). B Zum
Vergleich der instantanen Strom-Spannungskennlinien gab es bei dieser Mutation
keine geeigneten Daten, da am besagten Messtag nahezu alle Zellen leckig waren
und auch an einem zweiten Messtag keine brauchbaren Ergebnisse zustande
kamen. C Spannungsabhangigkeit der isochronalen Aktivierung (Protokoll 11) und
Inaktivierung (Protokoll IV) von WT und WT+Y611X. Ermittelte Parameter der
Aktivierung far WT (O): v%£=-9,9+0,2mV, k=85+0,2mV, n=5. WT+T623I
(A): v2=-10,3+£0,8mV, k=7,4+0,6 mV, n=4. Parameter der Inaktivierung fur
WT (@):v¥2=-51,4+35mV, k=-172+18mV, n=4; fir WT+Y611X
(A):v¥.2=-857+£19mV, k=-16,3+0,9mV, n=3. Zur Anpassung der Aus-
gleichskurven an die Werte wurde eine Boltzmann-Funktion verwendet
(Gleichung 3 ).

Der Graph, der eine Auswertung der Abbildungen 3.6.2 C und 3.6.3 A darstellt,
wird nun in Abb. 3.6.3 C gezeigt. Er stellt die Spannungsabhangigkeit der iso-
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chronalen Aktivierung (aus Abb. 3.6.3 A) und Inaktivierung (aus Abb. 3.6.2 C)
von Wildtyp (O bzw. @) und Coxpression (A bzw. A) dar. Zur Anpassung der
Ausgleichskurven wurde wieder eine Boltzmann-Funktion (Gleichung 3,

Kap. 2.5.5) verwendet. Die ermittelten Parameter der Aktivierung fir den
Wildtyp (O) sind: v12,=-9,9+0,2mV, k=8,5+£0,2mV, n=5; fur die Coex-
pression (A): vy =-10,3+0,8 mV, k=7,4+£0,6 mV, n =4. Die Parameter der
Inaktivierung fur den Wildtyp (®) sind: vy, =-51,4+3,5mV, k=-17,2+1,8 mV,
n = 4; fur die Coexpression (A): vi2=-85,7+1,9mV, k=-16,3+0,9 mV,n=3.
Bei der Aktivierung gibt es keine Verschiebungen, bei der Inaktivierung zeigt die
Mutante Y611X in der Coexpression im Vergleich zum Wildtyp eine Links-

verschiebung um A = 34,3 mV.

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Mutante Y611X keinen Strom leitet
und dass die Coexpression mit 53,32% etwas mehr als 50% des Stroms leitet,
den der Wildtyp zeigt. In der Latenzzeit gibt es keine Auffalligkeiten. Der
Vergleich der Gleichgewichts-Aktivierungs-Membranstrome zeigt typische
hERG-charakteristische Strome von Wildtyp und Coexpression, wobei der
Wildtyp Strome grolReren Ausmalles zeigt. Die Strome der Mutante sind
atypisch, womdglich aufgrund des Auftretens endogener Strome. Die
Registrierungen der Gleichgewichts-Inaktivierung sind sowohl beim Wildtyp als
auch bei der Coexpression hERG-typisch; wobei der Wildtyp Strome grofReren
Ausmalles zeigt. Die grofdten Unterschiede zwischen Wildtyp, Mutante und
Coexpression liegen bei der Gleichgewichts-Aktivierung bei 0 mV. Bei der
Aktivierung zeigen sich keine Verschiebungen; bei der Inaktivierung zeigt sich
eine Linksverschiebung der Kurve der Coexpression um A = 34,3 mV. Es gibt
es keine Veranderungen in der Ansprechbarkeit der Aktivierung und

Inaktivierung.

3.7 Vergleichende Auswertung der Mutanten
In diesem Kapitel werden die ermittelten Werte und Parameter der sechs
Mutationen vergleichend dargestellt. Dies geschieht in zwei Tabellen, wobei

Tabelle 3.1 die ermittelten mittleren Amplituden und Latenzzeiten der einzelnen
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Mutanten aufzeigt, und Tabelle 3.2 die Parameter fur die Aktivierung und

Inaktivierung vergleichend in einer Ubersicht darstellt.

Vergleich der Spitzenstrome (Amplituden)

Die Expressionen des Wildtyps zeigten hERG-typische Membranstrome. Die
mittlere Amplitude lag bei -1,62 pA. Die Kontrolle zeigte je nach Messtag einen

Membranstrom (nicht hERG-typisch, sondern als Leckstrom zu betrachten)

zwischen 9,4% und 24,4% bezogen auf den Wildtyp.

Tab. 3.1: Zusammenfassung der Parameter von Amplitude und Latenz.

