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1 Einleitung

Ionentransportprozesse spielen in allen Organismen eine wichtige Rolle. Durch sie werden Si-
gnale iibertragen, der Stoffwechsel reguliert und viele physiologische Prozesse gesteuert. Inzwi-
schen sind zahlreiche Erbkrankheiten auf Mutationen in Genen fiir lonenkanile zuriickgeftihrt
worden (Ashcroft, 2000; Lehmann-Horn und Jurkat-Rott, 1999). Die Charakterisierung von
Ionenkanilen kann sowohl zum Verstindnis solcher Erbkrankheiten beitragen als auch Per-
spektiven fiir ihre Therapie eréffnen.

1.1 Zelluldre Membranen

Zellulire Membranen sind fiir das Leben einer Zelle von entscheidender Bedeutung. Die Plas-
mamembran umschliefit die Zelle, grenzt sie gegen die extrazellulire Umgebung ab und erhilt
so das intrazellulire Milieu aufrecht. Membranen von Zellorganellen dienen in eukaryonti-
schen Zellen dazu, Unterschiede zwischen dem Inneren der Organellen und dem Zytosol zu
erhalten.

Zellmembranen bestehen aus zwei Schichten amphiphatischer Lipidmolekiile, die so an-
geordnet sind, dass die hydrophilen Enden dem wissrigen extra- und intrazelluliren Milieu
zugewandt sind, wihrend sich die lipophilen Enden im wasserfreien Inneren der Lipiddop-
pelschicht befinden. Hydrophobe Molekiile, wie Sauerstoff und Kohlendioxid, kénnen die
Membran passieren. Auch fiir kleine, ungeladene polare Molekiile, wie Glyzerol, Wasser und
Harnstoff, sind Lipiddoppelschichten in begrenztem Umfang durchlissig. Reine Lipiddop-
pelschichten sind hingegen fiir Ionen und grofle ungeladene polare Molekiile (z. B. Glukose,
Aminosiuren) nicht permeabel. Daher ist ein gerichteter Ionentransport iiber die Membran
notwendig.

1.2 lonentransport und Membranpotential

Der Transport von lonen iiber die Membran wird von verschiedenen Ionentransportprote-
inen vermittelt, die in die ca. 5-8 nm dicke Lipidmembran eingebettet sind. Dabei sind
grundsitzlich zwei verschiedene Prozesse zu unterscheiden: 1. aktiver und 2. passiver Transport.
Aktiver Transport ist hiufig an die Hydrolyse von ATP gekoppelt und kann Substanzen gegen
ihren Konzentrationsgradienten iiber die Membran pumpen. Passiver Transport erfolgt ohne
Energieaufwand entlang eines Konzentrationsgradienten. Bei Ionen und geladenen Molekiilen



1 Einleitung

Extrazellulire Intrazellulire Gleichgewichts-
Ion Konzentration (mM) Konzentration (mM) potential (mV)
Natrium  135-145 12 +66
Kalium  3,5-5 140 —93
Kalzium 2,25-2,52 10™4 (frei) +135
Chlorid 115 2,5-50 —42

Tabelle 1.1: Ionenkonzentrationen und Gleichgewichtspotentiale in Siugerzellen, nach Ashcroft
(2000).

ist der passive Transport nicht nur vom Konzentrationsgradienten, sondern auch vom elektri-
schen Feld abhingig, das sich iber der Membran aufbaut. Durch die Kombination von aktiven
und passiven Transportprozessen entstehen grofle Unterschiede in der Zusammensetzung des
Zytosols auf der einen Seite und der extrazelluliren Flussigkeit bzw. dem Inneren der mem-
branbegrenzten Zellorganellen auf der anderen Seite. Tabelle 1.1 zeigt die intrazelluliren und
extrazelluliren Konzentrationen fiir die wichtigsten Ionen. KT ist das wichtigste intrazellulire
Kation, extrazellulir ist seine Konzentration erheblich niedriger als intrazellulir. Umgekehrt
sind die Verhiltnisse fiir Na™, das das wichtigste extrazellulire Kation darstellt. Durch die
asymmetrische Verteilung der Ionen ergibt sich eine Potentialdifferenz tiber der Membran. Fiir
jede Ionensorte X lisst sich eine Spannung E'x berechnen, bei der sich der Einstrom und Aus-
strom der Ionen ausgleichen, so dass kein Netto-Ionenfluss iiber die Membran zu beobachten
ist. Dieses Potential nennt man auch Gleichgewichtspotential oder elektrochemisches Potential
einer lonensorte. Es kann nach der Nernst-Gleichung (1.1) berechnet werden. Dabei ist R
die allgemeine Gaskonstante (8,314 K~! mol~1), T' die absolute Temperatur, z die Ladung des
Ions und F' die Faraday-Konstante (96 500 C mol_l). [X]innen und [X]augen sind die intra- bzw.
extrazellulire Konzentration eines Ions X.

_ E .In [X]auﬁen
zF [X]innen

Zellmembranen sind jedoch nicht nur fiir eine lonensorte permeabel. Das Ruhemembran-

Ex (1.1)

potential einer Zelle, d.h. das Potential, bei dem kein Netto-lonenfluss erfolgt, ist abhingig
vom elektrochemischen Gradienten verschiedener Ionen. Dabei kann die Permeabilitit der
Zellmembran fiir verschiedene Ionen sehr unterschiedlich sein. Die Goldmann-Gleichung (1.2)
berticksichtigt fiir Anionen A und Kationen K unterschiedliche Permeabilititen P. Diese
Gleichung beruht auf der Annahme, dass das elektrische Feld iiber der Membran konstant
ist, und wird daher auch constant field equation genannt. Da Kalium bei Zellen in Ruhe die
hochste Permeabilitit aufweist, liegt das Ruhemembranpotential der meisten Zellen in Nihe



1.3 Ionenkanile

des Kaliumgleichgewichtpotentials, bei ca. —70 mV.

Envemb = E -In Z PK[K]aUBen + PA[A]auBen (1 2)
embran 2F Z PK [K]innen + PA [A]innen

Die unterschiedlichen Ionenkonzentrationen auf beiden Seiten der zelluliren Membranen wer-

den durch eine Reihe von Transportproteinen aufrechterhalten. Einige Transporter tauschen
lediglich externe Ionen gegen interne Ionen aus, wie z. B. der CI7 /HCOgj -Austauscher. Andere
Transportproteine nutzen die Energie aus der Hydrolyse von ATP, um Ionen gegen den elektro-
chemischen Gradienten zu pumpen. So transportiert z. B. die Nat/K'-ATPase drei NaTaus der
Zelle heraus und zwei K in die Zelle hinein, was einem elektrogenen Auswirtstransport von
einer Netto-Ladung entspricht. Neben Pumpen und Transportern, die den aktiven Transport
von Jonen vermitteln, gibt es mit den Ionenkanilen eine dritte Klasse von Membranproteinen.

1.3 lonenkandle

Ionenkanile sind Membranproteine, die in der Zellmembran ionenspezifische Poren bilden
(Hille, 1992). Sie transportieren lonen passiv entlang des elektrochemischen Gradienten tiber
die Membran. In jeder Sekunde kénnen ca. 107-10° Ionen die Membran passieren (Alberts
et al., 1995). Ionenkanile regulieren viele Funktionen sowohl in elektrisch-erregbaren als auch
in nicht-erregbaren Zellen. IThre grofle Bedeutung fiir die Zellphysiologie wird daran deutlich,
dass eine Reihe von Krankheiten von der Dysfunktion oder dem Ausfall eines Ionenkanals
verursacht werden. lonenkanile weisen eine hydrophile Pore auf, die sich durch die Lipid-
doppelschicht der Membran erstreckt. Diese Poren kénnen sich entweder in einem offenen
oder geschlossenen Zustand oder in einem Zwischenzustand befinden. Der Ubergang zwischen
diesen Zustinden wird Schalten (gating) genannt. Das Offnen und Schliefen der Ionenkanile
kann zufillig erfolgen. Es kann aber auch durch eine Vielzahl chemischer oder physikalischer
Stimuli ausgeldst werden. So reagieren thermosensitive Kanile auf Temperaturinderungen. Me-
chanosensitive Kanile werden durch mechanische Belastung ge6ffnet, andere Kanile kénnen
auf Anderungen des pH-Werts oder des Zellvolumens reagieren. In den Liganden-abhingigen
Kanilen wird das Schalten von extrazelluliren Liganden (Azetylcholin, Glyzin etc.) oder in-
trazelluliren Liganden (Ca?T, cAMP, ATP etc.) gesteuert, die an den Kanal binden und ein
Offnen oder Schliefen der Pore bewirken. In den meisten Liganden-abhingigen Ionenkanilen
ist die ionenleitende Pore des Kanals selektiv fiir Kationen oder Anionen. Eine andere Klasse
von lonenkanilen 6ffnet oder schliefit bei Anderungen im Membranpotential der Zelle. Die-
se spannungsabhingigen Kanile weisen hiufig eine hohe Selektivitit fiir eine Kationen- oder
Anionensorte auf.

1.4 Spannungsabhéngige lonenkandle

Spannungsabhingige Ionenkanile durchlaufen eine Reihe von Konformationsinderungen,
wenn sich die Spannung iiber der Membran verindert. Diese Konformationsinderungen
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fihren zum Offnen oder Schliefen der ionenleitenden Pore des Kanals. Es konnen ver-
schiedene Offen- und Geschlossenzustinde angenommen werden. Wenn der Kanal unter der
Spannungsinderung aktiviert, folgt hiufig eine Inaktivierung durch eine weitere Konformati-
onsinderung, nach der der Kanal keine Ionen mehr passieren lassen kann. Dieser inaktivierte
Zustand halt hiufig eine bestimmte Zeit an, bevor der Kanal in den geschlossenen Zustand
iibergeht. Spannungsabhingige Ionenkanile kénnen sowohl durch Depolarisation (z. B. Na*-
Kanile) als auch durch Hyperpolarisation (z.B. einwirtsgleichrichtende K™-Kanile) gedffnet
werden. Es lassen sich spannungsabhingige Anionenkanile (Chloridkanile der CLC-Familie)
und spannungsabhingige Kationenkanile unterscheiden. Zu den letzteren gehoren die in
dieser Arbeit untersuchten Kaliumkanile, weshalb im Weiteren auf die spannungsabhingigen
Kationenkanile bzw. insbesondere auf die Kaliumkanile eingegangen wird.

1.5 Spannungsabhéngige Kationenkandéle

Bereits 1949 beschrieben Hodgkin und Huxley die physikalischen Grundlagen des Aktionspo-
tentials und der Erregungsweiterleitung in Nervenzellen. Sie zeigten, dass Aktionspotentiale
durch die Aktivierung und Inaktivierung von spannungsabhingigen Kationenstrémen entste-
hen (Hodgkin et al., 1949). Als erster Kationenkanal wurde 1984 ein Na'-Kanal aus dem Zitter-
aal Electrophorus electricus kloniert (Noda et al., 1984). Es folgten die Isolierung und Klonierung
eines spannungsabhingigen Ca?*-Kanals des L-Typs aus dem Skelettmuskel (Curtis und Catte-
rall, 1984; Tanabe et al., 1987). Der erste K-Kanal wurde mit der Klonierung des Shaker-Gens
aus der Fruchtfliege Drosophila melanogaster gefunden (Papazian et al., 1987; Kamb e al., 1987,
Pongs et al., 1988). Inzwischen wurde ein Vielzahl von spannungsabhingigen Kationenkanilen
kloniert und elektrophysiologisch charakterisiert. Allein im Nematoden Caenorbabditis elegans
sind inzwischen ca. 60 Gene gefunden worden, die fiir Kaliumkanile codieren (Bargmann,
1998).

Die spannungsabhingigen Kationenkanile gehdren zu einer Genfamilie, die sich vermut-
lich aus einem gemeinsamen Vorliufer entwickelt hat. Die spannungsabhingigen K™-Kaniile,
die mit dem Shaker-Kanal verwandt sind, werden aus vier Monomeren mit je sechs Transmem-
bransegmenten (S1-S6) gebildet. Zwischen S5 und S6 taucht eine haarnadelférmige Schleife
(P-Loop) auf der extrazelluliren Seite der Membran ein und trigt zur Pore und dem Selekti-
vitatsfilter des Ionenkanals bei (6TM-1P-Motiv). Die N- und C-Termini der Monomere liegen
auf der intrazelluldren Seite der Membran (Abb. 1.1 A). Das 6TM-1P-Motiv liegt in spannungs-
abhingigen Na™- und Ca?*-Kanilen in vier nicht identischen Wiederholungen vor, wobei die
vier Elemente iiber zytosolische Linker kovalent verbunden sind.

Neben diesen Kationenkanilen gibt es noch Kaliumkanile, die lediglich aus zwei Trans-
membrandominen und einer Pore bestehen (2TM-1P-Motiv). Dies sind einwirtsgleichrichtende
(inward-rectifying) Kir-Kanile, die einerseits am K*t-Transport iiber Membranen beteiligt sind
und andererseits zur Stabilisierung des Ruhemembranpotentials von Zellen beitragen, z.B.
Kirl.la (Ho et al.,, 1993). Aus einer Verdopplung des 2TM-1P-Motivs sind vermutlich die Ka-
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liumkanile entstanden, die vier Transmembransegmente und zwei Poren aufweisen, wie z. B.
die TWIK-Kanile (Lesage et al., 1996). Bei der Familie der TOK-Kanile, die bisher nur in
Hefe beschrieben wurden, ist das 6TM-1P-Motiv der spannungsabhingigen Kaliumkanile am
C-Terminus mit dem 2TM-1P-Motiv der einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanile verschmolzen
(Ketchum ez al., 1995).

Die spannungsabhingigen Kaliumkanile mit dem 6TM-1P-Motiv, die im Folgenden aus-
fithrlicher beschrieben werden, lassen sich in mindestens drei Gruppen von a-Untereinheiten
gliedern: die Kv-Kanile, die EAG-Kanile und die KCNQ-Kanile. Zusitzlich weisen auch
die Ca®*-aktivierten Kaliumkanile sowie die Kanile, die durch zyklische Nukleotide gesteuert
werden, eine Struktur mit sechs Transmembransegmenten und einem P-Loop auf.

1.6 Die Familie der K,-Kandle

Nach der Klonierung des Shaker-Kanals wurde aus Drosophila melanogaster eine Reihe verwandter
Gene kloniert, die Shab, Shaw und Shal genannt wurden. Die homologen Proteine in Mam-
malia werden als Ky 1 (Shaker), K2 (Shab), K3 (Shaw) und K4 (Shal) bezeichnet (Abb. 1.1 C).
Sie stellen Unterfamilien dar, die jeweils mehrere Mitglieder aufweisen. So sind z. B. fiir K1
neun Mitglieder gefunden worden (K, 1.1-1.9).

1.6.1 Diversitdt der K,-Kandle

Die spannungsabhingigen Kaliumkanile werden aus vier porenbildenden a-Untereinheiten
gebildet, die ihrerseits mit verschiedenen [-Untereinheiten assoziieren kénnen. (-Unterein-
heiten konnen, im Gegensatz zu a-Untereinheiten, allein keine funktionellen Kanile bilden.
Sie erhohen die Oberflichenexpression der Kanile (Shi e al., 1996) und modulieren deren
physiologische Eigenschaften (Rettig ef al., 1994). Bisher sind drei S-Untereinheiten der K-
Kanile kloniert worden (Rettig er al., 1994; Majumder et al, 1994), von denen es mehrere
Spleifivarianten gibt. Die 3-Untereinheiten der K-Kanile sind zytoplasmatische Proteine ohne
Transmembransegmente, die sich als tetramere Komplexe an die intrazellulire Oberfliche der
K,-Kanile anlagern (Parcej ef al., 1992; Gulbis ez al., 1999).

Verschiedene a-Untereinheiten der Ky-Unterfamilien kénnen zu heteromeren Kanile as-
sozileren (Isacoff et al., 1990; Ruppersberg et al., 1990; Covarrubias et al., 1991). So kénnen
z.B. K, 1.1-Kanile mit K, 1.2- und K 1.5-Untereinheiten Heteromere bilden, jedoch nicht mit
Ky4-Kanilen (Christie et al., 1990). Die Assoziation von heteromeren Kanilen einer K-
Unterfamilie wird iiber ein ca. 130 Aminosduren langes Peptid (T1-Domine) vermittelt, das
unmittelbar vor dem ersten Transmembransegment der o-Untereinheit liegt (Li e al,, 1992;
Shen et al., 1993). Die heteromeren Kanile kénnen andere funktionelle Eigenschaften aufwei-
sen als die Homomere, wodurch sich eine hohe funktionelle Vielfalt ergibt. Diese Diversitit der
Ky-Kanile wird zusitzlich durch das Vorkommen von verschiedenen Spleifivarianten erhoht,
die ebenfalls unterschiedliche funktionelle Eigenschaften haben kénnen.
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Abb. 1.1: a-Untereinheiten spannungsabhingiger Kaliumkanile. (A) Vereinfachtes Topologie-
Modell eines spannungsabhingigen Kaliumkanals in der Zellmembran. Sechs putative Transmem-
bransegmente formen den Kern des Kanalkomplexes. Das Segment S4 ist stark positiv geladen
und fungiert als Spannungssensor. Die Verbindung zwischen S5 und S6 kleidet die Pore aus und
bildet den Selektivititsfilter. Der N- und C-Terminus des Proteins sind im Zytosol lokalisiert.
(B) Querschnitte eines K -Kanalmodells zeigen die Anordnung der vier a-Untereinheiten. Die
griinen Segmente stellen die Porenregion mit dem Selektivititsfilter dar, der rote Teil reprisentiert
den Spannungssensor S4, der bei Depolarisation der Zellmembran eine Translokation erfihrt.
Diese spannungsabhingige Translokation von S$4 fiihrt zur Offnung der Pore und zum folgenden
Ausstrom von Kaliumionen. (C) Die drei Familien spannungsabhingiger Kaliumkanile: die klas-
sischen K,-Kanile, die KCNQ- und die EAG-Familie. Es sind einige ausgewihlte Unterfamilien
und einzelne Mitglieder gezeigt. Diese a-Untereinheiten spannungsabhingiger Kaliumkanile ha-
ben das Motiv aus sechs Transmembransegmenten gemeinsam. In dieser Hinsicht sind auch die
Ca?T-abhingigen Kaliumkanile (BK-, IK- und SK-Kanile) und die Kanile, die durch zyklische
Nukleotide geschaltet werden (CGN- und HCN-Kanile), sehr nahe mit den spannungsabhingigen
Kaliumkanilen verwandt. Verindert nach: http://www.els.net/els/els/els/public_article.html.

1.6.2 Struktur und Funktion der K,-Kandle

K,-Kanile weisen, wie oben beschrieben, sechs Transmembransegmente (S1-S6) auf. Zwischen
S5 und S6 befindet sich eine extrazellulire Schleife, die in die Membran eintaucht und zur Pore
und zum Selektivititsfilter beitrigt (Abb. 1.1 A). Doyle et al. (1998) haben durch die Aufklirung
der Kristallstruktur des Kaliumkanals von Streptomyces lividans (KesA) ein Modell fiir die Pore
entwickelt. Obwohl KcsA ein bakterieller Kaliumkanal mit nur zwei Transmembransegmenten
ist, weist der Kanal eine hohe Homologie zu den K, -Kanilen vor allem im Bereich der Pore
auf (MacKinnon et al., 1998). Die Kristallstruktur von KcsA in einer Auflésung von 3,2 A zeig-
te, dass sich vier Untereinheiten symmetrisch um eine einzelne Pore lagern. Jede Untereinheit
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besteht aus zwei Transmembransegmenten, die iiber eine Kette von 30 Aminosiuren verbunden
sind. Die Untereinheiten nehmen die Form eines invertierten Tipis an, wobei das breite Ende
extrazellulir liegt. Sowohl die intrazellulire als auch die extrazellulire Offnung des Kanals
sind negativ geladen, vermutlich um positiv geladene Ionen anzuziehen und negativ geladene
abzustofen. Ein Teil des Permeationsweges durch die Membran ist mit Wasser gefiillt. Kali-
umionen gelangen daher zunichst mit einer Hiille aus acht Wassermolekiilen in die zentrale
Hohle der Kanalpore (Zhou et al., 2001). Dort wird das Kaliumion durch Helixdipole stabili-
siert (Doyle et al., 1998; Roux und MacKinnon, 1999). Am engsten Teil des Permeationsweges,
dem Selektivitatsfilter, muss das Kaliumion seine Hydrathiille abstreifen und wird, dhnlich
wie in Wasser, von zwel Gruppen von vier Sauerstoffatomen umgeben und stabilisiert. Diese
Sauerstoffatome stammen von den Aminosidureresten des P-Loops, die eine fiir Kaliumkanile
stark konservierte Aminosiuresequenz aufweisen: TxxTxGYG (Heginbotham et al., 1994). Es
befinden sich stets mehrere Kaliumionen in der Pore, die einzeln durch den Permeationsweg
geschleust werden (Hille und Schwarz, 1978; Spassova und Lu, 1998; Morais-Cabral ez al., 2001)
und dafiir sorgen, dass das koordinierte Kaliumion nicht in der Pore stecken bleibt, sondern
die Pore durch elektrostatische Abstoflungskrifte zwischen den positiv geladenen Kaliumionen
verlasst.