Amplitude Latenz

WT MT  WT+MT Kontrolle WT MT  WT+MT

T623| HA -1.31  -0.34 -0.56 -0.25| ms 11.45 16.39 11.20
% 100.0 33.2 42.7 193\ % 100.0 143.0 97.7

SEM| 6.36 4.98 4.66 3| SEM 0.46 1.13 0.28

N 17 27 20 5(N 17 27 21

G628S [pA -0.92 -0.20 -0.90 -0.22 | ms 12.77 13.82 11.22
% 100.0 22.1 97.8 24.2|% 100.0 108.2 87.9

SEM| 12.42 3.46 14.68 4.26 | SEM 0.34 0.91 0.89

N 10 7 8 7N 10 7 10

K638Q |pA -1.47  -0.36 -0.98 -0.27 | ms 12.36 492 10.66
% 100.0 25.0 67.0 18.0| % 100.0 39.8 86.3

SEM| 20.11 7.32 15.18 2.35|SEM| 0.004 0.13 0.23

N 11 10 12 6N 7 7 7

R1055Q | pA -1.85  -0.52 -1.38 -0.33 | ms 13.37 12.64  13.83
% 100.0 29.9 78.2 9.4\ % 100.0 946 103.4

SEM| 7.44 2.66 5.85 1.18 | SEM 0.44 0.38 0.41

N 30 25 26 9N 30 28 27

Y611X |[pA -2.01 -0.17 -1.07 ms 12.89 10.71 12.19
% 100.0 8.6 53.3 % 100.0 83.1 94.5

SEM 4.9 1.2 7.3 SEM 0.81 0.87 0.55

N 5 7 7 N 7 7 8

Q688X [pA -2.15 -0.23 -1.45 -0.22 | ms 10.99 571  12.12
% 100.0 12.6 71.3 13.8|% 100.0 946 1034

SEM 7.3 15 6.8 1.7|SEM 0.34 0.48 0.41

N 24 23 26 20| N 24 24 26

In keiner der in dieser Studie untersuchten Expressionen der mutierten cDRNA-

Klone konnte ein hERG-charakteristischer

Membranstrom nachgewiesen
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werden. Im Bezug auf den Wildtyp legen die Amplituden der nicht-hERG-
typischen Strome zwischen 8,6% und 33%, was im Bereich der Kontrolle liegt.
Die Coexpressionen zeigten hERG-charakteristische Membranstrome, die je
nach Mutante zwischen 42,7% und 97,8% lagen. Es liegt keine Coexpression
vor, bei der die Mutante den Gesamtstrom vollig hemmt.

Der Vergleich der jeweiligen Mutation mit dem parallel gemessenen Wildtyp
zeigt in allen Fallen einen eindeutigen signifikanten Unterschied (siehe

Ergebnisse der jeweiligen Mutante).

Vergleich der Latenzzeiten bis zum Erreichen des Spitzenstroms

Der Wildtyp zeigte Latenzzeiten zwischen 10,99 ms und 13,37 ms. Bei den
Mutationen lagen die Werte zwischen 4,92ms und 16,389 ms. Die
Coexpressionen wiesen Werte zwischen 10,66 ms und 18,83 ms auf. Fur die
Kontrolle wurden keine Latenzzeiten bestimmt, da die nicht-injizierten Oozyten
keine hERG-Strome generierten. Da die Mutanten defekt sind (siehe
Amplituden), kann nicht bestimmt werden ob die Veranderung der Latenz in der
Veranderung der Eigenschaften des Wildtyps oder aber in der Aktivierung von
endogen-induzierten Stromen liegt oder aber in einer Veradnderung der
Membraneigenschaften. Um die Bedeutung einer verkirzten oder verlangerten
Latenzzeit zu verstehen, muissten weiterfihrende Versuche durchgefihrt

werden, die die kinetischen Eigenschaften der Mutanten beschreiben.

Vergleich der spannungsabhangigen Aktivierung

Der Wildtyp zeigte V1/2 im Bereich von -9,9 mV bis -21,2 mV und k im Bereich
von 7,1 bis 10,1. Bei der Kontrolle und den Mutanten konnten aufgrund
fehlender hERG-typischer Strome keine Parameter fur die Aktivierung ermittelt
werden.

Die Coexpressionen zeigten V1/2 im Bereich von -9,4 mV und -18,4 mV und k
im Bereich von 6,5 und 9,4. Die Unterschiede bei der jeweiligen Tageskontrolle

(Wildtyp) waren gering.
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Die Werte fur die Aktivierung zeigen eine leichte Rechtsverschiebung bei der
Coexpression der Mutante Q688X um A=48mV. Bei allen anderen
Mutationen treten keine Links- oder Rechtsverschiebungen in der Aktivierung

auf. Die Steilheiten der Funktionen zeigen keine Unterschiede.