Die Aktivierung von Ky -Kanilen resultiert aus einer spannungsabhingigen Konformati-
onsinderung des Proteins, die zur Offnung der ionenleitenden Pore fiihrt (Abb. 1.1B). Das
erfordert einen Mechanismus, mit dem eine Spannungsinderung iiber der Membran wahr-
genommen werden kann. Die Aktivierung von spannungsabhingigen Kanilen ist mit nicht-
linearen kapazitativen Strdmen assoziiert, die als Schaltstrome (gating currents) bezeichnet wer-
den. Sie entstehen durch die Bewegung von Ladungen iiber die Membran. Noda et al. (1984)
erkannten als erste, dass das 4. Transmembransegment (S4) als Spannungssensor der spannungs-
abhingigen Kanile dienen kénnte. S4 enthilt, untypisch fiir Transmembransegmente, in allen
spannungsabhingigen Kationenkanilen sechs bis acht positiv geladene Aminosduren. Im S4-
Segment vom Shaker-Kanal befinden sich in jeder dritten Position ein Arginin oder Lysin,
die von jeweils zwei nicht-polaren Aminosiuren getrennt werden (Bezanilla, 2000), so dass
das S4-Segment eine amphiphatische Helix darstellt. Verschiedene Mutagenesestudien an Na™-
Kanilen und vor allem an K-Kanilen unterstiitzten die Spannungssensor-Hypothese (Stithmer
et al., 1989; Papazian et al., 1991; Schoppa und Sigworth, 1998; Seoh et al., 1996; Smith-Maxwell
et al., 1998). Durch eine Arbeit von Yang ef al. (1996) wurde deutlich, dass sich das S4-Segment
innerhalb der Membran bewegt, wenn sich die Spannung tiber der Membran dndert. Kiirzlich
bestitigten zwei unabhingige Arbeiten von Cha et al. (1999) und Glauner er al. (1999), dass
die Hauptbewegung des S4-Segments eine Drehung um die Lingsachse der Helix ist, wobei der
Drehungswinkel bis zu 180° betragt.

K,-Kanile verfiigen iiber zwei Arten der Inaktivierung, die schnelle N-Typ Inaktivierung
und die langsamere C-Typ Inaktivierung. Bei der schnellen N-Typ Inaktivierung verstopft ein
Teil des zytosolischen N-Terminus der a-Untereinheit die Pore des Kanals (Hoshi et al., 1991).
Dieser Vorgang ist spannungsabhingig und wird nach einem Modell fiir die Inaktivierung
von Nat-Kanilen auch ball-and-chain-Modell genannt (Armstrong und Bezanilla, 1973). In
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einigen K-Kanilen ist das blockierende Peptid nicht an der a-Untereinheit, sondern an der
(B-Untereinheit lokalisiert (Rettig et al., 1994). Die C-Typ Inaktivierung ist bisher nicht sehr gut
verstanden. Man nimmt an, dass an dieser Inaktivierung lokale Konformationsinderungen
an der extrazelluliren Offnung der Kanalpore beteiligt sind, die zu einer Verengung bzw.
Verstopfung der Pore fithren (Liu e 4l., 1996).

Wihrend sogenannte A-Typ K-Kanile sehr schnell inaktivieren, verlduft die Inaktivierung
bei den verzogert gleichrichtenden (delayed rectifier) K -Kanilen langsamer. A-Typ K,-Kanile
spielen bei der Generierung pri- und postsynaptischer Signale eine Rolle. Sie arbeiten im Span-
nungsbereich unterhalb der Aktionspotentialschwelle. Delayed rectifier hingegen repolarisieren
die Zellen nach einem Aktionspotential und reduzieren die Zellerregbarkeit. K-Kanile kom-
men jedoch nicht nur in Nerv- und Muskelzellen vor, sondern sind auch in anderen Zelltypen
exprimiert.

1.7 EAG-dhnliche Kandale

EAG- und EAG-ihnliche Kanile haben ithren Namen von einer Drosophila-Mutante, die bei
Ather-Exposition die Beine wie beim Go-Go-Tanz schiittelt. Das mutierte Gen wurde daher
ether-d-go-go oder eag genannt. Es codiert fiir einen spannungsabhingigen Kaliumkanal (Brug-
gemann ef al., 1993), fiir den eine Reihe von verwandten Kanilen (die Unterfamilien eag erg
elk) gefunden wurde (Abb. 1.1 C). Der erste humane homologe Kanal wurde HERG genannt,
fir human ether-a-gogo related gene (Warmke und Ganetzky, 1994).

Die EAG-dhnlichen Kanile weisen in Mammalia eine Homologie von mehr als 85 % auf
DNA-Ebene auf (Warmke und Ganetzky, 1994). Die Kanile haben eine dhnliche Struktur wie
die Ky-Kanile. Sie besitzen ebenfalls sechs Transmembransegmente, haben einen P-Loop zwi-
schen S5 und S6 sowie einen positiv geladenen Spannungssensor S4 (Abb. 1.1 A). Strukturell
unterscheidet sich der HERG-Kanal in zwei Bereichen von den Ky-Kanilen. Erstens tragt der
Selektivititsfilter des Kanals nicht die Konsensussequenz GYG, sondern ein GFG-Motiv. Zwei-
tens liegt im proximalen C-Terminus des Kanals ein hoch konservierter Bereich, der homolog
zu den Bindungsstellen fiir zyklisches Nukleotid in cAMP-gesteuerten lonenkanilen ist.

Funktionell weist der HERG-Kanal ebenfalls einige Besonderheiten auf. Der Kanal akti-
viert bei Potentialen {iber —50 mV langsam und fiithrt zu auswirtsgerichteten Kaliumstrémen
(Sanguinetti et al., 1995; Smith ef al., 1996). Bei +10 mV deaktiviert der Kanal jedoch bereits.
Diese ungewohnliche Spannungsabhingigkeit resultiert aus der langsamen Aktivierung des Ka-
nals und einer sehr schnellen Inaktivierung, die bereits einsetzt, bevor der Kanal maximal
aktiviert ist. Diese sehr schnelle Inaktivierung ist vom N-Terminus des Proteins unabhingig
(Spector et al., 1996b) und weist Charakteristika der C-Typ Inaktivierung auf (Smith er al.,
1996).

Die heterologe Expression von HERG zeigte Stréome, die dhnliche Kinetiken und pharma-
kologische Eigenschaften aufwiesen wie der verzogerte gleichrichtende (delayed rectifier) Strom
Ik; in Herzmuskelzellen (Sanguinetti ef al., 1995; Spector et al., 1996a). HERG ist vermutlich
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das molekulare Korrelat von Ik, wobei kontrovers ist, ob HERG allein diesen Strom kon-
stituiert (Weerapura et al., 2002) oder ob HERG mit einer 3-Untereinheit der KCNE-Familie
(KCNE1 oder KCNE2) assoziiert (McDonald et al., 1997; Abbott et al., 1999; Cui et al., 2001,
Isbrandt et al., 2002). Ik, spielt eine grofe Rolle bei der Repolarisation des Aktionspotentials
im Herzen. Diese putative Funktion wird dadurch belegt, dass Mutationen in HERG zum /Jong
QT-Syndrom (LQT2) fithren konnen (Sanguinetti et al., 1995), einer Repolarisationsstdrung
des Herzens, die klinisch durch ein abnorm langes QT-Intervall im EKG charakterisiert ist
und zu einer kardialen Arrhythmie fiihrt.

1.8 KCNQ-Kandle

Der HERG-Kanal ist nicht der einzige Ionenkanal, in dem Mutationen zum LQT-Syndrom
fithren kénnen. Es sind insgesamt sieben Genorte (LQT1-7) bekannt. Mutationen im kardia-
len Natriumkanal SCN5A fithren zu LQT3 (Wang e 4/, 1995), und Mutationen in KCNE]
bzw. KCNE2 verursachen LQT5 bzw. LQT6 (Splawski et al., 1997, Abbott et al., 1999). LQT7
wird durch eine Mutation in dem einwirtsgleichrichtenden Kaliumkanal Kir2.1 verursacht.
LQT1 ist mit 50-60 % aller Fille der hiufigst mutierte Locus (Lehmann-Horn und Jurkat-Rott,
1999). Wang er al. (1996) zeigten, dass LQT1 fiir einen Kaliumkanal codiert, der KCNQ1
(frither K,LQT1) genannt wurde. Inzwischen sind mit KCNQ2-5 vier weitere KCNQ-Kanile
kloniert worden, von denen drei ebenfalls mit Erbkrankheiten assoziiert sind (Tabelle 1.2).

1.8.1 Struktur der KCNQ-Kandle

KCNQ-Kanile weisen, wie K-Kanile, sechs Transmembransegmente und einen P-Loop auf
(Abb. 1.1). Der Grad der Homologie zwischen KCNQ-Kanilen ist mit ca. 30-65 % Identitit
auf Aminosiureebene relativ gering (Abb. 1.2 A). KCNQ-Kanile besitzen ein spannungssensi-
tives 4. Transmembransegment, das in KCNQ2-5 sechs und in KCNQ1 vier positiv geladene
Arginine trigt (Lerche et al., 2000; Schroeder et al., 2000a). Der N- und der C-Terminus liegen
intrazelluldr, wobei der C-Terminus sehr lang ist und eine unter KCNQ-Kanilen konservierte
Region (A-Domine) aufweist (Schwake er al., 2000). Der A-Domine folgt ein kurzer Ami-
nosiureabschnitt, der vermutlich zur Assoziation der a-Untereinheiten in einen tetrameren
Kanalkomplex dient (Schmitt et al., 2000). Kiirzlich wurde von zwei unabhingigen Gruppen
gezeigt, dass Calmodulin (CaM) an KCNQ2, KCNQ3 und KCNQ5 binden kann (Yus-Najera
et al., 2002; Wen und Levitan, 2002). Die Bindungsstelle umfasst u.a. ein IQ-Motiv (CaM-
Bindungsmotiv) in einem konservierten Bereich unmittelbar hinter dem 6. Transmembranseg-
ment. Ausserdem scheint ein ca. 30 Aminosiuren langer Abschnitt innerhalb der A-Domine
fiir die Bindung von CaM notwendig zu sein.

In den N-Termini von KCNQI1 und KCNQ2 wurden einige putative Phosphorylierungs-
stellen gefunden, an die die Proteinkinase A (PKA) binden kann. KCNQ1 weist auflerdem eine
Glykolysierungsstelle am extrazelluliren Loop zwischen S5 und S6 auf (Barhanin er al., 1996;
Wang et al., 1996).
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Abb. 1.2: Dendrogramm der KCNQ- (A) und der KCNE-Familie (B) von Kaliumkanaluntereinhei-
ten. KCNQ4 und KCNQS5 besitzen innerhalb der KCNQ-Familie die grofite Sequenzihnlichkeit.
KCNE3 und KCNES sind sich innerhalb der KCNE-Familie am dhnlichsten. Die Dendrogramme
wurden mit dem Programm ClustalX 1.8 (Thompson et al, 1997) fiir die humanen Klone in ihrer
vollen Linge erstellt. Die Linge der horizontalen Linien ist proportional zu den Sequenzunter-
schieden zwischen den Untereinheiten.

1.8.2 Diversitdt der KCNQ-Kandle

Fir KCNQ1, KCNQ2 und KCNQ5 sind eine ganze Reihe von Spleifivarianten bekannt (De-
molombe et al., 1998; Murray et al., 1999; Schroeder et al., 2000b; Pan et al., 2001), die zum
Teil eine gewebespezifische Expression zeigen und unterschiedliche funktionelle Eigenschaften
haben.

Alle KCNQ-Kanalproteine kénnen % vitro homomere Kanile bilden, wihrend die Bildung
von Heteromeren auf bestimmte Kombinationen beschrinkt ist (Kubisch et al., 1999; Schroeder
et al., 1998; Lerche et al., 2000; Schroeder et al., 2000b). So kann KCNQI vermutlich keine
Heteromere mit den anderen KCNQ-Kanilen bilden. KCNQ3 hingegen assoziiert iz wvitro
mit KCNQ2, KCNQ4 und KCNQJ3, die sich ihrerseits untereinander nicht zu heteromeren
Kanilen zusammenlagern.

KCNQ-Kanile konnen auflerdem mit §-Untereinheiten der KCNE-Familie assoziieren, die
fiinf Mitglieder aufweist (Abb. 1.2 B) (Takumi et al., 1988; Abbott er al., 1999; Piccini et al.,
1999). KCNE-Proteine besitzen, im Gegensatz zu den [-Untereinheiten der K -Kanile, ein
Transmembransegment sowie einen extrazelluliren N- und einen intrazelluliren C-Terminus.
Die KCNE-Untereinheiten weisen eine relativ geringe Homologie (50-60 %) auf, die im Trans-
membransegment und einem kurzen Bereich dahinter am stirksten ist. Die Mitglieder der
KCNE-Familie kénnen nicht nur mit KCNQ-Kanilen assoziieren, sondern mit einer Viel-
zahl von spannungsabhingigen Kaliumkanilen Heteromere bilden (Tabelle 1.3). So assoziiert
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Gen Expression Funktion Erbgang  Krankheit
KCNQI Herz, Cochlea, Repolarisation dominant  Kardiale Arrhythmie
Darm, Magen, des kardialen (Romano-Ward-Syndrom)
Pankreas etc. Aktionspotentials,
K™ -Recycling in rezessiv Kardiale Arrhythmie mit
der Stria vascularis, kongenitaler Taubheit
Chloridsekretion (Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom)

im Darm etc.

KCNQ2  Gehirn, Ganglien, M-Strom, dominant  Neonatale Epilepsie
Riickenmark Modulation (BFNC)
der neuronalen
Erregbarkeit
KCNQ3  Gehirn, Ganglien, M-Strom, dominant  Neonatale Epilepsie
Riickenmark Modulation (BENC)
der neuronalen
Erregbarkeit
KCNQ4 Cochlea, Gehirn, Ik n dominant  Progrediente Taubheit
Ganglien etc. (DENA2)

KCNQ5  Gehirn, Ganglien, M-Strom - -
Skelettmuskel

Tabelle 1.2: Expressionsmuster der KCNQ-Gene und mit den Genen assoziierte Krankheiten. Fiir
KCNQY5 ist bisher keine Erbkrankheit gefunden worden.

z.B. KCNE3 sowohl mit KCNQI1 als auch mit K3.4, einem Mitglied der K-Kanalfamilie
(Abbott et al., 2001). Verschiedene Ionenkanalerkrankungen konnten auf Mutationen in Mit-
gliedern der KCNE-Familie zuriickgefithrt werden (Tabelle1.3). Im Folgenden werden die
KCNQ-Kanile einzeln vorgestellt (Tabelle 1.2) und ihre Assoziation mit den 3-Untereinheiten
der KCNE-Familie (Tabelle 1.3) dargestellt.

1.8.3 KCNQ1 und seine 3-Untereinheiten

KCNQI1 wird vor allem im Herzen, in der Niere, Leber, Lunge und Cochlea sowie im Gastro-
intestinaltrakt exprimiert (Barhanin er al., 1996; Sanguinetti e al., 1996; Neyroud et al., 1997).
Homomere aus KCNQ1 vermitteln 7z vitro einen spannungsabhingigen, langsam aktivieren-
den und langsam deaktivierenden Kaliumauswirtsstrom. Die Inaktivierung des Kanals ist sehr
schwach (Sanguinetti et al., 1996; Wang et al., 1998b; Yang et al., 1997). KCNQ1 kann jedoch
mit einigen (-Untereinheiten der KCNE-Familie assoziieren (Tabelle 1.3), die die Kinetik von
KCNQI1 fundamental verindern.
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Gen Expression Krankheit Heteromere Kanile

KCNEI Herz, Cochlea, Kardiale Arrhythmie, KCNQ1, HERG
Darm, Magen, kardiale Arrhythmie
Pankreas etc. mit kongenitaler Taubheit

KCNE2 Herz, Gehirn, Kardiale Arrhythmie, KCNQ1, KCNQ2/3,
Ganglien, erworbene kardiale HCN, K,4.2, K.4.3,
Magen Arrhythmie HERG

KCNE3  Niere, Darm, Periodische Paralyse KCNQ1, K,3.4
Skelettmuskel

KCNE4  Embryo, Uterus, - KCNQ1
Niere, Herz

KCNE5  Gehirn, Ganglien, deletiert im KCNQI1
Skelettmuskel, AMME-Syndrom
Herz

Tabelle 1.3: Expressionsmuster der KCNE-3-Untereinheiten und mit ihnen assoziierte Krank-
heiten. KCNE-Untereinheiten bilden nicht nur mit Mitgliedern der KCNQ-Familie heteromere
Kanile, sondern auch mit anderen Kaliumkanal-a-Untereinheiten. Fiir KCNE4 ist bisher keine
Erbkrankheit gefunden worden.

Im Herz und im Innenohr assoziiert KCNQI1 mit KCNEI, was zu einer zwei- bis sechs-
fachen Erhéhung der Stromamplitude, einer Verschiebung der Spannungsabhingigkeit um
ca. +30mV und einer drastischen Verlangsamung der Aktivierung des Kanals fiihrt. Die
schwache spannungsabhingige Inaktivierung des Kanals ist in Heteromeren aus KCNQI1 und
KCNE1 nicht mehr sichtbar. Gemeinsam bilden KCNQ1 und KCNE1 das molekulare Korre-
lat zum langsamen, verzogert gleichrichtenden Strom Ikg, der in Herzmuskelzellen die Repo-
larisation des Aktionspotentials vermittelt. Dominant-negative Mutationen sowohl in KCNQI
als auch in KCNEI fithren zu einem verlingerten Aktionspotential im Herzen und zu einer
Form des long QT-Syndroms, dem Romano-Ward-Syndrom (Wang ez 4l., 1996; Wollnik et al.,
1997; Splawski er al., 1997, Chouabe et al., 1997). Bei einem totalen Funktionsverlust durch
zwei mutierte Allele kommt es neben der kardialen Arrhythmie zusitzlich zu kongenitaler
Taubheit (Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom), da die Kaliumsekretion in die Endolymphe des In-
nenohrs gestort ist (Neyroud e al., 1997; Chouabe e al., 1997; Tyson et al., 1997). KCNQI1
und KCNEL1 bilden in den Marginalzellen der Stria vascularis heteromere Kanile, die fiir die
apikale Kaliumsekretion verantwortlich sind (Vetter ef al., 1996). In Epithelien der Atmungs-
organe vermitteln KCNQI1 und KCNE1 mdoglicherweise eine basolaterale Kaliumleitfihigkeit
und spielen eine Rolle bei der Regulation des Zellvolumens (Lock und Valverde, 2000; Mall
et al., 2000).
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Im Diinn- und Dickdarm assoziiert KCNQI vermutlich mit KCNE3. Heteromere aus
KCNQI und KCNE3 vermitteln einen Strom, der eine lineare Spannungsabhingigkeit auf-
weist, durch cAMP aktivierbar und zeitunabhingig ist (Schroeder et al., 2000b). Diese Eigen-
schaften legen die Vermutung nahe, dass KCNQ1 und KCNE3 zusammen fiir den transepithe-
lialen Chloridtransport in Kryptenzellen des Diinndarms und des Dickdarms verantwortlich
sind.

Erst kiirzlich zeigten Grunnet et al. (2002), dass KCNQ1 mit KCNE4 assoziieren kann.
KCNE4 wirkt inhibitorisch und blockiert KCNQ1-Strome vermutlich in der Plasmamembran
(Grunnet ¢t a4l., 2002). Die physiologische Rolle dieser Interaktion ist jedoch unklar.

Ebenfalls erst kiirzlich wurde die Interaktion von KCNQ1 mit KCNE5 nachgewiesen (An-
gelo et al., 2002). KCNES5 (auch KCNEI-L) ist eines von vier Genen, die im AMME-Syndrom
(Alport syndrome, mental retardation, midface hypoplasia, elliptocytosis) deletiert sind (Piccini ef al.,
1999). KCNES5 beeinflusst die Kinetik von KCNQI ihnlich wie KCNE1, hat jedoch einen
starkeren Effekt als KCNEL. So fiihrt die Koexpression von KCNQI und KCNES5 zu sehr
langsam aktivierenden Strémen, deren Spannungsabhingigkeit im Vergleich zu Heteromeren
aus KCNQI1 und KCNE1 zu noch positiveren Potentialen verschoben ist. Die Deaktivierung
des Stroms erfolgt schneller als bei Heteromeren aus KCNQ1 und KCNE1. Maglicherweise
bilden KCNQI und KCNE5 im Herzen heteromere Kanile, die in bestimmten Regionen des
Herzens aktiv sind (Angelo et 4l., 2002). KCNQI scheint also gewebespezifisch mit verschiede-
nen KCNE-Untereinheiten zu assoziieren, die das Schalten von KCNQI stark modulieren.

1.8.4 KCNQ2 und KCNQ3

KCNQ2 und KCNQ3 wurden {iber ihre Homologie zu KCNQI identifiziert (Biervert e al.,
1998; Schroeder et al., 1998) und durch positionelles Klonieren in Familien mit BENC (benign
Sfamilial neonatal convulsions), einer generalisierten idiopathischen Epilepsie bei Neugeborenen,
gefunden (Biervert e al., 1998; Singh et al., 1998; Charlier er al., 1998). Beide Kanile werden
ausschliefllich in neuronalem Gewebe exprimiert (Biervert et al., 1998; Schroeder et al., 1998,;
Tinel et al., 1998; Yang et al., 1998); dabei zeigen die Expressionsmuster beider Kanile star-
ke Uberlappungen. Allerdings kommen die Kanile in verschiedenen Regionen des Gehirns
unterschiedlich stark vor (Schroeder e al., 1998). Antikérperstudien haben auflerdem gezeigt,
dass in einigen Neuronen nur eine der beiden Untereinheiten exprimiert wird (Cooper et al.,
2000). Die KCNQ2-Expression im Gehirn ist in Bereichen, die fiir die Kontrolle rhythmischer
Gehirnaktivitit und die neuronale Synchronisation verantwortlich sind, besonders ausgeprigt
(Cooper et al., 2001).

KCNQ2 und KCNQ3 koénnen i witro homomere Kanile bilden (Wang et al., 1998a; Schro-
eder et al., 1998; Yang et al., 1998), dabei sind die Strome fiir KCNQ3 bei heterologer Expressi-
on in Xenopus laevis Oozyten wesentlich kleiner als fiir KCNQ2 (Wang et al., 1998a; Schroeder
et al., 1998). KCNQ2 und KCNQ3 vermitteln bei Depolarisation langsam aktivierende Ka-
liumauswirtsstrome, die nach Repolarisation langsam deaktivieren. Heterologe Koexpression
der beiden KCNQ-Untereinheiten fithrt zu einem dramatischen Anstieg der Stromamplitude
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(Wang et al., 1998a; Schroeder et al., 1998; Yang et al., 1998) mit leicht verinderten kine-
tischen Eigenschaften und einer geinderten Sensitivitit zu Kaliumkanalblockern, wie TEA,
Linopirdin, Ba2t (Wang et al., 1998a; Hadley er al., 2000; Robbins, 2001). Der starke An-
stieg in der Stromamplitude (bis zu 10fach verglichen mit KCNQ2-Homomeren) ist auf eine
Erhohung der Anzahl funktioneller Kanile in der Membran zuriickzufiihren und nicht auf
einen Anstieg der Einzelkanalleitfihigkeit oder der Offenwahrscheinlichkeit der heteromeren
Kanile (Schwake et al., 2000). Koimmunprizipitationen mit menschlichem Gehirngewebe so-
wie Antikorperstudien zeigen, dass KCNQ2 und KCNQ3 auch iz vivo heteromere Kanile
bilden konnen (Cooper et al., 2000). KCNQ3 kann aufler mit KCNQ2 auch mit KCNQ4 und
KCNQ5 assoziieren. Die physiologische Relevanz dieser Interaktion ist jedoch unklar. Gleiches
gilt fiir die Interaktion von KCNQ2/3-Heteromeren mit 3-Untereinheiten der KCNE-Familie.
Yang et al. (1998) berichteten {iber einen Effekt von KCNE1 auf die Gréfle und die Aktivie-
rung von Stromen aus KCNQ2/3-Heteromeren bei einer starken Uberexpression von KCNEI.
Schroeder et al. (1998) fanden bei Expression geringerer Mengen KCNEI1, die bereits deut-
liche Auswirkungen auf das Schalten von KCNQI1 haben, keinen Effekt. Da KCNEI1 nicht
in neuronalem Gewebe exprimiert wird, ist eine Interaktion iz wivo eher unwahrscheinlich.
Tinel et al. (2000b) zeigten hingegen eine Interaktion von KCNQ2/3-Heteromeren mit der (-
Untereinheit KCNE2, die ein sehr breites Expressionsmuster aufweist und auch in neuronalem
Gewebe vorkommt. Allerdings ist der Einfluss von KCNE2 auf die Kinetik der Strome aus
KCNQ2/3-Heteromeren sehr gering (Tinel ez al., 2000).

KCNQ2 und KCNQ3 weisen allein und in Koexpression funktionelle und pharmako-
logische Charakteristika des neuronalen M-Stroms (Ip) auf (Wang e al., 1998a). Iy wurde
zuerst von Brown und Adams in sympathischen Neuronen des Ochsenfrosches beschrieben
und spiter auch im ZNS nachgewiesen (Halliwell und Adams, 1982). Er stellt eine nicht-
inaktivierende Kaliumleitfihigkeit dar, die bei Depolarisation langsam aktiviert und durch
Aktivierung des muscarinischen Azetylcholinrezeptors (mAchR) inhibierbar ist (Brown und
Adams, 1980). Ipn; wurde in vielen zentralen und peripheren Neuronen identifiziert (Marri-
on, 1997). Die Identitit des Botenstoffs, der die Aktivierung des mAchR an die Modulation
des Kaliumstroms koppelt, war lange unbekannt. Erst kiirzlich wiesen Suh und Hille nach,
dass mAchR die Aktivierung eines heterotrimeren G-Proteins vermittelt, das seinerseits die
Phospholipase C-3 aktiviert und zum Abbau von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIPs)
fithrt. Die Phospholipase C-G scheint den M-Strom zu modulieren, indem sie die PIPs-
Konzentration, die von KCNQ2/3 benétigt wird, an der Membran verringert (Suh und Hille,
2002). Heteromere aus KCNQ2 und KCNQ3 scheinen zumindest in einigen Zellen diesen
M-Strom zu vermitteln. Sie zeigen die gleichen Eigenschaften im Schalten und in der Sen-
sitivitit zu den Iyr-Blockern Linopirdin und XE991 wie die nativen M-Stréme (Wang et al.,
1998a). Auflerdem sind Homomere aus KCNQ2 und KCNQ3 sowie KCNQ2/3-Heteromere
durch Muscarin inhibierbar, wenn sie mit dem Muscarinrezeptor (M1) koexprimiert werden
(Selyanko et al., 2000; Shapiro et al., 2000). Allerdings beteiligen sich vermutlich auch andere
Kanile an der Konstituierung des M-Stroms. So sind KCNQ4 und KCNQ5 ebenfalls durch
Muscarin inhibierbar und zeigen die typischen kinetischen und pharmakologischen Eigen-
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schaften des M-Stroms (Selyanko et al., 2000; Lerche et al., 2000; Schroeder ez al., 2000a). Auch
EAG-ihnliche Kanile weisen Eigenschaften des M-Stroms auf (Stansfeld ez al., 1996; Selyanko
et al., 1999). Der M-Strom spielt eine Schliisselrolle bei der Regulierung neuronaler Erregbar-
keit, denn Iy ist der einzige Strom, der an der Schwelle von Aktionspotentialen aktiv ist, zur
Repolarisation nach Aktionspotentialen betrigt und so wiederholtes Feuern von Aktionspo-
tentialen verhindert. Eine Inhibition des M-Stroms fiihrt daher zu einer erhéhten neuronalen
Erregbarkeit (Jentsch, 2000).

Die Hypothese, dass KCNQ2 und KCNQ3 dem M-Strom entsprechen, wird durch die Tat-
sache unterstiitzt, dass Mutationen in KCNQ2 und KCNQ3 zu einer Stérung der neuronalen
Erregbarkeit fithren und eine idiopathische Epilepsie bei Neugeborenen (BFNC) verursachen
kénnen. BENC ist eine seltene autosomal dominant vererbbare Epilepsie, die durch partiel-
le oder generalisierte tonisch-klonische Krampfanfille gekennzeichnet ist, die manchmal mit
Apnoe und einer Zyanose einhergehen (Ronen et al., 1993). BENC beginnt um den dritten
Tag nach der Geburt und remittiert nach 3-10 Wochen. Etwa 12-159% der Patienten erleiden
weitere epileptische Anfille in fortgeschrittenem Alter. BFNC wurde zu zwei verschiedenen
Genorten (20q13.3 und 8q24) gelinkt (Leppert et al., 1989; Lewis et al., 1993), die das KCNQ2-
bzw. KCNQ3-Gen enthalten (Biervert et al., 1998; Singh et al., 1998; Charlier et al., 1998). Es
sind mehr als zehn Mutationen fiir KCNQ2 (Biervert ef al., 1998; Singh e al., 1998; Lerche
et al., 1999; Biervert und Steinlein, 1999; Lee et al., 2000b; del Giudice et al., 2000) und zwei
Mutationen fiir KCNQ3 identifiziert worden (Charlier ez al., 1998; Hirose ef al., 2000). Bei den
Mutationen handelt es sich im Wesentlichen um Spleifistellen- und Punktmutationen, Lesera-
sterverschiebungen und Trunkationen. Eine Trunkation (Biervert et al., 1998) und verschiedene
Punktmutationen (Schroeder ef al., 1998) wurden heterolog in Xenopus Oozyten exprimiert, wo
keine der Mutanten Strome lieferte. Es konnte jedoch bei Koexpression mit nicht-mutierten
Untereinheiten kein dominant-negativer Effekt auf den Strom festgestellt werden. Das deutet
darauf hin, dass der dominante Erbgang von BENC auf Haploinsuffizienz zuriickzufiihren ist
(Schroeder ¢t al., 1998). Die Mutationen fiithrten zu einer Reduktion des KCNQ2/3-Stromes
um 25 %. Diese geringe Reduktion ist offensichtlich ausreichend, um die neuronale Erregbar-
keit in frither Kindheit soweit zu erhéhen, dass eine Epilepsie ausgelost werden kann. Bisher
sind keine dominant-negativen Mutationen in KCNQ2 oder KCNQJ3 gefunden worden. Es ist
zu vermuten, dass solche Mutationen zu einem erheblich schwereren Krankheitsbild fithren
wiirden (Schroeder et al., 1998). Dies wird durch Studien an KCNQ2-defizienten Miusen
bestitigt, in denen die homozygote Deletion von KCNQ2 unmittelbar nach der Geburt zum
Tod fiihrt, da die Tiere nicht atmen kénnen (Watanabe et 4/., 2000). Heterozygote Tiere hinge-
gen entwickeln sich normal und weisen keine spontanen epileptischen Anfille auf, sind jedoch
anfilliger fir Pharmaka-induzierte Krampfanfille als WT-Tiere (Watanabe ef 4/., 2000).

1.8.5 KCNQ4

KCNQ4 wurde tiber seine Homologie zu KCNQ3 kloniert (Kubisch ez al., 1999). Das Expressi-
onsmuster von KCNQA4 ist nicht so breit wie das der anderen KCNQ-Kanile. So wird KCNQ4
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Abb. 1.3: Kalium-Recycling in der Scala media des Innenohrs. Die Endolymphe der Scala me-
dia weist eine hohe K-Konzentration und ein positives Potential auf. Kalium wird von den
Marginalzellen der Stria vascularis in die Endolymphe sezerniert. Daran sind Heteromere aus
KCNQI1 und KCNE1 beteiligt. Kalium gelangt durch mechanosensitive Transduktionskanile in
die Haarzellen und verlifit die dufleren Haarzellen moglicherweise durch KCNQ4. Fiir die in-
neren Haarzellen ist noch kein Transportweg bekannt. Kalium wird durch die Stiitzzellen und

Fibrozyten des spiralen Ligaments zuriick zur Stria vascularis transportiert, wo es erneut sezerniert
wird. Aus: Jentsch (2000).

lediglich im Innenohr und in bestimmten Nuklei und Trakten des Hirnstamms exprimiert (Ku-
bisch et al., 1999; Kharkovets et al., 2000). KCNQ4 bildet homomere Kanile, die langsam bei
Depolarisation aktivieren (Kubisch ef al., 1999), und weist, wie KCNQ2 und KCNQ3, Charak-
teristika des M-Stroms auf. KCNQ4 kann mit KCNQ3 zu heteromeren Kanilen assoziieren,
was die Aktivierungskinetik des Kanals beschleunigt und die Sensitivitit zu den Ip;-Blockern
Linopirdin und XE991 erhoht (Kubisch er al., 1999). Ob KCNQ3/4-Heteromere jedoch in vivo
vorkommen, ist unklar.

Im Innenohr beschrinkt sich die Expression auf die Typ 1 Vestibularzellen und das Corti-
sche Organ (Abb. 1.3). Dabei ist jedoch umstritten, ob KCNQ4 im Cortischen Organ sowohl
in inneren als auch in dufleren Haarzellen exprimiert wird (Beisel er al., 2000), oder ob die
Expression weitgehend auf die dufleren Haarzellen beschrinkt ist (Kubisch et al., 1999; Khar-
kovets et al., 2000). Die dufleren und inneren Haarzellen bilden im Cortischen Organ drei
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Reihen bzw. eine Reihe sensorischer Zellen, die sich vom basalen Ende der Cochlea (ho-
he Frequenzen) zum apikalen Ende der Cochlea (tiefe Frequenzen) erstrecken. Die inneren
Haarzellen versorgen das Gehirn mit elektrischen Signalen, die das Horen vermitteln. Aufere
Haarzellen dagegen leiten nicht viele Afferenzen an das Gehirn, sondern erhdhen die Sensiti-
vitit des Horens durch Verstirkung der akustischen Vibrationen. Die apikalen Stereozilien der
beiden Zelltypen werden als Antwort auf ein akustisches Signal verbogen, wodurch mechano-
sensitive Transduktionskanile gedffnet werden. Der Einstrom von Kalium durch diese Kanile
depolarisiert die Haarzellen aufgrund eines ungewohnlichen elektrochemischen Kaliumgradi-
enten iber der apikalen Membran der Haarzellen. Im Gegensatz zur Zusammensetzung der
normalen Extrazellulirfliissigkeit weist die Endolymphe der Scala media eine aulergewdhnlich
hohe Kaliumkonzentration (ca. 150 mM) und ein positives Potential (485 mV) auf (Abb. 1.3).
Das liefert eine grofle Triebkraft fiir den Einstrom von Kaliumionen in die Haarzellen. Der
elektrochemische Gradient wird durch Ionentransportprozesse in der Stria vascularis aufrecht-
erhalten. Wihrend die apikalen Membranen der Haarzellen also in der Endolymphe baden,
haben die basolateralen Enden der Zellen Kontakt zur Perilymphe, die die iibliche hohe Na*-
und niedrige K*-Konzentrationen aufweist. Der elektrochemische Gradient ermoglicht also
an der apikalen Seite der Haarzellen einen K*-Einstrom und auf der basolateralen Seite einen
K*-Ausstrom. Dieser K™-Ausstrom wird moglicherweise von KCNQ4 vermittelt, der an der
basolateralen Seite der duleren Haarzellen lokalisiert wurde (Kharkovets e a/., 2000). Es wird
daher vermutet, dass KCNQ4 mit dem I ,, -Strom (Housley und Ashmore, 1992) in dufleren
Haarzellen der Cochlea identisch ist. Ik, vermittelt eine grofle Kaliumleitfihigkeit in Nihe
des Ruhemembranpotentials duflerer Haarzellen und ist ab dem postnatalen Tag 8 (P8) in
dufleren Haarzellen von Miusen messbar (Marcotti und Kros, 1999). Immunhistochemisch
lasst sich KCNQ4 ebenfalls ab dem Tag P8 in dufleren Haarzellen der Maus nachweisen (Khar-
kovets et al., 2000). Sowohl Ik ,, als auch KCNQ4 sind durch die M-Strom-Blocker Linopirdin
und XE991 inhibierbar. Allerdings weisen Ik, und KCNQ4 unterschiedliche Spannungs-
abhingigkeiten auf. Wahrend Ik, bei Spannungen von —80 mV halbmaximal aktiviert ist
(Marcotti und Kros, 1999), wird KCNQA4, bei heterologer Expression in Xenopus Oozyten, erst
ab Spannungen um —10 mV halbmaximal aktiviert (Kubisch ez al., 1999).

Das KCNQ4-Gen ist auf Chromosom 1p34 lokalisiert (Kubisch e a/., 1999). In diesem Be-
reich befindet sich ein Locus fiir eine Form dominant vererbbarer Taubheit, DFNA2 (Coucke
et al., 1994). Inzwischen sind sieben KCNQ4-Mutationen bekannt, die zu DENA2 fiihren (Ku-
bisch et al., 1999; Coucke et al., 1999; Talebizadeh ez al., 1999; Akita et al., 2001; Van Hauwe et al.,
1999a). DFNA2 ist eine nicht-syndromische progrediente Ertaubung, die in der 2.-3. Lebensde-
kade mit einer Schwerhérigkeit bei hohen Frequenzen beginnt und innerhalb von zehn Jahren
zu einer absoluten Taubheit fithrt. Die meisten der bisher bekannten KCNQ4-Mutationen
iiben einen dominant-negativen Effekt aus. Kubisch e /. (1999) fanden eine Punktmutation
in der Porenregion des KCNQ4-Kanals, die die in allen betroffenen Mitgliedern einer Familie
vorhanden war. Die Mutation ersetzte ein Glyzin im hochkonservierten GYG-Motiv der Pore
zu Serin (G285S). In heterologer Expression in Xenopus Qozyten ergab der mutierte KCNQ4-
Kanal keinen Strom, {ibte einen starken dominant-negativen Effekt auf den WT-Kanal aus und
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reduzierte den Strom um ca. 90 % (Kubisch ez 4l., 1999). Der Pathomechanismus der Taubheit
ist jedoch ungeklirt. Der langsame Horverlust deutet an, dass KCNQ4-Stréme nicht fiir den
Hoérprozess an sich wichtig sind, sondern dass dem Horverlust moglicherweise ein langsamer
degenerativer Prozess zugrunde liegt. Der Verlust von KCNQ4 an der basalen Seite der dufleren
Haarzellen kénnte zu einer chronischen Uberladung der Zellen mit Kalium fiihren, was deren
langsame Degeneration zur Folge haben kdnnte.