Vergleich der spannungsabhé&ngigen Inaktivierung

Der Wildtyp zeigte V1/2 im Bereich von -51,4 mV bis -85,2 mV und k im Bereich
von -13,3 bis -17,2. Bei der Kontrolle und den Mutanten konnten aufgrund
fehlender hERG-typischer Strome keine Parameter fir die Inaktivierung
ermittelt werden.

Die Coexpressionen zeigten V1/2 im Bereich von -61,4 mV und -88,2 mV und k
im Bereich von -12,7 und -16,3. Die Unterschiede bei der jeweiligen Tages-

kontrolle (Wildtyp) waren gering.

Tab. 3.2: Zusammenfassung der Parameter von Aktivierung und Inaktivierung.

Aktivierung Inaktivierung
V1/2 SEM slope SEM| V1/2 SEM slope SEM
[mV] [mV] [mV] [mV]
WT -735 44 -144 05
WT+T623I -106 04 7.7 17| -862 22 -16.0 0.5
WT -141 18 73 02| -8.2 11 -155 1.1

WT+G628S -126 1.0 65 05| -882 15 -160 1.8

WT -21.2 40 101 14| -535 122 -136 14
WT+K638Q -184 0.7 94 04| -648 109 -136 0.9

WT -11.8 3.5 71 02| -804 64 -13.3 05
WT+R1055Q | -12.4 1.5 72 02| -76.7 20 -127 0.7

WT -99 0.2 85 0.2| -514 35 -172 1.8
WT+Y611X -10.3 0.8 74 06| -85.7 19 -16.3 0.9

WT -14.2 2.7 82 04| -751 17 -168 1.2
WT+Q688X -94 0.7 83 02| 614 50 -13.8 1.0

Die Werte fur die Inaktivierung zeigen Linksverschiebungen bei den
Coexpressionen der Mutanten T623I um A = 12,7 mV, K638Q um A =11,3 mV

und eine besonders grof3e Linksverschiebung bei Y611X um A = 34,3 mV.
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Aul3erdem tritt eine Rechtsverschiebung bei Q688X um A = 10,7 mV auf. Die
anderen Mutanten zeigen in der Coexpression keine Veranderungen.

Die Steilheit der Kurven zeigt nur bei der Coexpression der Mutante Q688X
einen um drei erniedrigten Wert, ansonsten treten keine Anderungen in der
Steilheit auf. Somit zeigen die Mutanten die gleiche Sensibilitat wie der Wildtyp,
sind in gleichem Mal3e ansprechbar auf Spannungsanderungen. Das aktive
Fenster ist bei der Mutante K638Q am grofdten. Bei den Mutanten G628S und
R1055Q ist es vergleichsweise ,geschlossen®, bei den Mutanten T623l und
Q688X ist das aktive Fenster in etwa gleich grol3. Bei Y611X wird es durch die
enorme Linksverschiebung stark verkleinert im Vergleich zu aktiven Fenster des
Wildtyps.
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4. Diskussion

Herzrhythmusstérungen, denen lonenkanalerkrankungen zugrunde liegen, sind
in den vergangenen Jahren zunehmend in den Fokus der Forschung geruckt.
Gerade die LQT-Syndrome mit ihren gravierenden Auswirkungen nehmen
einen hohen Stellenwert in der medizinischen Literatur ein. Diese Studie be-
schaftigt sich mit dem LQT2-Syndrom, das durch Mutation des human ether-a-
go-go-related gene (hERG)-Kanals [101], dem molekularen Korrelat des

verzogerten Gleichrichters lx, am Herzen, hervorgerufen wird.

cDNA von sechs verschiedenen Mutationen des hERG-Kanals wurde
transkribiert und die so gewonnene cRNA wurde in Oozyten des sudafrika-
nischen Krallenfrosches Xenopus laevis injiziert, welche als heterologes
Expressionssystem dienten. Mittels der voltage-clamp-Technik wurden dann
Stromamplituden, Aktivierungs- und Inaktivierungsverhalten ermittelt und

analysiert.

Der hERG-Kanal gehort zur Gruppe der spannungsgesteuerten
Kaliumkanale (K,) und wie alle anderen K,-Kanale auch kommen funktionelle
hERG-Kanale durch Zusammenlagerung (Assemblierung) von vier a-
Untereinheiten zu einem tetrameren Proteinkomplex zustande, der dann in die
Zellmembran eingebaut wird [70]. Die einzelne o-Untereinheit besteht aus
sechs membran-durchspannenden Segmenten (S1 — S6) sowie einem N- und
einem C-Terminus, die beide im Cytosol liegen. Jeweils Teile von S5 und S6
der vier Untereinheiten bilden zusammen mit der dazwischen liegenden P-
Schleife die zentrale Pore aus [69]. Die Ergebnisse dieser Studie haben nun
gezeigt, dass die sechs untersuchten Kanalmutanten alleine fur sich keine
hERG-charakteristischen Membranstrome generierten. Das lasst den Schluss

zu, dass keine funktionellen Kanale in der Membran lokalisiert sind.

Storungen in der Biogenese und Verteilung von lonenkanalproteinen und deren

Auswirkungen auf messbare Stréme

Mit der Voltage Clamp-Technik l&sst sich nur der Gesamtstrom |, darstellen. In
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Abb. 4.1 wird gezeigt, dass der Gesamtstrom li,, abhangig ist von der
Offenwahrscheinlichkeit P, der Kanale von der Einzelkanalleitfahigkeiti und
von der Anzahl N der funktionellen Kanéle in der Membran (lion = Po X i X N).
Einzelkanalleitfahigkeiten konnten mittels Patch Clamp-Methoden dargestellt
werden [32] und zur Visualisierung von N kdnnten Protein-Assays wie z.B.

Immunoblots durchgefiihrt werden.

Eine Verringerung von funktionellen Kanélen N1 in der Membran kann sowohl
durch eine Storung in der Proteinbiosynthese als auch in der Verteilung der
Proteine auf die entsprechenden Zellkompartimente, in diesem Fall die

Plasmamembran (trafficking) hervorgerufen werden (siehe Abb. 4.1).

I =P XixXN
WT > [,
L > AP,
Q > A
T P X Trafficking M
S P X Transkription/Translation N
Ion
Plasma-
Nukleus ER Golgi membran
Transkription  Kernglykolysierung, Komplex- Insertion

Faltung & glykolysierung & Verteilung

Assemblierung
modifziert nach Delisle et al. Circ. Res. 2004

Abb. 4.1:  Zusammenhdnge zwischen Gesamtstrom, Biosynthese und
trafficking.

Der Gesamtstrom |o, ist abhdngig von der Offenwahrscheinlichkeit P, der Kanéle,
der Einzelkanalleitfahigkeit i sowie der Anzahl N der funktionellen Kanéle in der
Membran. Das Protein wird im Zellkern transkribiert, zum Endoplasmatischen
Retikulum transportiert und, nach dortiger Faltung, Assemblierung und Modifika-
tionen, weiter zum Golgi-Apparat transportiert, wo es weiteren Modifikationen
unterliegt und seine Adressierung erhalt. Es gelangt durch Vesikeltransport zur
Plasmamembran und wird dort inseriert. Der Gesamtstrom kann sich verringern bei
veranderten Einzelkanalleitfahigkeiteni, bei veranderten Offenwahrscheinlich-
keiten P, oder bei einer geringeren Anzahl N von funktionellen Kandlen in der
Membran, was auf Stérungen in der Synthese oder im trafficking zurlickzuflihren
ist.

Storungen im Bereich der Proteinbiosynthese kdnnen verschiedene Ursachen

haben: Strukturmutationen und regulatorische Mutationen flhren zu fehler-
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haften Proteinen oder in falscher Menge synthetisierten Genprodukten.
Storungen in der Translation haben eine Verminderung der Synthese zur Folge.
Storungen in der posttranslationalen Modifikation fihren zu fehlerhaft prozes-
sierten und damit funktionsuntiichtigen oder —gestérten und unreifen Proteinen,
die dann vom ER zurickgehalten werden und ihren Bestimmungsort nicht
erreichen [22, 29, 104]. Das ER hat ein Qualitatskontrollsystem, welches
unsauber gefaltete und assemblierte Proteine erkennt und zurtickhalt [9, 30, 33,
37]. Nur korrekt gefaltete und assemblierte Proteine werden mit Vesikeln zum
Golgiapparat transportiert und dort weiter modifiziert. Sobald ein lonenkanal
fertig gestellt ist, wird er in Transportvesikel geladen, die mit der
Plasmamembran fusionieren. Die Bewegung vom ER zum Golgiapparat scheint
somit ein wesentlicher Kontrollpunkt fir die Regulierung zu sein, wie viele

funktionelle Kanale die Zelloberflache erreichen [30, 55].

Es ist nicht moglich eine Aussage zu treffen ob es bei den hier untersuchten
Mutationen eine Storung in der Maturierung, in der Assemblierung oder im
trafficking gab, weil die verwendeten Methoden nicht visualisieren konnten wo
sich das Protein befand: in der Membran oder zurtickgehalten im ER. Hierzu
missten andere Versuchsansadtze herangezogen werden wie z.B. Protein-
Assays, Farbmarkierungsexperimente (staining) oder Immunfluoreszenz-

Tagging in Saugerzellen.