KCNQ4 ist aulerdem in einigen Nuklei des zentralen auditorischen Verarbeitungsweges
im Hirnstamm exprimiert, z. B. dem anteroventralen cochlearen Nukleus und der lateralen
superioren Olive. KCNQ4 kommt zusitzlich in einigen weiteren Kerngebieten vor, die bei
der auditorischen Verarbeitung keine Rolle spielen. Inwieweit die Expression im auditorischen
Verarbeitungsweg zur progredienten Ertaubung der Patienten beitrigt, ist unbekannt.

1.8.6 KCNQ5

KCNQ5 wurde durch seine Homologie zu den anderen KCNQ-Kanilen kloniert (Lerche et al.,
2000; Schroeder e al., 2000a). Dieser Kanal weist eine breite Expression im Gehirn auf. Er
vermittelt langsam aktivierende und deaktivierende Kaliumauswirtsstrome, die dhnliche Ki-
netiken wie der neuronale M-Strom (s. 1.8.4) aufweisen (Lerche e al., 2000; Schroeder et al.,
2000a). KCNQ5 kann mit KCNQ3 7z vitro heteromere Kanile bilden, die ebenfalls Eigenschaf-
ten des Iyr haben. Anders als die anderen KCNQ-Gene wird KCNQ5 stark im Skelettmuskel
exprimiert (Lerche et al., 2000; Schroeder et al., 2000a) (Tabelle 1.2). Dort kommt vor allem
eine Spleiflvariante von KCNQS5 vor, die ein zusitzliches Exon im C-Terminus aufweist, die
das Schalten des Kanals so indert, dass keine Ahnlichkeit mehr zum neuronalen M-Strom
besteht (Schroeder ez al., 2000b). KCNQ5 liegt auf Chromosom 6q14, wo sich mehrere Loci fiir
retinale Erkrankungen befinden. Bis jetzt wurde KCNQS5 jedoch noch mit keiner Erbkrankheit
assoziiert.

1.9 Fragestellungen

Ziel dieser Arbeit war es, KCNQ-Kanile und ihre g-Untereinheiten zu charakterisieren. In
einem ersten Projekt wurde die Interaktion von KCNQI und seinen S-Untereinheiten im Ga-
strointestinalsystem untersucht. Im Diinn- und Dickdarm assoziiert KCNQI vermutlich mit
KCNES3, einem Mitglied der KCNE-Familie von Kaliumkanal-G-Untereinheiten. Heteromere
aus KCNQI und KCNE3 vermitteln einen Strom, der eine lineare Spannungsabhingigkeit
aufweist, durch cAMP aktivierbar und zeitunabhingig ist (Schroeder et al., 2000b). Diese
Eigenschaften legen die Vermutung nahe, dass KCNQ1 und KCNE3 zusammen fiir den tran-
sepithelialen Chloridtransport in Kryptenzellen des Diinndarms und des Dickdarms verant-
wortlich sind. Dabei werden basolateral iiber einen Natrium-Kalium-Chlorid-Kotransporter
(NKCC-1) je ein Kalium und ein Natriumion sowie zwei Chloridionen in die Zelle trans-
portiert. NaTwird iiber die Na™/K™-ATPase wieder aus der Zelle heraustransportiert, und
Cl~verlisst die Zelle iiber CFTR, einen mit cAMP aktivierbaren Chloridkanal. Ktwird durch
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einen, beim Ruhepotential offenen Kaliumkanal recycelt, der vermutlich von Heteromeren aus
KCNQI1 und KCNE3 gebildet wird (Schroeder e al., 2000b; Devor et al., 1997; Greger et al.,
1997; MacVinish e al., 1998; Mall et al., 1998; Warth et al., 1996). Diese putative Funktion
von KCNQI1 und KCNE3 erfordert eine basolaterale Lokalisation der heteromeren Kanile.
Zur Uberpriifung dieser Hypothese sollten Antikérper gegen KCNQ1 und KCNE3 generiert
und zum immunhistochemischen Nachweis der Kanile im Gastrointestinalsystem der Maus
verwendet werden. Da KCNQ1 auch im Magen exprimiert wird, sollte mittels Northern Blot,
in situ Hybridisierung und Antikdrperstudie untersucht werden, ob KCNQI1 auch im Magen
mit einer J-Untereinheit der KCNE-Familie assoziiert ist. Falls dies der Fall war, sollte die
Untereinheit identifiziert und ihre Interaktion mit KCNQI elektrophysiologisch untersucht
werden.

In einem zweiten Projekt wurde eine Mutation in KCNQ2 untersucht. Mutationen in
diesem Kaliumkanal und in KCNQ3 verursachen eine idiopathische, dominant vererbba-
re Epilepsie bei Neugeborenen (BFNC). Alle bisher bekannten Mutationen (Trunkationen,
Spleifdstellen- und Punktmutationen, Leserasterverschiebungen) fithrten iz witro zu einer Re-
duktion des Strom um ca. 25 % in heteromeren Kanilen aus KCNQ2 und KCNQ3 (Schroeder
et al., 1998), so dass der autosomal dominante Erbgang der Erkrankung vermutlich auf eine
Haploinsuffizienz zuriickzufithren ist. Von Dr. Steinlein (Humangenetik, Universitit Bonn)
wurde eine deutsche Familie gefunden, deren Mitglieder nicht nur an BENC, sondern auch,
bis ins Erwachsenenalter, an Myokymie leiden. Myokymie ist eine Erkrankung, die durch
spontane, unwillkiirliche Kontraktionen von Muskelfasergruppen charakterisiert ist und auf
Stérungen im peripheren oder zentralen Nervensystem zuriickgefiihrt werden kann. Mitglie-
der der betroffenen Familie sollten auf eine Mutation im KCNQ2-Gen untersucht werden.
Wurde eine Mutation gefunden, sollte sie iz vitro in KCNQ2 eingebaut und der Strom des
mutierten Kanals sowohl allein als auch in Koexpression mit KCNQ3 elektrophysiologisch
charakterisiert werden. Da die Myokymie eventuell einen peripheren Ursprung hatte, war zu
untersuchen, ob KCNQ2 und KCNQ3 im Riickenmark exprimiert werden.

In einem dritten Projekt wurden Mausmodelle fiir DFNA2 untersucht. DFNA2 ist eine
progrediente Ertaubung, die durch Mutationen in KCNQ4 verursacht wird, bei den Betroffe-
nen mit einer Schwerhdorigkeit bei hohen Frequenzen beginnt und innerhalb von zehn Jahren
nach Krankheitsbeginn zu einer absoluten Taubheit fithrt (Kubisch et 4l., 1999). Der genaue
Pathomechanismus der Ertaubung ist ungeklirt. Es wird jedoch vermutet, dass der Verlust von
KCNQ4 in den dufleren Haarzellen zu einem verringerten basalen Efflux von K™ fiihrt, das
durch apikale mechanosensitive Kanile in die Zelle gelangt. Daraus kénnte eine Uberladung
mit KT resultieren, die schlieflich zur Degeneration der Zellen fiihrt (Kharkovets et al., 2000;
Jentsch, 2000). Um den Pathomechanismus der Ertaubung aufzukliren, wurden von Tatjana
Kharkovets verschiedene Mausmodelle fiir DFNA2 generiert. Dabei handelt es sich erstens
um eine KCNQ4-defiziente Maus (KCNQ4_/ 7), bet der die Exone 6-8 von KCNQ4 deletiert
wurden. Die Deletion fiihrte zu einem Verlust der Porenregion, des 6. Transmembransegments
und einem Bereich des angrenzenden C-Terminus. Zweitens wurde eine transgene Maus mit
einer dominant-negativen Mutation (G285S) in der Pore des KCNQ4-Proteins hergestellt, um
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1 Einleitung

ein Mausmodell zu generieren, das direkt der menschlichen Mutation entspricht. Zunichst
sollten Messungen am auditorischen Hirnstamm durchgefiihrt werden, um zu tiberpriifen, ob
und mit welchem zeitlichen Verlauf die generierten Mausmodelle ertauben. Da KCNQ4 in
den basolateralen Membranen duflerer Haarzellen exprimiert wird und dort vermutlich den
I n -Strom vermittelt, der zum Ruhestrom der dufleren Haarzellen beitrigt (Housley und As-
hmore, 1992; Marcotti und Kros, 1999), sollte mit Hilfe der Patch clamp Technik untersucht
werden, ob sich die Kaliumleitfihigkeiten von WT-Miusen und den Mausmodellen fiir DF-
NA2 unterscheiden. Auflerdem sollte in diesen Zellen das Ruhemembranpotential gemessen
werden, um zu iberpriifen, ob eine KCNQ4-Defizienz Auswirkungen auf das Ruhemembran-
potential der Zellen hat. Beisel e a/. (2000) detektierten, im Gegensatz zu Kharkovets et al.
(2000), KCNQ4 nicht nur in den duferen Haarzellen, sondern auch in den inneren Haarzellen
des Cortischen Organs. Daher sollten auch die Kaliumleitfihigkeiten der inneren Haarzellen
mit der Patch clamp Technik untersucht werden. Ebenso sollte das Ruhemembranpotential der
Zellen gemessen werden und fiir WT-Miuse und KCNQ4-defiziente Tiere verglichen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Falls nicht anders angegeben, wurden Standardchemikalien der Firmen Biorad (Hercules, USA),
Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Riedel de Haén (Seelzen), Roth (Karlsruhe), Serva (Hei-
delberg) und Sigma (Deisenhofen) in der Qualitit reinst oder p. A. verwendet. Restriktionsenzy-
me und DNA-modifzierende Enzyme wurden von New England Biolabs (Schwalbach/Taunus)
bezogen, einzelne Enzyme auch von MBI Fermentas (St.Leon-Rot) und Life Technologies
(Karlsruhe). Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech (Ebersberg) oder Metabion (Planegg-
Martinsried) synthetisiert. Radioaktive Nukleotide wurden von den Firmen Amersham Buchler
(Braunschweig) und DuPont (Boston, USA) bezogen.

2.2 Filme und bildgebende Verfahren

Die Dokumentation von Agarosegelen erfolgte mit einem Digitalvideosystem der Firma In-
tas (Gottingen). Zur Autoradiographie wurden Kodak X-Omat MS (Kodak, Frankfurt a. M.)
Rontgenfilme oder ein Phospholmager BAS-1500 in Verbindung mit TINA 2.1 Software (FUJI/
Raytest, Staubenhardt) verwendet. Chemolumineszenz wurde mittels X-Omat Blue XB-1 Fil-
men (Kodak) dargestellt. Fiir histologische Schwarzweif-Aufnahmen wurden AGFA APX 100
oder Ilford PAN-F 50 Filme (Ilford, Dreieich), fiir Farbaufnahmen Kodak Elite-100 Filme ein-
gesetzt. Die Schwarzweif3-Bilder wurden auf Ilford Fotopapier mit AGFA Entwickler entwickelt
und zur spiteren Verarbeitung mit einem UMAX 2000 Scanner digitalisiert. Farbdias wurden
mit einem Nikon Scanner digitalisiert. Die Nachbearbeitung der digitalisierten Bilder erfolgte
mit Photoshop 6.0 (Adobe) und Freehand 8.0 (Macromedia) oder Illustrator 9.0 (Adobe).

2.3 Puffer, Lésungen und Medien

Die verwendeten Puffer und Lésungen wurden soweit nicht anders angegeben in bidestilliertem
H50O (ddH50) angesetzt.

10x MOPS: 2M Morpholinopropansulfonsiure; 0,5M Natriumazetat; 0,01 M EDTA; pH7;
angesetzt in HoO/DEPC.

20x S8C: 3M NaCl; 0,3 M Natriumzitrat; pH 7 (HCI).
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20x SSPE: 3M NaCl; 0,2 M NaH,POy; 0,02 M EDTA; pH 7,4 (NaOH).

Badlosung (Haarzellen): 144 mM NaCl; 5,8 mM KCI; 2mM CaCly; 0,9 mM MgCly; 0,7 mM
NaH3POy; 5,6 mM Glukose; 10 mM HEPES; pH 7,3 (NaOH).

Badlosung (HEK-Zellen): 130 mM NaCl; 5mM KCI; 2mM CaCls; 2mM MgCls; 5 mM
HEPES; pH 7,4 (NaOH).

Blocklosung (Antikdrperaufreinigung): 50 mM Cystein in Kopplungspuffer.
Blocklosung (Gefrierschnitte:) 2 % (v/v) BSA; 3 % (v/v) Ziegenserum; 0,5 % (v/v) NP-40 in PBS.

Blocklosung (Immunfluoreszenz:) 10 % (v/v) Serum; 0,2 % (w/v) BSA; 0,3 % (v/v) TritonX-100
in PBS.

DNA-Ladepuffer: 50 % (v/v) Glyzerol, l mM EDTA, 0,1 % (w/v) Xylenzyanol in HoO/DEPC.
Elutionslosung (Antikdrperaufreinigung): 100 mM Glyzin; pH 2,5.
H>0/DEPC: 0,5 ml Diethylpyrokarbonat in ddHsO o/n bei 37 °C inkubieren, anschlieflend

autoklavieren.

Hochsalz-PBS: 0,64 M NaCl; 0,4 g KCI; 0,06 g NasHPOy; 0,06 g KHoPOy; 0,35 g NaHCOg3; 1 ¢
Glukose; pH 7,4.

HybMix: 10 ml 4x SSC; 50 % Formamid; 1x Denhardts Losung (Denhardt, 1966); 5% (w/v)
Dextransulfat; 0,5 mg/ml ssDNA (denaturierte Heringsspermien-DNA); 0,25 mg/ml He-
fe-tRNA.

Kopplungspuffer (Antikérperaufreinigung): 50 mM Tris-HCI; 5 mM EDTA; pH 8,5.
LB-Agar: LB-Medium + 15 g/1 Agar.

LB/Amp-Agar. LB-Agar + 150 mg/1 Ampizillin.

LB/Amp-Medium: 1LB-Medium + 150 mg/l Ampizillin.

LB-Medium: 10 g/1 Bakto-Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/1 NaCl; pH 7,2.

Lysis-Puffer: 150 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI; 1% Triton-X100; pH 7,6 (NaOH); 4 mM Pefa-
Block (Roche); 1x Complete-Protease-Inhibitor (Roche).

Modifizierte Barth-Losung: 88 mM NaCl; 2,4 mM NaHCOs; 1mM KCl; 0,41 mM CaCly;
0,33 mM Ca(NO3)2; 0,82 mM MgSOy; 10 mM HEPES; pH 7,6 (NaOH); erginzt mit
100 pg/ml Gentamyzin und 50 pg/ml Tetrazyklin.

ND9%: 96 mM NaCl; 2mM KCI; 1,8 mM CaCly; 1mM MgCly; 5mM HEPES; pH 7,4
(NaOH).
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Neutralisationspuffer (Antikorperaufreinigung): 1 M Tris-HCIL; 2 M NaCl; pH 8,5.

Northern-Hybridisierungspuffer. 7% SDS; 10 % (v/v) PEG-6 000; 1,5x SSPE; 0,12 mg/ml Lachs-
Sperma-DNA.

Northern-Waschpuffer I. 2x SSC; 0,05 % (w/v) SDS.

Northern-Waschpuffer I1I: 0,1x SSC; 0,1 % (w/v) SDS.

OR-2: 80-100 mM NaCl; 2 mM KCI; 1 mM MgCly; 5 mM HEPES; pH 7,4 (NaOH).
PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 7,4 mM NasHPOy; 1,5 mM KHoPOy; pH 7,4.

Pipettenlosung (Haarzellen): 135 mM KCl; 3,5 mM MgCly; 0,1 mM CaCly; 2,5 mM Nag-ATP;
5 mM EGTA-KOH; 5 mM HEPES; pH 7,3 (KOH).

Pipettenlosung (HEK-Zellen): 135 mM KCl; 2 mM MgCls; 2 mM EGTA-KOH; 5 mM HEPES;
pH 7,4 (KOH).

PLP-Fixans: 2% (w/v) Paraformaldehyd; 75 mM Lysin; 10 mM Periodsdure in 0,5x PBS, pH 7,4
(NaOH).

Préparationslosung (Haarzellen): 144 mM NaCl; 5,8 mM KCI; 0,1 mM CaCls; 2,1 mM MgCly;
0,7 mM NaH,POy; 5,6 mM Glukose; 10 mM HEPES; pH 7,3 (NaOH).

Protein-Ladepuffer (3x konz.): 150 mM Tris-HCI; 6 % (w/v) SDS; 0,3 % (w/v) Bromphenol-blau;
30 % Glyzerol. Vor Western Blot Addition von 6 % (v/v) Mercaptoethanol.

RNAse A-Puffer: 25 ml 5 M NaCl; 2,5 ml 1 M Tris; 500 pl 0,5M EDTA; 500 ;11 RNAse A (Stock
10 mg/ml; Roche) ad 250 ml H»O.

SOC-Medium: 20g/1 Baktopepton; 5g/l Hefeextrakt; 0,5g/l NaCl; 2,5mM KCI; 10 mM
MgCly; 20 mM Glukose; pH 7 (NaOH).

Speed-Hyb2: 7% SDS (w/v); 10 % Polyethylenglykol 6000 (w/v); 1,5x SSPE.

TAE: 40 mM Tris-Azetat; 1 mM Nao-EDTA; pH 8,0.

TBS: 25 mM Tris-HCI; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; pH 7,4.

TE: 10 mM Tris-HCI; 1 mM Nay-EDTA; pH 8,0.

Western-Blocklosung: 5 % (w/v) Magermilchpulver; 0,2 % (v/v) NP-40; in TBS.
Western-Laufpuffer: 25 mM Tris (Base); 190 mM Glyzin; 0,1 % (w/v) SDS.
Western-Transferpuffer: 25 mM Tris-HCI; 200 mM Glyzin; pH 8,3 (HCI); 20 % (v/v) Methanol.
Western-Waschpuffer: 0,1 % (v/v) NP-40 in TBS.
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2.4 Bakteriensttmme

Es wurde folgender Abkémmling des Escherichia coli K12 Sicherheitsstammes verwendet:
XL-1 Blue: supE44, bsdR17, recAl, endAl, gyrA46thi, relAl, lac™

Sofern nicht anders angegeben wurden die Bakterien bei 37 °C in LB/Amp-Medium oder
auf LB/Amp-Agar kultiviert. Teilweise wurden dem LB/Amp-Medium 10 mM Glukose hinzu-
gefligt.

2.5 Vektoren

pBluescript KST/KS™: Ein Klonierungsvektor der Firma Stratagene (Heidelberg) zur Propaga-
tion in E. coli. Der Vektor enthilt eine multiple Klonierungskassette, die von einem T3-
und T7-Promotor zur cRNA-Synthese flankiert wird, ein LacZ-Gen und eine Ampizillin-
resistenz.

pcDNA3.1: Ein Expressionsvektor fiir Sdugerkulturzellen der Firma Invitrogen (Karlsruhe).
Das zu exprimierende Gen steht unter der Kontrolle eines CMV-Promotors. Der Vektor
enthilt einen Polylinker, einen T3- und T7-Promotor zur cRNA-Synthese, ein LacZ-Gen
und eine Ampizillin- sowie Neomyzinresistenz.

PTLN: Es handelt sich um einen Expressionsvektor fiir Xenopus laevis Oozyten, der sich von
pSP64 (Krieg und Melton, 1984) ableitet. Er ist durch Modifikation der multiplen
Klonierungskassette entstanden (Lorenz et al., 1996), und enthilt zur Expressionssteige-
rung die 3’- und 5’-untranslatierte Region des Xenopus laevis 3-Globingens. Hinter der
3’-untranslatierten Region wurden Linearisierungsschnittstellen eingefiigt.

2.6 Eukaryontische Kulturzellen

HEK293: Diese permanente Zelllinie leitet sich von einer humanen, embryonalen Nierenzelle
ab, die durch Transformation des humanen Adenovirus Typ5 etabliert wurde. Die von
den HEK293 Zellen exprimierten adenoviralen Proteine erlauben eine Transkription
vom CMV-Promotor (z. B. vom pcDNA3.1-Plasmid) (Graham et al., 1977). Die Zellen
wurden in DMEM mit 10 % FCS, Streptomyzin (100 pg/ml) und Penizillin (100 U/ml)
kultiviert.

COS-7: Von einer Affennierenzelle abgeleitete Fibroblasten-Zellinie, die durch Transformation
mit einer Variante des Affenvirus SV40 entstanden ist und das SV40 large T Antigen
exprimiert (Gluzman, 1981). Das ermdglicht die Replikation von Plasmiden, die den
SV40-Replikationsursprung tragen. Die Zellen wurden wie HEK293-Zellen kultiviert.
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CHO-KI: Diese permanente Zelllinie leitet sich von der Ovarzelle eines adulten Chinesischen
Hamsters ab (Puck et a/., 1958) und weist eine fibroblastenihnliche Morphologie auf.
Die Zellen wurden in HAM-12 mit 10 % FCS, Streptomyzin (100 pg/ml) und Penizillin
(100 U/ml) kultiviert.

2.7 DNA- und RNA-Techniken

2.7.1 Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte in einem Volumen von 30-50 pl. Puffermenge, Zuga-
be von BSA, Temperatur und Dauer der Restriktion richteten sich nach den Angaben des
Restriktionsenzym-Herstellers. In der Regel wurden pro ug DNA 3 U des Restriktionsenzyms
eingesetzt und die Ansitze mindestens 2 h bei 37 °C inkubiert. Um die Selbstligation von
Vektoren nach dem Restriktionsverdau zu verhindern, wurde dem Reaktionsansatz nach der
Restriktion 1 U Alkalische Phosphatase aus Kilberdarm (Boehringer) zugesetzt und fiir weitere
30 min inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von DNA-Probenpuffer gestoppt,
und die DNA-Fragmente durch anschliefende Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.7.2 Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur Trennung von DNA-Fragmenten wurden 0,6-1,8 %ige (w/v) Agarosegele verwendet. Als
Laufpuffer diente TAE. Zur Anfirbung der DNA wurde den Gelen Ethidiumbromid in ei-
ner Endkonzentration von 0,3 mg/ml zugesetzt. Die DNA wurde vor dem Beladen mit 10 %
DNA-Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte mit einer Feldstirke von 5-10 V/cm. Als
Groflenstandard wurde eine 1 kB-Leiter von Life Technologies verwendet. Nach der Auftren-
nung wurden die Gele auf einem UV-Transilluminator analysiert und die DNA-Banden gege-
benenfalls mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Reaktionsgefif§ tiberfiihrt.
Mit dem High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) wurde die DNA nach Vorgaben des
Herstellers aus der Gelmatrix isoliert.

2.7.3 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden in einem Volumen von 10 ul mit T4-Ligase nach Herstellerangaben
ligiert. Dabei wurden der Vektor und das zu ligierende Fragment im Verhiltnis 1:3 eingesetzt.
Die Ligation erfolgte entweder 3-6 h bei RT oder 17-24 h bei 17 °C.

2.7.4 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Die Transformation von Bakterien (XL-1 Blue) mit Plasmid-DNA erfolgte durch Elektroporati-
on mit einem Genepulser (Biorad). Elektrokompetente Zelle wurden nach Ausubel et a/. (1991)
hergestellt und bei —80 °C gelagert. Zur Elektroporation wurden 1 ul eines Ligationsansatzes
mit 50 pl frisch aufgetauter Bakteriensuspension vermischt und in eine, auf Eis vorgekiihlte,
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Elektroporationskiivette gegeben. Die Elektroporation erfolgte bei 2 500V, 400 W und 25 mF
mit einer Pulsdauer von ca. 7,5 ms. Anschliefend wurden die Bakterien in 1 ml SOC Medium
aufgenommen und 30-60 min bei 37 °C inkubiert, bevor sie auf LB/Amp-Agar Platten ausge-
strichen wurden. Die Platten wurden fiir etwa 16 h bei 37 °C inkubiert, bis sich gut sichtbare
Kolonien gebildet hatten. Mit einem sterilen Zahnstocher wurden Bakterien einer Kolonie in
15-100 ml LB/Amp-Medium tiberimpft. Nach 14-20 h Inkubation bei 37 °C wurde die DNA
mittels Mini- oder Midipriparation aus den Bakterien isoliert.

2.7.5 Isolation von DNA aus Bakterien

Plasmid-DNA wurde aus Bakterien mittels alkalischer Lyse isoliert. Kleinere Mengen DNA
aus 15 ml Kulturen wurden durch eine Minipriparation gewonnen. Dazu wurde das E.Z.N.A.
Plasmid Miniprep Kit II von Peqlab (Erlangen) nach Angaben des Herstellers benutzt, mit dem
bis zu 70 ug DNA gewonnen werden konnten. Fiir groflere Mengen DNA wurden Midisdulen
der Firma Genomed (Jetstar) eingesetzt und nach Herstellerangaben verwendet. Aus 100 ml
Kulturen konnten bis zu 500 g DNA isoliert werden.

2.7.6 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen von DNA erfolgten nach der Kettenabbruchmethode (Sanger ez al., 1977).
Dabei wurde in der Regel 1 g Plasmid-DNA eingesetzt. Die Linge der Sequenzierprimer lag
zwischen 18 und 24 Basen. Als Terminatoren wurden fluoreszensfarbstoffmarkierte 2’,3’-Dides-
oxynukleotidtriphospate des AmpliTaq Sequenzierungsmixes (Applied Biosystems) nach Anga-
ben des Herstellers benutzt. Die Auswertung der Fragmente erfolgte mit einem automatischen
Sequenzanalysegerit des Typs ABI 310 (Applied Biosystems) oder wurde in der Service-Einheit
des ZMNH mit Hilfe eines ABI 377 (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

2.7.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine iz vitro Methode zur enzymatischen Amplifikation spezifischer DNA-Sequen-
zen (Saiki et al., 1988). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR vor allem zur gerichteten in
vitro Mutagenese sowie zur Klonierung von Sonden fiir Northern Blots verwendet. Als Primer
dienten Oligonukleotide mit einer Linge von 18-30 Basenpaaren. Sie wurden nach Moglichkeit
so gewihlt, dass an ihren 3>-Enden zwei Pyrimidine lagen und der Guanin/Cytosin-Gehalt bei
ca. 40-60 % lag. Um Fehlerraten bei der PCR moglichst gering zu halten, wurde zur iz vitro
Mutagenese die Pfu Polymerase (Stratagene) verwendet, die eine 3’-Exonuklease-Aktivitit und
eine niedrige Prozessivitit aufweist. Ein typischer Reaktionsansatz sah folgendermafien aus:
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2l Primerl (10 uM)

2l Primer2 (10 uM)

100 ng cDNA

3-5pul dNTP (2,5 mM je Nukleotid)
5 pul 10x Reaktionspuffer

0,5-0,75 ul ~ Pfu DNA-Polymerase
ad50ul  H,0

Eventuell wurden dem Reaktionsansatz 1-2 ul DMSO zugesetzt, um die Hybridisierungstem-
peratur der Primer herabzusetzen. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Template-DNA. Die
PCR erfolgte bei iz vitro Mutagenese in Thermozyklern der Firma Biometra (Gottingen). Ein
typisches Temperaturprofil sah folgendermaflen aus:

1. Denaturierung 94°C  5min
2. Denaturierung  94°C 505

3. Hybridisierung 54°C  50s

4. Elongation 72°C 1-2min
5. Elongation 72°C  5min

6. Kithlung 10°C o0

Die Schritte 2-4 wurden als Schleifen 25-30fach wiederholt, bevor sich die Schritte 5 und 6
anschlossen. Je nach Linge und Schmelztemperatur der verwendeten Primer wurde die Hy-
bridisierungstemperatur angepasst. Die Elongationsdauer richtete sich nach der Linge des
zu amplifizierenden Fragments. Nach der Reaktion wurden die erhaltenen Fragmente tiber
eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und anschliefend aufgereinigt. Bei PCR mit ge-
nomischer DNA als Template wurde die 7ag DNA-Polymerase (Bochringer) verwendet und
die Reaktion in GeneAmp 2400 (Perkin Elmer) Thermozyklern durchgefithrt. Dabei wurde
die Elongationstemperatur auf 72 °C herabgesetzt und die Elongationsdauer verkiirzt, da die
Tagq Polymerase ca. 1000bp/min synthetisiert, wihrend die Pf# Polymerase nur 500 bp/min
einbaut.

2.7.8 Einfihrung von Punkimutationen in cDNA durch rekombinante PCR

Punktmutationen wurden mit Hilfe der rekombinanten PCR (Higuchi et al., 1988; Herlitze
und Koenen, 1990) in cDNAs eingefiihrt. Das Prinzip dieser Methode verdeutlicht Abb. 2.1.
In zwei getrennten PCR-Ansitzen wurden Sequenzabschnitte im 3’- und 5-Bereich der Ziel-
Position mit Hilfe von flankierenden Primern amplifiziert. Die Punktmutation war als Ba-
senfehlpaarung in den inneren Primern (Mutagenese-Primern) enthalten, die zueinander kom-
plementir waren. Beiderseits der Basenfehlpaarung sorgten ca. 10-12 Basenpaare fiir eine gute
Primerbindung. Die in den beiden ersten PCR entstandenen Reaktionsprodukte wurden tiber
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung der gerichteten iz wvitro Mutagenese durch zweifach rekom-
binante PCR. (A) In zwei separaten PCR-Ansitzen werden iiberlappende Sequenzabschnitte mit
jeweils einem genspezifischen und einem Mutagenese-Primer amplifiziert. (C) In einer dritten
PCR-Reaktion binden die beiden entstandenen Fragmente (B) im tberlappenden Bereich und
werden verlingert. So entstehen rekombinierte Fragmente, die in derselben Reaktion durch die
genspezifischen Primer aus (A) amplifiziert werden (D). (E) Nach der PCR wird das entstandene
DNA-Fragment mit zwei Restriktionsenzymen geschnitten, um es in einen Expressionsvektor zu
ligieren.

Agarose-Gelektrophorese aufgereinigt und in einer weiteren PCR als Template eingesetzt. In
dieser Reaktion wurden die PCR-Produkte (Ia und b) durch die Uberlappung im Bereich der
Punktmutation zunichst verlingert und dann mit Hilfe der eingesetzten flankierenden Primer
amplifiziert. Das PCR-Produkt (II) wurde nach der Aufreinigung mit zwei geeigneten Restrik-
tionsenzymen geschnitten, um es in einen entsprechend geschnittenen Expressionsvektor zu
ligieren. Nach Ligation und Transformation in Bakterien wurde die Plasmid-DNA aufgereinigt
und die Sequenz des mutierten DNA-Abschnitts durch Sequenzierung tiberpriift.

2.7.9 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Die als Sonde verwendete DNA wurde entweder mittels Restriktionsspaltung aus Plasmiden
gewonnen oder direkt durch eine PCR auf ¢cDNA amplifiziert. Die so erhaltenen und auf-
gereinigten DNA-Fragmente hatten eine Linge von 250-500 bp. 5-25 ng des zu markierenden
DNA-Fragments wurden in 45 ul TE-Puffer verdiinnt, 10 min bei 95°C denaturiert und an-
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schlieffend 5 min im Eisbad abgekiihlt. Das Fragment wurde zu frisch in ddH2O resuspen-
diertem Rediprimell-Ansatz (Amersham Pharmacia, Freiburg) gegeben und mit o3?P-dCTP
30 min bei 37 °C inkubiert. Nicht inkorporierte Nukleotide wurden tiber Quickspin G-50
Sephadex Gelfiltrationssdulen (Boehringer) abgetrennt. Vor der Verwendung in einem Hybri-
disierungsmix wurde die Sonde 3 min bei 95 °C denaturiert.

2.7.10 Isolierung von Total-RNA aus Gewebe

Die Total-RNA wurde mit Trizol (Life Technologies) nach Herstellerangaben aus Geweben des
Gastrointestinaltraktes gewonnen und fiir eine Northern Blot Analyse verwendet.

2.7.11 Northern Blot

Der Northern Blot wurde nach Standardprotokollen (Sambrook et al., 1989) durchgeftihrt. Alle
wissrigen Losungen (mit Ausnahme der Tris-Puffer) wurden mit HoO/DEPC angesetzt und
autoklaviert. Alle Gefifle wurden einer RNAse-Dekontamination unterzogen. Fiir die dena-
turierende Gelelektrophorese von Total-RNA wurde ein 1g Agarose in 71 ml HyO geldst und
auf 60 °C abgekiihlt. Vor dem Gieflen wurden 10 ml 10x MOPS-Puffer und 19 ml Formaldehyd
hinzugeftigt. Als Laufpuffer diente 1x MOPS-Puffer, die Feldstirke betrug 5V/cm. Es wurden
je 25 g Total-RNA pro Spur und ein RNA-Standard (Life Technologies) aufgetragen.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel 2 min in HoO/DEPC inkubiert und anschlieflend
20 min in 20x SSC equilibriert. Fiir den Transfer mittels Kapillarblot wurde eine Nylonmem-
bran (Hybond-N, Amersham Pharmacia) gewihlt, die ebenfalls kurz in HoO/DEPC inkubiert
und in 20x SSC equilibriert wurde. Als Transfermedium diente 20x SSC. Nach dem Transfer
(o/n) wurde die Membran in 2x SSC gewaschen und an der Luft getrocknet. Anschliefend
wurde die RNA mit UV-Licht auf der Membran fixiert. Die Nylonmembran wurde mit einer
radioaktiv markierten DNA-Probe bei 60°C o/n in Hybridisierungspuffer hybridisiert und
anschliefend mit Northern-Waschpuffer gewaschen. Die Detektion des radioaktiven Signals
erfolgte mit einem Phospholmager Bas-1500 (Fuji/Raytest). Als Kontrolle fiir gleiche RNA-
Lademengen diente eine S-Aktin-Sonde.

2.7.12 Herstellung von cRNA

Fir die Herstellung von RNA zur Injektion in Xenopus laevis Oozyten wurde das SP6-mMessage
mMachine Kit (Ambion, Huntingdon, UK) nach Herstellerangaben verwendet. Standardmiflig
befand sich die zu transkribierende Sequenz im pTLN-Vektor, der vor der iz witro Transkrip-
tion linearisiert, iiber das High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) aufgereinigt und
in HoO/DEPC aufgenommen wurde. Die Konzentration der synthetisierten cRNA wurde
mit einem Genequant-Photometer (Amersham Pharmacia) gemessen und ihre Qualitit mit ei-
nem 1 %igen Agarosegel tiberpriift. Mit HoO/DEPC wurde die Konzentration der cRNA auf
100-200 pg/ml eingestellt.
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2.713 Herstellung radioaktiv-markierter RNA-Sonden

Zur Herstellung radioaktiv markierter sense- und antisense-Sonden fiir die in situ Hybridisierung
wurden die T3- und T7-MAXIscript Kits (Ambion) verwendet. Standardmiflig befanden sich
die Proben im pBluescript KST-Vektor, der vor der iz witro Transkription linearisiert, {iber eine
Phenol-Chloroform-Extraktion und anschliefende Ethanol-Prizipitation aufgereinigt und in
TE-Puffer aufgenommen wurde. Wihrend der Transkription wurde 3°S-UTP in die RNA-Sonde
eingebaut, die anschliefend {iber Sephadex G-50 Gelfiltrationssidulen (Boehringer, Mannheim)
aufgereinigt und in 10 4l 1M DTT, 10 ul 3 M Natriumazetat (pH 5,2) und 5 pul t+RNA aufge-
nommen wurde. Nach einer Ethanol-Prizipitation wurde die Probe in HybMix aufgenommen,
die Konzentration in einem Szintillationsmessgerit (Beckmann, Miinchen) gemessen und mit
HybMix auf 1000-5 000 counts/ul eingestellt.

2.7.14 Herstellung Digoxigenin-markierter RNA-Sonden

Der verwendete Vektor wurde wie zur Herstellung radioaktiv markierter RNA-Sonden behan-
delt. Zur Transkription von sense- und antisense-Proben mit dem T7- und SP6-MAXIscript Kit
(Ambion) wurde Digoxigenin-UTP (Roche) verwendet. Die Aufnahme der Probe in Hybridi-
sierungslosung und anschliefende 7z situ Hybridisierung erfolgte wie beschrieben (Hartmann
et al., 1995).

2.7.15 In situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden

Zur in situ Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden wurden Gefrierschnitte vom
Riickenmark der Maus verwendet. Hierzu wurde das Riickenmark aus dem Wirbelkanal
pripariert und auf Trockeneis in Kryotek eingebettet. Am Kryostaten wurden 8-16 um dicke
Schnitte hergestellt. Nach der Trocknung wurden die Schnitte 2-3 min in 0,1x TAE-Puffer
(pH 8) inkubiert und anschliefend mit 350 ul Essigsiureanhydrid fiir 10 min azetyliert. Es
folgte eine Entwisserung der Schnitte in einer Ethanolreihe (30, 50,70, 96,100 %). Nach
Trocknung der Schnitte wurden 50-70 ul Hybridisierungsprobe auf die Schnitte aufgetragen
und Deckglischen mit DPX (Sigma) auf die Schnitte geklebt. Nach 18-24 h Inkubation bei
55 °C wurde das DPX abgezogen, die Schnitte mit Deckglischen in 4x SSC inkubiert und fiir
15-20 min bei RT geschiittelt, bis sich die Deckgldschen von den Schnitten 13sten. Anschlie-
Bend wurden die Schnitte 3x mit 4x SSC gewaschen und 30 min bei 37 °C in vorgewirmtem
RNAse A-Puffer inkubiert. Es folgte eine Waschrethe mit 2x SSC, 1xSSC und 0,5x SSC fiir
je 10-20 min ber RT, 0,1x SSC fiir je 30 min bei 55 °C und bei RT. Anschliefend wurden die
Schnitte erneut in einer Ethanolreihe entwissert und nach dem Trocknen ein Réntgenfilm
aufgelegt. Nach Auswertung des Rontgenfilms wurden die Schnitte fiir 2-4 Wochen in NTB-3
Fotoemulsion (Meditech, Norderstedt) gedippt, anschliefend entwickelt und mit Giemsa (Sig-
ma) gefirbt.
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2.8 Zellbiologische Methoden

2.8.1 Transiente Transfektion von Zellkulturen

Die Zellkulturen wurden unter 5% COq bei 37 °C in mit Wasserdampf gesittigter Atmosphire
inkubiert (Heraeus-Inkubatoren, Hanau). Medien und Loésungen wurden vor der Benutzung
auf 37 °C erwirmt. HEK293 oder CHO-K1-Zellen wurden mit Lipofectamin (Life Technolo-
gies) nach Angaben des Herstellers transfiziert, sobald die Zellen 50-80 % konfluent waren.
Drei bis vier Stunden nach der Transfektion wurde das Transfektionsmedium abgesaugt und
durch das entsprechende Kulturmedium ersetzt. Fiir die Immunfluoreszenz wurden bis zu
2 ug cDNA pro 6 cm-Kulturschale eingesetzt. Zellen fiir Patch clamp Messungen wurden ent-
weder mit KCNQI allein oder mit KCNQJ und KCNE?2 transfiziert. Beide Konstrukte waren
in den pcDNA3.1-Vektor kloniert worden. Um transfizierte Zellen zu identifizieren, wurde ein
PEGFP-Konstrukt kotransfiziert, das fiir ein griines Fluoreszenzprotein (GFP) aus der Qual-
le Aequorea victoria codiert (Prasher et al., 1992). Das Verhiltnis von pEGFP zu Kanal-cDNA
betrug 1:2, bei 2 ug cDNA pro 6-cm Kulturschale.