Eine auch fur hERG-Kanéle giltige Unterteilung in vier prinzipiell mdgliche
Gruppen von kardialen lonenkanal-Mutationen bietet die nachfolgende
Tabelle 4.1.

Tab. 4.1: Klassifikation fur kardiale lonenkanal-Mutationen [15].

Klasse 1 Storung in der Proteinbiosynthese (veranderte Transkription o. Translation) = N!

Klasse 2 Storung im trafficking = NI
Klasse 3  Verandertes Schaltverhalten (gating) / Kinetik = AP,
Klasse 4  Veranderte oder gar keine Permeabilitat = Ai

Klasse 1-Mutationen umfassen Storungen im Bereich der Transkription, der
Translation und der co-translationalen Modifikationen. Es resultieren abge-

schnittene, verkirzte Aminoséureketten und Nonsense-Proteine [14]. Ein
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Beispiel fiur Klasse 1 ist die Deletionsmutation A1261 am N-Terminus, die eine
Rasterverschiebung an die Aminosaureposition 421 einleitet und dann an der
Aminosaureposition 432 aufgrund eines neu entstandenen Stop-Codons
abbricht [52]. Es entsteht ein nicht-funktionelles hERG-Kanalprotein.

Zur Klasse 2 gehdren Mutationen mit Stérungen in der post-translationalen
Modifikaton, in der Proteinfaltung und folglich im trafficking. Als Beispiele gelten
T65P [67], N470D [28], G601S [24, 25] und A561V [22, 45]. Mutationen, bei
denen per Immunoblot-Analyse dargestellt werden konnte, dass die unreife
135kDa-Form des Kanalproteins im Vergleich zur reifen 155kDa-Form tberwog
und per Immunofluoreszenz-Mikroskopie eine Retention im Endoplasmatischen
Retikulum nachgewiesen wurde, sind Y611H und V822M [104] sowie N470D
[28]. Besonders gut untersucht wurde der trafficking-Defekt mit ER-Retention
und Degradation bei der Deletion AF508 des cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator (CFTR)-Kanals [48] bei der Cystischen Fibrose.

Bei einigen der trafficking-defekten Mutationen kann die Kanalfunktionalitat
teilweise wiederhergestellt werden: durch sogenanntes pharmakologisches
rescue, mittels chemischer Chaperone oder durch niedrigere Inkubations-Tem-

peraturen (siehe weiter unten).

Klasse 3-Mutationen fihren zu Kanalen mit veranderten biophysikalischen
Eigenschaften durch Anderungen im Schaltverhalten der Kanale (gating)
und / oder in der Kinetik. Ein Beispiel hierflr ist die Mutante T474l, die sich im
intrazellularen S2-S3-Loop befindet [104]. Sie generiert hERG-charakteristische
Membranstrome, zeigt aber eine Aktivierung bei deutlich negativeren

Spannungen sowie kleinere Strome bei positiveren Spannungen.

Klasse 4-Mutationen zeigen veranderte oder gar fehlende Kanalselektivitat far
lonen oder —permeabilitdt. Die Mutation N629D verursacht eine veranderte
Kanal-Inaktivierung sowie eine Reduktion der Selektivitat fir K*-lonen gegen-

tiber Na*-lonen [50].

Zusammenfassend verandern Mutationen der Klasse 1 und 2 die Anzahl N an

funktionellen Proteinen in der Membran, Klasse 3-Mutationen beeinflussen die
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Offenwahrscheinlichkeit P, und Klasse 4-Mutationen verandern die Einzelkanal-
leitfahigkeit i.

Fur die in dieser Studie untersuchten Mutationen kdnnten z.B. Immunoblot-
Analysen, Immunofluoreszenz-Mikroskopie und Selektivitats-Assays mit ver-

schiedenen Kationenreinen (Na®, Rb*, Cs, ¥) hilfreich sein um sie gemafR

Tab. 4.1 einordnen und besser verstehen zu kénnen.

Darstellung der Assemblierungsfahigkeit von lonenkanalmutanten durch

Coexpressions-Experimente

Zur Beurteilung der Rolle der  Assemblierung dienen die
Coexpressionsversuche im molekularen 1:1-cRNA-Gemisch. Im humanen
Organismus liegt jedes Gen in zwei Allelen vor. Entsprechend der Natur der
Mutation und des Assemblierungsverhaltens sind theoretisch folgende Konstel-

lationen bei einer gleichwertigen Expression der beiden Allele mdglich:

1. rezessives Verhalten (Haploinsuffizienz)

Das Genprodukt eines (Wildtyp-) Allels bildet homomere funktionelle Kanale
und das Genprodukt des mutierten Allels bildet keine homomeren funktionellen
Kanale und tritt nicht in Wechselwirkung mit dem Wildtyp-Allel. Entsprechend
wird die zu erwartende Stromdichte um 50% reduziert sein. In der Literatur
finden sich vor allem Beispiele fir KCNQ1 [79, 80], aber auch fur hERG [68].