2.8.2 Herstellung eines Zelllysats aus HEK293-Zellen

Die HEK293-Zellen wurden 24-48 h nach der transienten Transfektion auf 4 °C gekiihlt und
mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 200 pl kaltem 1x Protein-Ladepuffer, erginzt mit
4 mM Pefa-Block und 1x Complete-Protease-Inhibitor, vom Schalenuntergrund geschabt und
in ein Eppendorf-Gefifl tiberfithrt. Das Lysat wurde kurz mit Ultraschall behandelt und bei
—20°C bis zur SDS-PAGE aufbewahrt.

2.9 Biochemische Methoden

2.9.1 Oberflachenbiotinylierung von Xenopus laevis Oozyten

Bei dieser Methode bindet Biotin an die extrazelluliren Proteine der Oozytenmembran. Mit
Streptavidin-Beads kénnen die biotinylierten Proteine aufgereinigt und auf einem SDS-Gel ge-
trennt und im Western Blot mit Antikorpern nachgewiesen werden. Zwei bis drei Tage nach der
Injektion von 10 ng cRNA wurde bei 2-3 Oozyten stichprobenartig die Expression gemessen.
Dann wurden 5-10 Oozyten pro Sorte injizierter cRNA 3x mit kalter ND96 gewaschen und
bei RT fiir 10 min in 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce) in ND96 inkubiert. Anschlie-
Bend wurden die Oozyten 4x mit kalter ND96 gewaschen und in 200 ul Lysispuffer lysiert,
kurz mit Ultraschall behandelt und 15 min bei 14 000 g zentrifugiert. Die klare Phase wurde
abgenommen und mit 50 pl immobilisierten Streptavidin-Beads (Pierce) 1 h bei 4 °C auf einem
Schiittler inkubiert. Nach der Zentrifugation wurden die Beads mit je 200 ul Lysis-Puffer 4x
gewaschen. Die Beads wurden anschliefend in 3x Protein-Ladepuffer, erginzt mit 4 mM Pefa-
Block und 1x Complete-Protease-Inhibitor, aufgenommen und bei —20°C bis zur SDS-PAGE
aufbewahrt.
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2.9.2 Affinitétsreinigung von Antikérpern

Gegen die Kaliumkanal-a-Untereinheit KCNQI und die §-Untereinheit KCNE3 wurde in Ka-
ninchen jeweils ein Antiserum erzeugt (Eurogentec, Belgien), das sich gegen ein Peptid im
C-Terminus von KCNQ1 bzw. KCNES3 richtete. Es wurden je zwei Kaninchen mit folgenden
Peptiden immunisiert:

Cterminal (Q1C2): C-LTVPQTGPDEGS-OH KCNQI
Cterminal (E3C1): C-DKRSDPYHVYIKNR-NH, KCNE3

Die Antiseren wurden auf ihre Aktivitit im Western Blot getestet und anschlieflend tiber
eine Sdule affinititsgereinigt. Dazu wurde 1 mg des Peptids in 200 ul HoO gelost und 50 pl
Kopplungspuffer hinzugefiigt. Eine PolyPrep Siule (Biorad) wurde mit 0,8 ml Sulfolink Coup-
ling Gel (Pierce) beladen und 6x mit 1 ml Kopplungspuffer equilibriert. Danach wurde die
Peptidlosung auf die Siule gegeben, 1-2h bei RT schiittelnd inkubiert und der Puffer ab-
gelassen. Die Sdule wurde 3x mit 1 ml Kopplungspuffer gewaschen und das Gel mit 1 ml
Blockldsung 15 min gemischt und 30 min bei RT inkubiert. Nach 2x Waschen mit 8 ml 1 M
NaCl und 1x Waschen mit 1x TBS wurde die Sdule mit 4 ml Serum (1:1 verdiinnt in TBS) 2h
bei RT oder o/n bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert. Der Uberstand wurde abgelassen und
die Sdule 2x mit 10 ml PBS und 1x mit 5ml 0,1x PBS gewaschen. Dann wurden je 5x 400 ul
Elutionspuffer auf die Siule gegeben und die gebundenen Antikdrper in je 5x 40 pul 1 M Tris
2M NaCl (pH38,5) eluiert. Zur Stabilisierung der Antikérper wurde BSA in einer Endkon-
zentration von 100 pg/ml zugegeben. Die affinititsgereinigten Antikdrper wurden im Western
Blot und in der Immunfluoreszenz getestet. Dazu wurden COS7- bzw. CHO-K1-Zellen verwen-
det, die mit KCNQI1 und KCNE3 transfiziert wurden. Nicht transfizierte Zellen dienten als
Kontrolle.

2.9.3 Diskontinuierliche Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) und
Western Blot

Denaturierte Proteingemische wurden durch eine SDS-PAGE (Laemmli, 1970) aufgetrennt. Da-
zu wurden Minigelkammern der Firma Hoefer Scientific (San Francisco, USA) verwendet. Zur
Groflenbestimmung diente ein Molekulargewichtsstandard (Life Technologies). Die 8-12 %igen
Gele wurden nach dem Lauf in einer mit Transferpuffer gefiillten Transphor Tankblot Kam-
mer (Hoefer Scientific) auf eine Nitrozellulosemembran (Optitran, Schleicher & Schuell, Ein-
beck) transferiert (20V, 15h, 4°C). Die Vollstindigkeit des Transfers wurde entweder durch
einen gefirbten Molekulargewichtsstandard oder eine Poinceau S-Firbung (Sigma) tberpriift
(Sambrook e al., 1989). Zum immunologischen Nachweis der Proteine wurde die Membran
zunichst 30 min in Western-Blocklosung bei 37 °C blockiert, der Primir-Antikdrper zugege-
ben und 2 h bei RT inkubiert. Nach 5x Waschen mit Western-Waschpuffer wurde die Mem-
bran erneut 30 min blockiert und anschlieffend ein HRP-gekoppelter Sekundir-Antikorper zur
Western-Blocklosung gegeben und 1h bei RT inkubiert. Die Detektion der Antigen-Antikorper
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Komplexe erfolgte mit dem Renaissance Western Blot Chemoluminescence Kit (NEN Life
Science Products, Kéln) nach Angaben des Herstellers. Réntgenfilme wurden auf einem Curix
60-Automaten (AGFA) entwickelt.

2.9.4 Immunfluoreszenz an Zellkulturen

CHO-K1-Zellen wurden 8 h nach der Transfektion auf Deckglaschen ausgesit und iiber Nacht
inkubiert. Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion mit PBS gewaschen und mit 4 %
Paraformaldehyd in PBS 15 min fixiert. Nach 3x Waschen mit PBS wurden die Zellen fiir
30 min in Blockierungslésung inkubiert. Der Primir-Antikorper wurde in Blockierungslosung
verdiinnt und die Zellen fir 2 h bei RT inkubiert. Nach 3x Waschen mit PBS wurde der fluo-
reszenzmarkierte Sekundir-Antikdrper, verdiinnt in 0,1 % TritonX-100 in PBS, auf die Zellen
gegeben. Die Inkubation erfolgte fiir 1h bei RT im Dunkeln. Nach 3x Waschen mit PBS
wurden die Priparate mit Glyzerin-Gelatine (Sigma) eingedeckelt und bei 4°C im Dunkeln
gelagert.

2.9.5 Immunfluoreszenz an Gewebeschnitten

Zur Fixierung von Gewebe wurde eine adulte Maus mit einer Butterfly-Kaniile unter konstan-
tem Druck (180 mm/Hg) iiber die linke Herzkammer perfundiert. Dazu wurde zunichst fiir
1-2 min mit 0,01 % Heparin in PBS perfundiert, um eine Gerinnung des Blutes zu verhin-
dern und eine vollstindige Perfusion des Gefiflsystemes mit der Fixierldsung zu erméglichen.
Anschlieend wurde fiir 3 min Fixierlésung PLP-Fixanz eingeleitet. Magen und Darm wurden
entnommen, mit PBS gespiilt und auf Trockeneis in Kryotek eingebettet und an einem Kryo-
staten geschnitten. Die Schnitte (10-16 ym) wurden in PLP-Fixans 2 min fixiert, 2x mit PBS ge-
waschen und 30 min in Blockldsung inkubiert. Der Primir-Antikdrper wurde in Blocklésung
verdiinnt und fiir 2h bei RT auf die Zellen gegeben. Nach je einmaligem Waschen mit
Hochsalz-PBS und PBS wurden die Schnitte fiir 15 min mit 3 % Ziegenserum in PBS blockiert
und anschliefend 1h bet RT im Dunkeln mit dem Sekundir-Antikorper (verdiinnt in 0,1 %
NP-40 in PBS) inkubiert. Nach 3x Waschen wurden die Schnitte mit Fluoromount-G (Southern
Biotechnologies, UK) eingedeckelt und bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

2.10 Elektrophysiologische Methoden

2.10.1 Préaparation und cRNA-Injektion von Xenopus laevis Oozyten

Weiblichen afrikanischen Krallenfroschen (Xenopus laevis) wurden unter Totalanisthesie mit
0,17 % Tricain in Leitungswasser Teile des Ovars entnommen. Das Ovar wurde in kleine Frag-
mente gezupft und mit 2 mg/ml Kollagenase (Clostridiopeptidase A, Sigma) in OR-2 bei 17°C
unter sanftem Schiitteln verdaut, bis die Follikelschicht von den Oozyten abfiel. Nach mehr-
maligem Waschen mit OR-2 wurden Oozyten des Reifestadiums V oder VI ausgewihlt und in
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modifizierter Barth-Losung inkubiert. Zur Injektion von cRNA wurden Glaspipetten (Drum-
mond Scientific, Broomall, USA) mit einem Horizontal-Pipettenzieher von Sutter Instruments
(Navato, USA) gezogen, mit Silikondl DC 200 (Sigma) gefillt und in eine Mikroinjektions-
pipette (Drummond) eingesetzt. Nach dem Aufsaugen der cRNA wurden pro Oozyte 50 nl
cRNA injiziert, was einer Menge von 5-10 ng cRNA pro Oozyte entsprach.

2.10.2 Zwei-Elektroden Voltage clamp von Xenopus laevis Oozyten

Die injizierten Oozyten wurden nach 2-3 Tagen durch Messungen mit der Zwei-Elektroden Vol
tage clamp Technik untersucht (Stithmer, 1992). Dazu wurden mit 3 M KClI gefiillte Borosilikat-
Glaselektroden (Clarke Electromedical Instruments, Reading, UK) verwendet, die mit einem
Vertikal-Pipettenzieher (List Medical Instruments) so ausgezogen wurden, dass ithr Widerstand
in der Badlésung (ND96) 0,3-1,2 M2 betrug. Durch die Expression von Ionenkanilen in der
Oozyte konnten Stréme evoziert werden, die iiber einen Turbotec-Verstirker (NPI electronic,
Tamm) und einen Analog/Digitalkonverter (Digidata Series 1320, Axon Instruments, Union
City, USA) mit einer Frequenz von 1kHz aufgenommen und mit pClamp 8.0.2 Software vi-
sualisiert und ausgewertet wurden. Die Messkammer wurde tiber Agarbriicken (3M KClI in
1% Agarose) geerdet.

2.10.3 Patch clamp Messungen an transfizierten HEK293-Zellen

Transfizierte HEK293-Zellen wurden 7-8 h nach der Transfektion in geringer Dichte auf Deck-
glischen (30 mm) ausgesit und 24-32 h nach der Transfektion mit der Patch clamp Technik in
der Ganzzellkonfiguration (Hamill er 4l., 1981) bei RT gemessen. Dazu wurden Pipetten aus
Borosilikat-Glas (G200F, Hamill) verwendet, die mit einem Horizontal-Pipettenzieher (Zeitz,
Augsburg) gezogen wurden. Die Pipetten wurden mit Pipettenldsung (HEK-Zellen) geftillt und
wiesen in der Badlosung einen Widerstand von 1,2-1,7 MQ auf. Durch die Expression von
Ionenkanal-cDNA konnten in den HEK293B-Zellen Strome evoziert werden, die iiber einen
Axopatch 200B-Verstirker (Axon Instruments) und einen Analog/Digitalkonverter (Digidata
Series 1320, Axon Instruments) mit einer Frequenz von 5 kHz aufgenommen und mit pClamp
8.0.2 Software visualisiert und ausgewertet wurden. Die Messkammer wurde iiber eine Salz-
briicke (1 M NaCl) geerdet.

2.10.4 Préparation der Maus-Cochlea

Elf bis vierzehn Tage alte Mause (P11-14) wurden durch zervikale Dislokation unter Ather-
Narkose getotet. Die temporalen Knochen wurden vom Schidel getrennt, beide Cochleae
entnommen und in Priparationslésung auf Eis gelagert. Eine Cochlea wurde unter einem
Binokular mit einer spitzen Pinzette durch das ovale Fenster gedffnet. Der Knochen wurde
soweit entfernt, bis die duflerste apikale Windung der Cochlea aus der Knochenhohle entnom-
men werden konnte. Fiir die Messungen an inneren Haarzellen wurde die Tektorialmembran
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Abb. 2.2: Patch clamp Messungen an den basalen Enden von dufleren (A) und inneren (B) Haar-
zellen der Maus-Cochlea.

vorsichtig mit einer Pinzette vom Cortischen Organ abgezogen. Das Priparat wurde auf ei-
nem Deckglas mit einem Nylon-Netz fixiert und bei 22-26 °C stindig mit frischer Badlésung
perfundiert.

2.10.5 Patch clamp Messungen an &uBeren und inneren Haarzellen in der
Maus-Cochlea

Die Paich clamp Messungen an den Haarzellen der Cochlea wurden an der basalen Seite der
Zellen in der Ganzzellkonfiguration durchgefiithrt (Abb. 2.2). Um die basalen Enden der
dufleren bzw. inneren Haarzellen im Cortischen Organ freizulegen, wurden die umliegenden
Stiitzzellen mit einer Saugpipette entfernt. Die optische Kontrolle erfolgte iiber die IR-DIC-
Videomikroskopie (Dodt und Zieglgansberger, 1990) mit einer Infrarot-Videokamera (VX44,
PCO). Es wurde ein aufrechtes Mikroskop (BX50WI, Olympus, Hamburg) mit einer zehnfa-
chen und einer 40fachen Vergréflerung verwendet. Fiir die Manipulation der Pipette wurde
ein elektrischer Mikromanipulator (Luigs & Neumann, Ratingen) benutzt. Pipetten wurden
aus Borosilikat-Glas (GC150-15, Clarke Electromedical Instruments) mit einem Horizontal-
Pipettenzieher (Zeitz, Augsburg) gezogen. Die Messpipetten wurden mit Pipettenlésung (Haar-
zellen) gefiillt und hatten in der Badlésung einen Widerstand von 2,5-4 M. Die evozierten
Strome wurden iiber einen Axopatch 200A-Verstirker (Axon Instruments) und einen Ana-
log/Digitalkonverter (Digidata Series 1200, Axon Instruments) mit einer Frequenz von 5-
10 kHz aufgenommen, mit 2 kHz (Low-pass) gefiltert und mit pClamp 8.1 Software visualisiert
und ausgewertet. Nach Erreichen der Ganzzellkonfiguration wurde gewartet, bis das Zellin-
nere mit der Pipettenldsung equilibriert war, um das Ruhemembranpotential zu messen. Zur
Charakterisierung der gemessenen Ionenstrome wurden verschiedene Ionenkanalblocker appli-
ziert. XE991 (Neurosearch, Kopenhagen, Dinemark) und Linopirdin (Research Biochemicals
International, Natick, USA) wurden als Stocklésungen in DMSO gelést und in der Badlésung
(Haarzellen) auf 0,5 uM bzw. 10 uM verdiinnt. TEA (Merck) wurde vor jedem Versuch in
einer Konzentration von 5mM in der Badldsung gelést. Die Messkammer wurde tiber einen
chlorierten Silberdraht geerdet.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung von KCNQ-Kaliumkanilen und ihren S-Unterein-
heiten. Im ersten Teil wurde die Lokalisation von KCNQ1 und verschiedenen 3-Untereinheiten
der KCNE-Familie im Gastrointestinalsystem untersucht. Der zweite Teil dieser Arbeit bein-
haltete die Charakterisierung einer Punktmutation im Spannungssensor von KCNQ2. Hierbei
wurde untersucht, warum diese Mutation nicht nur zur Neugeborenen-Epilepsie fiihrt, son-
dern in den betroffenen Patienten zusitzlich Myokymie verursacht. Der dritte Teil der Arbeit
bestand aus Messungen an Mausmodellen fiir die vererbbare progrediente Ertaubung DFNA2,
die durch Mutationen im KCNQ4-Gen verursacht wird. Die elektrophysiologischen Messungen
charakterisieren Kaliumstrome in dufleren und inneren Haarzellen KCNQ4-defizienter Miuse
bzw. transgener Miuse mit einer dominant-negativen Mutation in diesem Gen.

3.1 KCNQ1 und seine G-Untereinheiten im Gastrointestinaltrakt

Der KCNQI1-Kaliumkanal kann mit verschiedenen (3-Untereinheiten der KCNE-Familie asso-
ziteren, die das Schalten des Kanals drastisch verindern. Wihrend vor allem die Lokalisation
von KCNQI1 und KCNE1 im Herzen und im Innenohr bekannt ist (Barhanin e al., 1996;
Sanguinetti et al., 1996; Neyroud et al., 1997; Vetter et al., 1996), wurde hier die Exprssion von
KCNQI1 und seinen G-Untereinheiten im Gastrointestinalsystem untersucht.

3.1.1 Expression von KCNQ1, KCNE2 und KCNE3

Zur Lokalisation von KCNQI1 und den S-Untereinheiten der KCNE-Familie im Gastrointe-
stinaltrakt wurde von Dr. Siegfried Waldegger ein Northern Blot durchgefiihrt. Dazu wurde
Total-RNA aus dem Mausmagen, dem proximalen Jejunum, einem Diinndarmabschnitt, und
dem Colon descendens, einem Dickdarmabschnitt, verwendet. Bei der Priparation der Gewebe
wurde darauf geachtet, die Mukosa (Schleimhaut) des Darms zu erhalten und nicht von der
glatten Muskulatur zu trennen. Der Northern Blot wurde mit genspezifischen cDNA-Sonden
von KCNQI1 und allen fiinf Mitgliedern der KCNE-Familie hybridisiert, wobei die Linge der
Sonden ca. 200-500 bp umfasste. Die Sonden fiir KCNE1, KCNE4 und KCNES5 zeigten weder
Signale im Magen noch in Diinn- oder Dickdarm (Daten nicht gezeigt). KCNQI1 war im
Maus-Magen stark exprimiert und zu einem geringeren Maf§ im Diinn- und Dickdarm vorhan-
den (Abb. 3.1 A). Die KCNE3-Probe detektierte nahezu kein Transkript im Magen, jedoch eine
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Abb. 3.1: Northern Blot von KCNQI1 und zwei KCNE-Untereinheiten im Gastrointestinaltrakt
(A) und Charakterisierung der KCNQI- und KCNE3-Antikérper im Western Blot (B). (A) Nor-
thern Blot von KCNQI, KCNE3 und KCNE2 im Magen (1), Diinndarm (2) und Kolon (3) der
Maus. Jede Spur wurde mit 25 ug Total-RNA beladen. Eine Aktinsonde diente als Kontrolle.
KCNQI1 wurde stark im Magen, moderat im Kolon und nur schwach im Diinndarm exprimiert.
Die Expression von KCNE3 war im Kolon am héchsten und im Diinndarm und Magen deutlich
schwicher. Die KCNE2-Sonde zeigte ein deutliches Transkript im Magen, jedoch keine Signale
in Kolon oder Diinndarm. (B) Western Blot von COS-Zelllysaten mit affinititsgereinigten An-
tikdrpern gegen KCNQ1 (1) und KCNE3 (2). Der KCNQI-Antikorper detektierte eine Bande von
ca. 65kDa in Extrakten von Zellen, die mit KCNQI transfiziert wurden (+), und keine Bande
in nicht transfizierten COS7-Zellen (—). Die beiden zusitzlichen Banden mit héherem Mo-
lekulargewicht sind méglicherweise KCNQI1-Multimere, da diese Banden in nicht-transfizierten
Zellen nicht detektiert wurden. Der KCNE3-Antikérper erkannte eine einzelne Proteinbande von
ca. 14kDa in Extrakten von Zellen, die mit KCNE3 transfiziert (+) wurden. Diese Bande fehlte in
Extrakten nicht transfizierter COS7-Zellen (—). Die Pfeile entsprechen den Molekulargewichten
der detektierten Proteine, 65 kDa fiir KCNQI und 14 kDa fiir KCNE3.

starke Expression im Kolon. Die KCNE3-Expression im Diinndarm war schwach (Abb. 3.1 A).
KCNE2 war stark im Magen exprimiert. Die Sonde detektierte weder im Diinn- noch im
Dickdarm ein Signal (Abb. 3.1 A). Wihrend KCNQI1 im Magen moglicherweise mit KCNE2
interagiert, bilden KCNQI und KCNE3 vermutlich im Kolon und im Dickdarm heteromere
Kanile.
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3.1 KCNQI und seine -Untereinheiten im Gastrointestinaltrakt

Abb. 3.2: Charakterisierung der KCNQI1- und KCNE3-Antikorper durch Immunfluoreszenz.
CHO-K1-Zellen wurden mit KCNQI1- und KCNE3-cDNA transient transfiziert und mit den
KCNQI- (A) und (B) und den KCNE3-Antikorpern (C) und (D) inkubiert. Beide Antikorper
gaben in der Immunfluoreszenz spezifische Signale. In (A) und (C) sind einige Zellen spezifisch
gefirbt (Pfeile). Umliegende, vermutlich nicht transfizierte CHO-K1-Zellen wurden nicht mar-

kiert und waren unter Fluoreszenzlicht nicht sichtbar, konnten jedoch mit der Nomarski-Optik
dargestellt werden (B) und (D). Die Pfeile in (B) und (D) bezeichnen Zellen, die in (A) und (C)
positiv fir KCNQI1 bzw. KCNE3 waren.

3.1.2 Zellulare und subzelluldre Lokalisation von KCNQ1 und KCNE3 im
Darm

Heteromere Kanile aus KCNQI und KCNE3 vermitteln einen Strom, der eine lineare Span-
nungsabhingigkeit aufweist, durch cAMP aktivierbar und zeitunabhingig ist (Schroeder et al.,
2000b). Diese Eigenschaften legen die Vermutung nahe, dass KCNQI und KCNE3 zusam-
men fiir den transepithelialen Chloridtransport in Kryptenzellen des Diinndarms und des
Dickdarms verantwortlich sind. Diese putative Funktion von KCNQI und KCNE3 erfordert
eine basolaterale Lokalisation der Heteromere. Um die zellulire und subzellulire Lokalisation
von KCNQI1 und KCNE3 im Dick- und Diinndarm zu untersuchen, wurden von Dr. Sieg-
fried Waldegger polyklonale Antikorper gegen C-terminale Peptide aus KCNQI und KCNE3
in Kaninchen generiert (s. 2.9.2). Die Peptide wurden so gewihlt, dass sie moglichst hydro-
phile Aminosiuren oder Proline enthielten, da diese Aminosiuren meist gut fir Antikorper
zuginglich sind (Harlow und Lane, 1988). Die Peptide wurden an Stellen mit geringer Homolo-
gie zu den anderen KCNQ- bzw. KCNE-Familienmitgliedern ausgewihlt, um Kreuzreaktionen
der Antikdérper mit Mitgliedern der gleichen Kanalfamilie zu vermeiden.

Die affinititsgereinigten Seren wurden zunichst in einem Western Blot auf ihre Spezifitit
getestet (Abb. 3.1 B). Die Antikorper erkannten in Proteinextrakten von COS7-Zellen, die mit
KCNQI1 und KCNE3 transfiziert worden waren, Banden mit einer Grofle von ca. 65 kDa
(KCNQ1) und ca. 14kDa (KCNE3). Diese Banden waren in Proteinextrakten nicht transfi-
zierter COS7-Zellen nicht vorhanden. Die Gréfle der Banden entsprach dem prognostizierten
Molekulargewicht der Monomere. Der KCNQI1-Antikorper detektierte zwei zusitzliche Ban-
den von héherem Molekulargewicht, die moglicherweise von KCNQI-Multimeren stammten,
da sie in Extrakten nicht transfizierter COS7-Zellen fehlten.

Die KCNQI- und KCNE3-Antikérper wurden auflerdem in der Immunfluoreszenz auf
ithre Spezifitit getestet. Hierzu wurden mit KCNQ1 und KCNE3 transfizierte CHO-K1-Zellen
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3 Ergebnisse

Abb. 3.3: Immunfluoreszenz mit KCNQ1- und KCNE3-Antikérpern an Kryoschnitten (10 pm)
von Kolon (A-D) und Diinndarm (E-H). (A, B, E und F) wurden mit KCNQI-Antikérpern
inkubiert und (C, D, G und H) mit Antikdrpern gegen KCNE3. (B, D, F und H) zeigen stirkere
Vergroferungen. KCNQI und KCNE3 kolokalisieren in der basolateralen Membran von Kolon-
Kryptzellen und in den Kryptbasen des Diinndarms, wie bereits von Schroeder er al. (2000)
vermutet wurde. Die runden Strukturen in (F) und (H) waren auch ohne Erstantikorper sichtbar
und sind daher Artefakte des Zweitantikorpers. L zeigt das Lumen vom Diinndarm an.

mit den affinititsgereinigten Antikdrpern inkubiert (Abb. 3.2). Die Antikérper erkannten spe-
zifisch ihre Epitope. Als Kontrolle dienten nicht transfizierte CHO-K1-Zellen, bei denen die
Antikérper keine Signale zeigten.

Um die zellulidre Lokalisation von KCNQI1 und KCNE3 zu bestimmen, wurden 10 ym
dicke Kryoschnitte vom Diinn- und Dickdarm einer adulten Maus angefertigt und mit dem
KCNQI1- bzw. KCNE3-Antikorper inkubiert. Da beide Antikorper im Kaninchen generiert
wurden und somit den gleichen Zweitantikrper erforderten, waren Doppelfirbungen mit
beiden Antikdérpern nicht moglich. Stattdessen wurden konsekutive Schnitte mit jeweils ei-
nem Antikorper gefirbt. Die Immunfluoreszenz an Querschnitten des Mauskolons zeigte fiir
KCNQI und KCNE3 eine basolaterale Lokalisation in den Kryptzellen (Abb. 3.3 A-D). Ei-
ne dhnliche Lokalisation in den Epithelzellen wurde im Diinndarm der Maus festgestellt, wo
KCNQI und KCNES3 in den Krypten kolokalisierten. Auch hier firbten beide Antikérper die
basolateralen Membranen der Kryptzellen an (Abb. 3.3 E-H). Diese Befunde stimmen gut mit
der putativen Funktion von KCNQ1/KCNE3-Heteromeren bei der cAMP-stimulierten Chlo-
ridsekretion im Kolon und im Diinndarm tiberein.
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Abb. 3.4: Kryoschnitte (10 pm) des Mausmagens wurden mit KCNQI1-Antikorpern (A, E) und
einem monoklonalen Antikérper gegen die (S-Untereinheit der HY/KT-ATPase (B, F) gefirbt.
Die Abbildungen E-G zeigen stirkere Vergréflerungen der Abbildungen A-C . Die Uberlagerung
der Antikdrpersignale (C, G) zeigt die Kolokalisation der beiden Proteine in den Magensaure-
sezernierenden Parietalzellen. Es wurde kein weiterer Zelltyp angefirbt. (D, H) I situ Hybridisie-
rungen an Kryoschnitten (8-10 ym) des Mausmagens mit einer Digoxiginin-markierten mKCNE
sense- (D) und antisense-Sonde (H). Es sind nur Zellen am Hals und an der Basis der Magendriisen
gefirbt. Die sense-Probe ergab kein Signal (Kontrolle). Firbungen von konsekutiven Schnitten mit
dem Antikorper gegen die H/Kt-ATPase zeigten, dass die KCNE2-positiven Zellen wahrschein-
lich Parietalzellen sind.

3.1.3 Zellulare und subzelluldre Lokalisation von KCNQ1 und KCNE2 im
Magen

Da die Northern Blot Analyse fiir KCNQI1 und KCNE2 jeweils ein deutliches Signal im
Magen zeigte, wurde die zellulire und subzellulire Lokalisation beider Untereinheiten im Ma-
gen untersucht. Vom Magen einer adulten Maus wurden Kryoschnitte angefertigt und mit
KCNQI1-Antikérpern inkubiert. Es wurde ein starkes Signal fiir KCNQI1 in einem einzelnen
Zelltyp innerhalb der Magendriisen detektiert (Abb. 3.4 A). Um diesen Zelltyp zu identifizieren,
wurden Doppelfirbungen mit dem KCNQI1-Antikérper und einem Antikdrper gegen die (-
Untereinheit der H/K1-ATPase durchgefiihrt. Sowohl KCNQI als auch die H*/K'-ATPase
waren in den Magensidure-sezernierenden Parietalzellen exprimiert (Abb. 3.4 B, F). Hohere Ver-
groferungen der Magenschnitte machten deutlich, dass die beiden Proteine auch subzellulir
kolokalisieren (Abb. 3.4 C, G). Parietalzellen haben ein ausgeprigtes intrazelluldres tubulove-
sikulires Kompartiment, das die H/KT-ATPase enthilt. Die iiberlappende Firbung der bei-
den Antikérper fiillte den grofiten Teil des Querschnitts einer Parietalzelle aus (Abb. 3.4 G).
KCNQI befindet sich daher vermutlich zusammen mit der HTK*-ATPase in den tubulovesi-
kuliren Membranen der Parietalzellen.
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Da die Northern Blot Analyse ein starkes Signal fiir KCNE2 im Magen zeigte, wurde die
zelluldre Lokalisation von KCNE2 in diesem Organ untersucht. Es stand kein Antikorper
gegen KCNE2 zu Verfiigung. Daher wurde mit Hilfe von Dr. Susanne Fehr eine iz situ Hy-
bridisierung an Magenschnitten durchgefithrt. Es wurde ein ca. 200 bp langes Fragment von
KCNE2 aus der cDNA vom Mausmagen kloniert und wihrend der iz vitro RNA-Synthese mit
Digoxigenin markiert. Mit dieser Sonde konnte ein spezifisches Signal in einer Klasse von Zel-
len detektiert werden, die sich an der Basis und am Hals der Magendriisen befand (Abb. 3.4 H).
Da das Signal den Firbungen mit Antikérpern gegen KCNQI1 und die §-Untereinheit der
H*/K'-ATPase dhnelte, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei den gefirbten Zellen ebenfalls
um Parietalzellen handelte. Firbungen von konsekutiven Schnitten mit dem Antikorper gegen
die HT/KT-ATPase zeigten, dass die gefirbten Zellen wahrscheinlich Magensiure-sezernierende
Parietalzellen sind. Die Spezifitit der in situ Hybridisierung wurde durch Kontrollen mit einer
sense KCNE2-Sonde bestitigt (Abb. 3.4 D).

3.1.4 Elektrophysiologische Eigenschaften von heteromeren Kaliumkanélen
aus KCNQ1 und KCNE2

Um zu kliren, ob KCNQI1 und KCNE2 heteromere Kaliumkanile bilden kénnen, wurden
HEK293-Zellen entweder nur mit KCNQI1-cDNA transfiziert oder mit cDNA von KCNQI1
und KCNE2. 24-36 h nach der Transfektion wurden mit der Patch clamp Technik Stréme ge-
messen. Dabei wurde die Ganzzellkonfiguration gewihlt, die es ermdglicht, die Summe der
Aktivitit aller Ionenkanile in der Zellmembran, d. h. den Ganzzellstrom (whole cell current), zu
messen. Von einem Haltepotential von —60 mV wurden die HEK293-Zellen fiir 1,5 s auf Werte
zwischen —100 und +60 mV in 420 mV Schritten geklemmt. Jedem Spannungssprung folgte
ein 10 ms langer Sprung auf 0 mV. Wie bereits beschrieben (Barhanin er 4/., 1996; Sanguinetti
et al., 1996, Wollnik et al., 1997), vermittelten KCNQ1-Homomere Stréme, die bei Spannungen
positiver als —40 mV langsam aktivierten. Die Deaktivierung homomerer KCNQ1-Kanile war
ebenfalls langsam (Abb. 3.5 A). Die Koexpression von KCNQ1 und KCNE?2 fiihrte zu einer dra-
matischen Verinderung der Stromeigenschaften. Ahnlich den Strémen von KCNQ1/KCNE3-
Heteromeren (Schroeder et al., 2000b), waren die Stréme von KCNQ1/KCNE2-Heteromeren
nahezu zeitunabhingig (Abb. 3.5 B,D). Ihre fast lineare Spannungsabhingigkeit fithrte auch
bei Potentialen negativer als —40 mV zu signifikanten Strémen. Im Unterschied zu Hetero-
meren aus KCNQ1 und KCNE3 war die Stromamplitude bei Koexpression von KCNQ1 und
KCNE2 mit 0,75 nA bei +60 mV deutlich geringer als bet KCNQI-Homomeren (1,1 nA bei
+60 mV, Abb. 3.5 C). KCNQI1/KCNE2-Heteromere sind also vermutlich bei den negativen
Ruhemembranpotentialen epithelialer Zellen gedffnet.

42



3.2 Untersuchung einer Mutation im Spannungssensor von KCNQ2

Strom (nA)
ﬁ

Strom (nA)

Zeit (s) Zeit (s)

Q1 o
Q1+E2 o 1

0,5

A

-1 = -20 20 60

Strom (nA)

1/l max

20 60

-0,5

Haltepotential (mV) Haltepotential (mV)

Abb. 3.5: Elektrophysiologische Eigenschaften von KCNQI1 und KCNE2, exprimiert in HEK293-
Zellen. Paich clamp Messungen in der Ganzzellkonfiguration in HEK293-Zellen, die entweder mit
KCNQL1 allein (A) oder zusammen mit KCNE2 (B) transfiziert wurden. In (A und B) sind
reprisentative Strome gezeigt. Von einem Haltepotential von —60 mV wurden die HEK293-
Zellen fiir 1,5s auf Werte zwischen —100 und +60mV in 420 mV Schritten geklemmt. Jedem
Spannungssprung folgte ein 10 ms langer Sprung auf 0 mV. Am Ende der Testpulse wurden die
Stromamplituden im steady state gemessen und gegen das entsprechende Testpotential aufgetragen
(C). In (D) wurden die Stréme auf +60 mV normalisiert und gegen das Testpotential aufgetra-
gen. Fiir die Koexpression von KCNQI1 und KCNE2 ergab sich eine nahezu lineare Strom-
Spannungskennlinie. Die Werte sind als Mittelwert 4 Standardfehler des Mittelwerts angegeben.
Fir KCNQ1 ist # = 12 und fiir KCNQI1 + KCNE2 ist » = 21.

3.2 Untersuchung einer Mutation im Spannungssensor von
KCNQ2

KCNQ2 und KCNQ3 sind zwei homologe Kaliumkanaluntereinheiten, die zu heterotetrame-
ren Kanilen assoziieren kénnen. Diese haben Eigenschaften des neuronalen M-Stroms, der
eine wichtige Rolle bei der Regulation der neuronalen Erregbarkeit spielt. Mutationen in
KCNQ2 oder KCNQ3 koénnen zu BENC fiihren, einer generalisierten, idiopathischen Epi-
lepsie bei Neugeborenen, die autosomal dominant vererbt wird. Prof. Dr. Bernhard Kunath
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vom Universititsklinikum Carl-Gustav Carus in Dresden wurde 1994 erstmals auf eine Familie
aufmerksam, deren Mitglieder nicht nur unter einer neonatalen Epilepsie litten, sondern auch
eine Myokymie entwickelten, die bis ins Erwachsenenalter anhielt.

3.2.1 Klinische Charakterisierung der BFNC/Myokymie-Patienten

Die Mitglieder dieser Familie europdischen Ursprungs zeigten eine ungewdhnliche Kombi-
nation aus einer Hypererregbarkeit des ZNS (Epilepsie) und peripherer Nerven (Myokymie).
Vier Familienmitglieder hatten eine anhaltende myokymische Muskelaktivitit, die durch EMG
(s. Abb. 3.6 B) bestitigt wurde. Das einzige Kind in der letzten Generation (V-1, Abb. 3.6 A))
zeigte bereits in einem Alter von einem Jahr spontane Entladungen in seinem EMG. Es ist
also wahrscheinlich, dass der Junge ebenfalls eine Myokymie entwickelt. Die Patienten und
Patientinnen der Generation IV und V (Abb. 3.6 A) hatten neonatale Krampfanfille, und die
Zwillingsschwestern (Abb. 3.6 A) erlitten zusitzlich einzelne Anfille wihrend der Kindheit.
Weder Patientin II-1 noch Patient II-2 (Abb. 3.6 A) hatte eine epileptische oder myokymische
Erkrankung. Das legt nahe, dass die Tochter der beiden von einer de #ovo Mutation betroffen
wurde. Die Segregationsmuster in den folgenden Generationen lassen einen autosomal domi-
nanten Erbgang sowohl fiir die Myokymie als auch fiir die neonatale Epilepsie vermuten. Im
Folgenden werden die Patienten und Patientinnen einzeln klinisch charakterisiert.

Patientin III-2 Die 414jihrige Mutter der Zwillinge (s. Abb. 3.6 A) hatte eine normale psy-
chomotorische Entwicklung und Verfassung. Seit frither Kindheit litt sie unter einer Myalgie,
die durch moderate Bewegung induziert wurde, aber selten im Ruhezustand auftrat. Aufler-
dem hatte sie eine generalisierte Myokymie mit spontanem Zucken der Finger. Krimpfe oder
myotonische Muskelsteitheit wurden nicht beobachtet. Die myokymischen Muskelbewegungen
traten sowohl nachts als auch tagsiiber auf. Dabei waren die Muskeln des Rumpfes sowie der
oberen und unteren Extremititen betroffen, jedoch nicht die Gesichtsmuskeln. Die Sympto-
me verschlimmerten sich mit Fieber und, mit zunehmendem Alter, be1 Kilte, Alkohol und
in den ersten Monaten der Schwangerschaft. Es trat keine Myotonie auf. Die Muskelstirke
war erh6ht. Das Elektromyogramm zeigte das spontane Auftreten einzelner oder wiederhol-
ter Entladungen des normalen Motorendplattenpotentials in den betroffenen Muskeln. Die
spontane Aktivitit blieb bei intravendser Gabe von Kalzium oder Diazepam unverindert.
Lidocain und Hexobarbitale blieben ebenfalls ohne Effekt, wihrend die Aktivitit mit den pe-
ripheren Muskelrelaxanzien Suxamethoniumchlorid und d-Tubocurarin zeitweise unterdriickt
werden konnte. Die aktive Erregung der Muskeln fiihrte zu leicht verkiirzten Potentialen und
einer erhohten Polyphasie. Das Elektroneurogramm und die F-Welle zeigten eine normale
Leitungsgeschwindigkeit, jedoch wiederholte spite Entladungen nach jeder Stimulation des
Nervs. Sensorisch-evozierte Potentiale, Elektrokardiogramm, EEG, Aufnahmen von Thorax
und Mediastinum mit Magnetresonanz sowie die Laborwerte waren unauffillig. Die Myoky
mie sowie die Muskelschmerzen wurden durch Carbamazepin verbessert. Die Frau hatte keine
epileptischen Anfille.
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Patientin IV-2 Die 22-ihrige Tochter von III-2 wurde eine Woche vor dem errechneten
Geburtstermin geboren. An den Tagen sieben und 30 hatte sie mehrere Krampfanfille mit
tonischen und/oder klonischen Bewegungen der Extremititen. Im Alter von zwei und zwolf
Jahren hatte sie zwei grand mal Anfille, von denen einer mit Fieber einher ging. Frithe EEG
waren normal, spiter zeigten sich jedoch generalisierte diffuse Entladungen mit maximaler Am-
plitude in temporalen Bereichen des Gehirns. Im Alter von neun und 13 Jahren war das EEG
ohne Befund. Im Vorschulalter klagte das Madchen tiber eine Myalgie, die durch Bewegung
induziert wurde. In der Pubertit trat die Myalgie nicht mehr auf. Krimpfe oder myotonische
Muskelsteifheit wurden nicht beobachtet. Zur Behandlung der Epilepsie erhielt das Madchen
Phenobarbital. Im Alter zwischen acht und zehn Jahren entwickelte sie eine Myokymie der
unteren und oberen Extremititen. Die Myokymie, die sich unter Phenobarbital-Gabe nicht ver-
besserte, ging mit leichten unwillkiirlichen Finger- und Zehenbewegungen einher, die sich bei
Fieber verschlimmerten. Das EMG war im Alter von einem und sieben Jahren normal, zeigte
jedoch seit einem Alter von acht Jahren spontane repetitive Entladungen der normalen Motor-
endplattenpotentiale von 20-60 ms Dauer. Das Elektroneurogramm und sensorisch-evozierte
Potentiale waren im Alter von 13 Jahren normal.