2. dominant-neqgatives Verhalten

Das Genprodukt des mutierten Allels bildet Heteromere mit Wildtyp-
Untereinheiten, wobei es durch eine einzige defekte Untereinheit zu einem
Funktionsverlust des gesamten Kanalkomplexes kommt. Bei einer freien
stochastischen Verteilung der mutierten und nicht-mutierten Untereinheiten
wirde man 1/16 (6,3%) des Wildtyp-Stromes erwarten [42, 77].

In der Literatur gut beschrieben sind die Mutationen A561V [45] und N470D
[28], die beide eine Coassemblierung von mutierten und nicht-mutierten Unter-

einheiten zeigen, welche mit ER-Retention und Protein-Degradation
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einhergehen. Fur beide Mutationen sind mittlerweile chemische Chaperone und
Mechanismen gefunden worden, die die Funktionalitdit des hERG-Kanals
zumindest teilweise wiederherstellen kdnnen (siehe weiter unten). Auch G628S
gilt als dominant-negativ, wenngleich sie in dieser Studie komplette Funktio-
nalitdt zeigte. Sanguinetti et al. fuhrten 1996 [75] ebenfalls voltage clamp-
Versuche an xenopus laevis-Oozyten durch. Bei den Coexpressionsversuchen
zeigte sich eine Hemmung des Gesamtstroms auf 12% bezogen auf den
Wildtyp. Durch biochemische Methoden konnte nachgewiesen werden, dass die
Mutante G628S ein normales trafficking zeigt und in der Plasmamembran
lokalisiert ist [104].

3. Untypisches Verhalten

Falls eine mutierte Untereinheit nicht zu einer kompletten Inaktivierung des
Gesamtkanals fuhrt oder erst grol3ere Verhéltnisse einen Ausfall des
Kanalstroms bewirken, so wirde dies nicht zu den beiden oben beschriebenen
Verhalten fuhren. Es ist dann theoretisch eher so zu betrachten wie ein
umgekehrt-dominant-negativer Effekt: Das Genprodukt des mutierten Allels
bildet Heteromere mit den Wildtyp-Untereinheiten, wobei in diesem Fall aber die
Wildtyp-Untereinheiten das gesamte Protein stabilisieren und einen ,dominant-

positiven* Effekt auszuiiben scheinen.

Fur die in dieser Studie untersuchten Mutation R1055Q decken sich die Ergeb-

nisse mit der klinischen Einteilung als Polymorphismus [47].

Bei den Ergebnissen der Coexpressionsversuche dieser Studie liegt ein
heterogenes Bild vor: Es gibt Mutationen mit einem hERG-charakteristischen
Membranstrom um die 50% (T623l, Y611X), die dem oben beschriebenen
rezessiven Muster zuzuordnen sind, sowie Mutationen, deren Amplituden bei
70% bis nahezu 100% (untypisches Verhalten) des Wildtyp-Stroms liegen
(G628S, K638Q, Q688X, R1055Q). Keine Coexpression zeigt einen kompletten
Verlust der Stromamplituden des Wildtyps. Die Coexpressionen dieser Studie
lassen vermuten, dass die Mutanten moéglicherweise in der Lage sind, mit den

Untereinheiten des Wildtyps heterotetramere funktionelle Kanéle auszubilden,
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und dadurch die atypischen Strome im Vergleich zu den theoretisch vermuteten

Verhalten (rezessiv und dominant-negativ) zeigen.

Teilweise Wiederherstellung der Kanalfunktionalitdt

Bei einigen dominant-negativen Mutationen konnte, zu einem gewissen Grad,
die Funktionalitat des hERG-Kanals durch diverse Mechanismen wiederher-
gestellt werden. Einige dieser Mutanten sind Temperatur-sensibel. So zeigen
unter anderem die Mutationen N470D [28, 105], T65P [67] und R752W [23]
einen deutlichen trafficking-Defekt, wenn sie in Saugerzellen oder HEK-293-
Zellen bei 37T inkubiert werden. Ein deutlicher Anstieg an funktionellen
Kanalen in der Membran konnte erzielt werden durch Absenken der Inkuba-
tionstemperatur auf 27T fur 24 Stunden bzw. Verwen dung des heterologen
Expressionssystem xenopus laevis bei 18T bis 22T . Eine andere Mdglichkeit
bietet das gezielte Einsetzen chemischer Chaperone. So sprechen N470D,
T65P und S601G sehr gut an auf den hERG-Kanal-Blocker E-4031. Die
Kanalfunktionalitat von A561V kann jedoch mit E-4031 nicht wiederhergestellt
werden [45]. Bei N470D funktioniert das rescue auch mittels 10%iger Glycerol-
Losung. Kombiniert man die Temperaturerniedrigung mit der Beimengung von
Glycerol, so erhalt man keinen Effekt mehr. Weitere Medikamente, die zu einer
Wiederherstellung der Funktionalitat dienen kdnnen, sind Astemizole, Cisapride
(z.B. N470D) und ALLN (z.B. A561V). Diskutiert wird auch die Interaktion von
beta-Untereinheiten wie MiRP [1] und minK [60].

Bei den Mutationen dieser Studie zeigt sich generell ein Einfluss auf die
Inaktivierung: Es ergaben sich Anderungen im makroskopischen Gleichge-
wichts-Inaktivierungsverhalten. Diese deuten an, dass es sich um eine C-Typ-
Inaktivierung handelt (auch wenn hier eher Links- als Rechtsverschiebungen
auftraten), wie schon 1996 von Schénherr und Heinemann [81] fir Mutationen
in der Porenregion postuliert. In der Aktivierung gibt es keine darstellbare
Veranderung. Die S818L-Studie von Nakajima [64] schlagt vor, dass es am C-

Terminus eine zyklische Nukleotid-Bindungsdoméne geben konnte, die den
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Aktivierungs-/Deaktivierungsprozess steuert. Hierzu kdnnte man weiterfihrende

Untersuchungen hinsichtlich der Kinetik vornehmen.

Aufgrund der Anderung in der Inaktivierung kann man theoretisch vermuten,
dass es zwischen Wildtyp und Mutante zu irgendeiner Interaktion gekommen
sein kann. Man kann daraufhin die Vermutung anstellen, dass heteromere
Kanale gebildet wurden, was aber durch andere Methoden nachgewiesen

werden musste.

Eine Mdglichkeit ware, dass sich Selektivitaten gedndert haben (Permeabilitat).
Auch dies wirde sich auf den makroskopischen Strom auswirken (lion). Hierzu
mussten Selektivitats-Assays mit unterschiedlichen Kationen-Reihen (Na*, Rb”,

Cs") durchgefiihrt werden.

In der Literatur wird der Grad der Unterdriickung des hERG-Stroms in Muta-
tionen am C-Terminus als weniger gravierend betrachtet als bei Mutationen in
der Pore [63]. In dieser Studie ist kein Unterschied in der Schwere abzulesen

zwischen Mutationen in der Pore und im C-Terminus.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse aus elektrophysiologischen
Messungen im heterologen Expressionssystem spiegeln den klinischen
Hintergrund der Patienten nur unzureichend wider. Jedoch haben die Patienten,
die die in dieser Studie bearbeiteten Mutationen in sich tragen, ein nach den
Kriterien [84] klinisch diagnostiziertes LQT2-Syndrom. In den wenigsten Fallen
konnte bisher eine direkte Genotyp-Phanotyp-Korrelation gezeigt werden, was
oftmals auf der Verwendung von nicht-humanen heterologen Expressions-
systemen in isolierten Zellen beruht. Eine bessere Wahl waren Messungen aus
gewonnenen Zellen aus Herzmuskel-Biopsien, bei denen auch inter-zellulare
Kommunikation stattfindet. Aus ethischen Grinden werden jedoch in der Regel
keine Herzmuskel-Biopsien vorgenommen. Auch Umwelt-, Erndhrungs- und
andere physiologische Einflisse, denen die Patienten ausgesetzt sind, finden
keine Berlcksichtigung in diesen rein experimentellen Versuchsansatzen.
Diese Arbeit diente nicht als diagnostisches Mittel, sondern hier wirden dann

humangenetische Untersuchungen (screenings) und davon abgeleitete
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epidemiologische Studien zu einem grof3eren Verstandnis und einer besseren

Vorsorge des LQT2-Syndroms fuhren.

Was aber dieses System leisten kann, ist das Testen von Substanzen im
Zulassungsverfahren fur Medikamente, was bereits flr klinisch-pharmakolo-
gische Studien umgesetzt ist. Hier sollen Ausléser fur das erworbene, medika-

menten-induzierte LQT-Syndrom detektiert werden.

Die Ergebnisse weisen jedoch darauf hin, dass die mutierten Untereinheiten mit
den Wildtyp-Untereinheiten zumindest zum Teil heterotetramere funktionelle
Proteinkomplexe bilden. Eine Genotyp-Phénotyp-Korrelation ist somit nicht
direkt gegeben. Die derzeitige Entwicklung von Genchips und damit
zusammenhangend von Genanalysen konnte zu einer Genotyp-Phanotyp-
Korrelation beitragen und damit zur Diagnostik und Risikobewertung des LQT2-

Syndroms eingesetzt werden.
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S. Zusammenfassung

Das human ether-a-go-go related gene (hERG) kodiert fur die poren-bildende a-
Untereinheit eines Kaliumkanals, der den lonenstrom Ik, des verzdgerten
Gleichrichters in Herzmuskelzellen mediiert. Mutationen im hERG-Kanal
kbnnen zum LQT2-Syndrom mit einem verlangerten QT-Intervall fihren, das

Arrhythmien bis hin zum Herzstillstand auslésen kann.

Fir diese Studie wurden die sechs Mutationen T623I, G628S, K638Q, Y611X,
Q688X und R1055Q elektrophysiologisch charakterisiert. Hierzu wurde cDNA
der Mutationen transkribiert und die so gewonnene cRNA in Oozyten des sid-
afrikanischen Krallenfrosches xenopus laevis injiziert, welche als heterologes
Expressionssystem dienten. In vier experimentellen Anséatzen (Oozyten mit
Wildtyp-, Mutanten-, 1:1-Gemisch-Wildtyp / Mutanten-cRNA und nicht-injizierte
Oozyten) wurden Stromamplituden sowie Aktivierungs- und Inaktivierungs-
verhalten mit der Zwei-Elekroden-Spannungsklemmen-Technik (two electrode

voltage clamp-technigue) gemessen und analysiert.

Die Expressionen des Wildtyps und aller Coexpressionen zeigten hERG-
typische Membranstrome. Bei den mutierten cRNA-Klonen konnte kein hERG-
typischer Membranstrom nachgewiesen werden. Keine Coexpression fuhrte zu
einer vollstdndigen Hemmung des Gesamtstroms, deshalb scheint ein
dominant-negativer Mechanismus auf molekularer Ebene ausgeschlossen. Es
zeigten sich Werte zwischen 42% und 98% bezogen auf den Wildtyp. Die
Coexpressionen von T623l und Y611X zeigten mit 50% ein rezessives
Verhalten auf molekularer Ebene. Die Coexpressionen von G628S, K638Q,
Q688X und R1055Q zeigten mit Werten zwischen 70% und 100% eine gewisse
Wiederherstellung der Kanalfunktionalitat. Diese elektrophysiologischen
Ergebnisse erlauben daher keine eindeutige Zuordnung zu einem molekularen
Mechanismus. Die Coexpressionen dieser Studie zeigen, dass die Mutanten
zum Teil in der Lage sind, mit den Untereinheiten des Wildtyps heterotetramere

funktionelle Kanéle auszubilden.

Bei der Gleichgewichtsaktivierung des hERG-Kanals zeigte sich nur bei der

Coexpression von Q688X mit dem Wildtyp eine Rechtsverschiebung um
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A =48mV, wobei die Ansprechbarkeit der Aktivierung bei allen sechs
Mutationen konstant blieb. Bei der Inaktivierung zeigten sich Links-
verschiebungen bei den Coexpressionen der Mutanten T623l (A =12,7 mV),
K638Q (A =11,3mV) und Y611X (A = 34,3 mV), was physiologisch zu einem
verringerten Repolarisierungspotential fihren wirde. Die Coexpression der
Mutante Q688X zeigte eine Rechtsverschiebung um A =10,7 mV. Deutliche
Unterschiede in der Ansprechbarkeit der Inaktivierung traten nicht auf. Fur den
Gesamtstrom und die Gleichgewichtsaktivierung lasst sich kein direkter
Zusammenhang zwischen Position und Art der Mutation einerseits und
elektrophysiologischer Charakterisierung andererseits ableiten. Wie von
anderen Autoren fur Mutationen in der S6-Helix und dem C-Terminus
beschrieben, zeigten auch die Mutationen dieser Studie Verschiebungen in der
Inaktivierung, womit eine mogliche Struktur-Funktions-Beziehung bestent.
Lediglich die Mutation R1055Q zeigte keine Veranderung, womit sie als

neutrale Mutation bzw. als Polymorphismus eingeordnet werden kann.

Fur weitergehende Aussagen uber Struktur-Funktions-Korrelationen mussten
zusatzliche Experimente auf molekularer Ebene, wie z.B. Protein-Immuno-
assays und Immunofluoreszenz-Mikroskopie, durchgeftihrt und mit weiteren

elektrophysiologischen Messungen abgeglichen werden.
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