Patientin IV-3 Die Zwillingsschwester von IV-2 (s. Abb. 3.6 A) hatte ab dem 10. Lebenstag
neonatale Krampfanfille. Im Alter von zwei und 12-13 Jahren hatte sie grand mal Anfille,
manchmal wihrend fiebriger Infektionen. Die Anfille wurden mit Phenobarbital behandelt.
Im Vorschulalter klagte das Midchen tiber eine Myalgie nach moderater Bewegung, die in der
Pubertit nicht mehr vorhanden war. Krimpfe oder myotonische Muskelsteitheit wurden nicht
beobachtet. Fieber verursachte zitternde Fingerbewegungen. Eine neurologische Untersuchung
ergab eine Myokymie der oberen und unteren Extremititen und unwillkiirliches Zucken der
Finger. Tiefe Sehnenreflexe waren schwach. Das EMG zeigte die gleichen pathologischen
Muster wie in III-2. Das Elektroneurogramm entsprach dem von III-2 (Abb. 3.6 B). Sensorisch-
evozierte Potentiale und EEG waren ohne Befund. Beide Zwillingsschwestern hatte eine leichte
Lernschwiche.

Patientin IV-4 Die 18-jihrige Halbschwester von IV-2 und IV-3 (s. Abb. 3.6 A) wurde zum
errechneten Geburtstermin nach einer unauffilligen Schwangerschaft geboren. Am Tag vier
hatte sie wiederkehrende neonatale Krampfanfille mit tonischen und/oder klonischen Bewe-
gungen der Extremititen. Sie wurde mit Phenobarbital behandelt. Eine Myalgie, die durch
moderate Bewegung induziert wurde, sowie zitternde Fingerbewegungen wihrend Fieber traten
im Alter von zwei Jahren auf. Das Midchen entwickelte im Alter von drei Jahren eine Myoky-
mie. Zwischenzeitlich wurde Carbamezepin zur Verbesserung der Muskelschmerzen und der
Myokymie verabreicht. Das EMG entsprach dem von III-2. Das EEG und Elektroneurogramm
waren normal. Das Midchen wies niedrige [gA-Konzentrationen im Serum auf.

Patient V-1 Der einjihrige Sohn von Patientin IV-2 wurde nach einer unkomplizierten
Geburt normal geboren. Am dritten Tag nach der Geburt hatte er mehrere Krampfanfille mit
tonisch und/oder klonischen Charakteristika. Er hatte wiederholte Anfille an den Tagen 30, 45
und 47 und wurde mit Antiepileptika (Phenobarbital, Phenytoin, Diazepam) behandelt. In der
letzten Untersuchung des Jungen im Alter von einem Jahr ergaben sich keine neurologischen
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oder klinischen Auffilligkeiten, vor allem keine Symptome von Myokymie. Das EMG zeigte
jedoch spontane Entladungen gruppierter Motorendplattenpotentiale.

Die Familienmitglieder 1114 und I1I-6 wurden im Alter von 36 bzw. 34 Jahren untersucht.
Sie hatten normale klinische und neurologische Befunde und ein normales EMG. Es wurde
berichtet, dass die Patienten I-1, I-2 und II-2 weder Myokymie noch Krampfanfille hatten. Es
gab keine elterliche Blutsverwandtschaft.

3.2.2 Genetische Charakterisierung der BFNC/Myokymie-Patienten

Die Epilepsie, die in der betroffenen Familie beobachtet wurde, ist den gutartigen neonata-
len Krampfanfillen (BENC) dhnlich. Diese Krankheit wird durch Mutationen in KCNQ2
oder KCNQ3 verursacht, wobei bisher mehr Mutationen in KCNQ2 als in KCNQ3 bekannt
sind. Daher wurde in Dr. Ortrud K. Steinleins Labor am Institut fiir Humangenetik in Bonn
der gesamte offene Leserahmen des KCNQ2-Gens der beschriebenen Patientinnen und Pati-
enten auf Mutationen untersucht. Mit Hilfe der Einzelstrangkonformationsanalyse wurde in
einem PCR-Fragment, das Exon 3 des KCNQ2-Gens enthielt, ein aberrantes Elektrophoresemu-
ster gefunden (Abb. 3.6 C). Die Sequenzierung des Fragments zeigte einen Nukleotidaustausch
(Abb. 3.6 E), der zu einer Aminosduresubstitution von Arginin zu Tryptophan an Position
207 (R207W) im vierten Transmembransegment (S4) des KCNQ2-Proteins (Abb. 3.7) fiihrte.
Durch die Mutation wurde eine Acil-Restriktionsstelle in KCNQ2 eingefiihrt (Abb. 3.6 D). Die-
se Restriktionsstelle wurde benutzt, um 190 Chromosomen von 95 gesunden, nicht verwandten
Kontrollpersonen auf die R207W-Mutation zu untersuchen. Die Mutation wurde auf keinem
der Kontrollchromosomen gefunden, so dass es sich bei der R207W-Mutation also nicht um
einen Polymorphismus des KCNQO2-Gens handelt.

Finf der zehn Familienmitglieder, von denen DNA fiir die Sequenzierung zur Verfiigung
stand, waren heterozygot fiir die R207W-Mutation. Alle Triger der Mutation litten an Myo-
kymie, und alle aufler der Patientin III-2 hatten neonatale Krampfanfille. In der DNA der
Eltern von Patientin III-2 wurde keine Mutation im KCNQ2-Gen gefunden. Die Mutter- und
die Vaterschaft wurden jedoch durch die Mikrosatellitenanalyse von 19 unabhingigen Loci
bestitigt. Die R207W-Mutation trat also in Individuum II-2 de novo auf und wurde dann an
die folgenden Generationen weitergegeben.

3.2.3 Lokalisation von KCNQ2 und KCNQ3 im Riickenmark

Da die Myokymie der Patienten durch eine Ubererregbarkeit von Motorneuronen verursacht
sein kann, wurde die KCNQ2-Expression im Riickenmark untersucht. Bisher war bekannt,
dass die Expression von KCNQ2 auf das Gehirn beschrinkt ist und es keine signifikante
Expression im Muskel gibt (Schroeder et al., 1998; Biervert und Steinlein, 1999; Tinel et al.,
1998). Da KCNQ2 und KCNQ3 heteromere Kaliumkanile bilden konnen (Schroeder et 4l.,
1998; Wang et al., 1998a; Yang et al., 1998; Cooper et al., 2000), wurde auch die Expression von
KCNQ3 im Riickenmark untersucht. Es wurden Kryoschnitte (10 ym) vom Riickenmark einer
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Abb. 3.6: Genetische und klinische Charakterisierung der BENC/Myokymie-Familie. (A) Schema-
tische Darstellung des Stammbaums. Die klinischen Symptome der einzelnen Familienmitglieder
sind der Legende zu entnehmen. Familienmitglieder, die heterozygot fiir die R207W-Mutation
sind, werden durch ein X markiert. Familienmitglieder, die nur die WT-Allele tragen, werden
durch eine Null markiert. Nicht markierte Individuen standen fiir die genetische Analyse nicht
zur Verfiigung. (B) Das EMG von Patient IV-4 zeigte die typische spontane elektrische Akti-
vitit vom M. quadriceps mit Bursts von Motorendplattenpotentialen sowie uniforme Multiplets
(s. Inset). (C) Einzelstrang-Konformationsanalyse von Exon3 des KCNQ2-Gens. Spur 1: nicht-
betroffenes Individuum, Spur 2: BFNC/Myokymie-Patient, eine zusitzliche Bande ist sichtbar.
(D) Diagnostischer Restriktionsverdau mit Al von Exon3 des KCNQO2-Gens. Spur 1: nicht-
betroffenes Individuum, Restriktionsfragmente von 62 bp, 67 bp und 84bp. Die 62 bp- und die
67 bp-Bande erscheinen als eine Bande. Spur 2: BENC/Myokymie-Patient, die zusitzliche Bande
hat eine Gréfle von 76 bp. (E) Sequenzierung des dritten Exons von beiden KCNQ2-Allelen in
einem BFNC/Myokymie-Patienten. Die C/T-Punktmutation wird durch einen Pfeil gezeigt.

adulten Maus angefertigt, die mit radioaktiv-markierten antisense RNA-Sonden aus KCNQ2
und KCNQ3 hybridisiert wurden. Die Sonden umfassten ca. 400 bp aus dem C-Terminus von
KCNQ2 und KCNQ3, in einem Bereich, in dem die Homologie zwischen beiden Proteinen
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Abb. 3.7: Topologie-Modell des KCNQ2-Kanalproteins mit den Transmembransegmenten S1-6
und der Pore P. Gezeigt sind Mutationen in KCNQ2, die zu BENC fiihren (Singh et al., 1998;
Schroeder et al., 1998; Lerche et al., 1999; Biervert und Steinlein, 1999; del Giudice et al, 2000).
Die Nummerierung bezieht sich auf den jeweils ersten mutierten Aminosidurerest. Die R207W-
Mutation (hellgrau) betrifft ein Arginin in der Mitte des spannungssensitiven S4-Segments,
wihrend die kiirzlich beschriebene R214W-Mutation (dunkelgrau) mehr zum Zytoplasma loka-
lisiert ist.

sehr gering ist. Hybridisierungssignale wurden fiir KCNQ2 im posterioren sowie im anterioren
Horn und in der Zwischenzone detektiert (Abb. 3.8 A). Das Signal war im anterioren Horn,
wo die Motoneurone lokalisiert sind, am stirksten. Die Hybridisierungssignale fiir KCNQ3
iiberlappten mit denen von KCNQ2 (Abb. 3.8 C). Allerdings schien die Firbung vor allem im
anterioren Horn weniger intensiv als fiir KCNQ2. Als Kontrollen fiir die Spezifitit der Signale
dienten sense RNA-Sonden fiir KCNQ2 (Abb. 3.8 B) und KCNQ3 (Abb. 3.8 D).

3.2.4 Elektrophysiologische Analyse der R207W-Mutation in KCNQ2

Die R207W-Mutation betrifft die dritte von sechs positiven Ladungen im S4-Transmembran-
segment von KCNQ2. Dieses Transmembransegment stellt vermutlich den Spannungssensor
in der Superfamilie der Kationenkanile dar (Stithmer ez 4l., 1989). Erst kiirzlich wurde eine
andere S4-Mutation (R214W) in KCNQ2 beschrieben. Die Mitglieder der Familie mit dieser
Mutation litten zwar an BENC, erkrankten jedoch nicht an einer Myokymie (del Giudice
et al., 2000). Es wurden die Effekte der beiden Mutationen auf die KCNQ2-Strome verglichen,
um zu kliren, ob unterschiedliche biophysikalische Eigenschaften zu einer Assoziation der
R207W-Mutation mit Myokymie fiihren konnten.

Beide S4-Mutationen wurden tiber gerichtete iz vitro Mutagenese in die humane KCNQ2-
cDNA eingefithrt. Wildtyp (WT) und mutierte KCNQ2-Kanile wurden in Xenopus laevis Oo-
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Abb. 3.8: In situ Hybridisierung an Riickenmarksschnitten der Maus. Gezeigt sind Hybridisierun-
gen mit antisense-Proben (A und C) und sense-Kontrollen (B und D). (A und B) Die KCNQ2-Probe
firbt die graue Substanz des Riickenmarks, mit starken Signalen im posterioren und anterioren
Horn. (C und D) KCNQ3 wird ebenfalls im anterioren Horn exprimiert. Im posterioren Horn
scheint die Expression schwicher als die von KCNQ2. Die Pfeile zeigen zum anterioren Horn
des Riickenmarks.

zyten exprimiert. Dazu wurden sie entweder allein injiziert oder mit KCNQ3 koinjiziert.
Ahnlich dem KCNQ2WT (Abb. 3.9 A), ergaben beide S4-Mutanten Stréme, die bei Depo-
larisation aktivierten (Abb. 3.9 B, C). Verglichen mit KCNQ2-WT aktivierten die Stréme der
R214W-Mutation und insbesondere die der R207W-Mutation jedoch erheblich langsamer. Die
Aktivierung der R207W-Mutation erreichte selbst nach 2s kein stabiles Gleichgewicht (steady
state) (Abb. 3.9 B). Der zeitliche Verlauf der Kanalaktivierung bei Depolarisation wurde durch
die Summe zweier Exponentialfunktionen ausgedriickt. Fiir einen Sprung auf +30 mV erga-
ben sich folgende Zeitkonstanten 71 und 79: 71 = 438 £ 52ms und » = 74 + 4ms fiir
KCNQ2-WT. 1y = 852 & 127 ms und 75 = 187 & 7ms fiir R214W. 74 = 1566 + 111 ms
und 79 = 62 £ 10 ms fiir R207W. Auflerdem wurde KCNQ2-WT mit der R207W-Mutation
im cRNA-Verhiltnis 1:1 exprimiert, um Heteromere aus KCNQ2-WT und -Mutante zu erzeu-
gen, wie sie vermutlich in heterozygoten Patienten vorkommen. Die Kinetik der Aktivierung
hatte eine mittlere Geschwindigkeit im Vergleich zu den Homomeren aus KCNQ2-WT und
R207W-Mutante. Die Zeitkonstanten betrugen 7y = 782 + 41 ms und 72 = 84 + 2ms fiir
KCNQ2-WT.

Des weiteren wurde die scheinbare Offenwahrscheinlichkeit (poffen) von KCNQ2-WT und
beiden Spannungssensor-Mutanten bestimmt. Dazu wurden die Oozyten bei einem Halte-
potential von —80mV in +10mV Schritten auf Spannungen zwischen —80 und +40 mV
geklemmt. Nach dieser Zeit hatte sich bet KCNQ2-WT und der R214W-Mutante ein Gleichge-
wicht eingestellt. Anschliefend folgte ein Spannungssprung auf —30 mV, der sogenannte fa:l
currents evoziert. Die unmittelbar nach dem Spannungssprung gemessene Amplitude der ta:/
currents bei —30 mV ist proportional zur Anzahl der offenen Kanile. Die fail currents wurden
auf den Zeitpunkt t = 0 extrapoliert, indem sie mit monoexponentiellen Funktionen gefittet
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Abb. 3.9: Elektrophysiologische Eigenschaften von KCNQ2 und den beiden S4-Mutationen.
KCNQ2 und seine Mutanten wurden entweder allein (A-C) oder zusammen mit KCNQ3 (D-I) in
Xenopus Oozyten exprimiert. Die Strome wurden mit der Zwei-Elektroden Voltage-clamp Technik
aufgenommen. Von einem Haltepotential von —80mV wurden die Oozyten fiir 2's auf Span-
nungen zwischen —80 und +40mV in +10mV Schritten geklemmt. Es folgte ein Sprung auf
—30mV. (A-C) Typische Stromkurven von KCNQ2 (A) und seinen R207W- (B) und R214W-
Mutanten (C). (D-F) Reprisentative Stromkurven bei Koexpression von KCNQ2 und seinen
Mutanten mit KCNQ3 im cRNA-Verhiltnis 1:1. Ahnliche Stréme wie in A-F wurden fiir je-
weils mindestens 12 Oozyten aus 2-3 verschiedenen Oozytenpriparationen erhalten. (G) Schein-
bare Offenwahrscheinlichkeit (pofen) von KCNQ2/KCNQ3 als eine Funktion der Spannung,
bestimmt durch Analyse der tail currents (s. Pfeile in A), nachdem sich die Strome bei gegebe-
ner Spannung nicht mehr verinderten (steady state). Wegen der Unterschiede in der Aktivie-
rungskinetik zwischen Wildtyp und Mutanten betrug die Dauer der Spannungsspriinge 2 s fiir
KCNQ2 und R214W und 6 fiir die R207W-Mutante. Durch Boltzmann-Fits der Daten erga-
ben sich folgende Werte fiir V59: KCNQ2/KCNQ3: —38,4 £+ 1,2 mV (Kreise); R207W/KCNQ3:
—24,4+0,5mV (Dreiecke); KCNQ2/R207W/KCNQ3: —33,1 + 1 mV (Quadrate). Die Werte sind
als Mittelwert + Standardfehler angegeben, wobei 7 > 7, aus mindestens zwei verschiedenen Oozy-
tenpriparationen. (H-I) Typische Stromkurven von KCNQ2 +R207W (H) und KCNQ2 +R214W
(I) bei Koexpression mit KCNQ3 im cRNA-Verhaltnis 1:1:2.

wurden. Die so erhaltenen Amplituden wurden auf die Maximalamplitude der Strome, die bei
0mV erreicht war, normiert. Auf diese Weise konnte die relative scheinbare Offenwahrschein-
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lichkeit der Kanile in Abhingigkeit von der Spannung bestimmt werden. Bei der R207W-
Mutante war nach 2s kein Gleichgewicht erreicht (Abb. 3.9 B), so dass die Dauer der Span-
nungsspriinge auf 6 s verlingert und dann pygenbestimmt wurde. Die Spannungsabhingigkeit
der scheinbaren Offenwahrscheinlichkeit von KCNQ2 R207W war im Vergleich zu KCNQ2-
WT um ca. 30 mV zu positiveren Potentialen verschoben. Heteromere aus KCNQ2-WT und
R207W-Mutanten hatten eine mittlere Spannungsabhingigkeit verglichen mit den Homome-
ren. Spannungswerte der halbmaximalen Aktivierung (V50) sind der Legende zu Abb. 3.9 zu
entnehmen.

Da KCNQ2 und KCNQ3 heteromere Kanile bilden kénnen (Schroeder et al., 1998; Wang
et al., 1998a; Yang et al., 1998; Cooper ¢t al., 2000), wurde der Effekt der S4-Mutationen auch
bei Koexpression mit KCNQ3 untersucht (Abb. 3.9 D-F). Wie bereits beschrieben (Schroeder
et al., 1998; Wang et al., 1998a; Yang et al., 1998; Schwake et al., 2000), fiihrte die Koinjekti-
on von KCNQ2 und KCNQ3 zu einer starken Erhéhung der Stromamplitude (Abb. 3.9 D).
Das traf auch fiir beide Spannungssensor-Mutanten zu (Abb. 3.9 E und F). Beide Mutationen
verlangsamten auch bei Koexpression mit KCNQ3 die Aktivierung der Kanile. Die halb-
maximale scheinbare Offenwahrscheinlichkeit war bei Koexpression von R207W mit KCNQ3
um ca. 15mV zu positiveren Potentialen verschoben (Abb. 3.9 G). Heteromere aus KCNQ2
und KCNQ3 koénnen in heterozygoten Patienten sowohl WT als auch mutierte KCNQ2-
Untereinheiten im selben tetrameren Kanalkomplex beinhalten. Um diese Situation zu simu-
lieren, wurde KCNQ3 mit KCNQ2-WT und R207W koinjiziert. Das cRNA-Verhiltnis betrug
dabei 2:1:1 (Abb. 3.9 H und I). Fiir diese heteromeren Kanile verschob sich die halbmaximale
scheinbare Offenwahrscheinlichkeit um ca. +5mV im Verhiltnis zu KCNQ2-WT/KCNQ3-
Heteromeren. Die Spannungswerte der halbmaximalen Aktivierung (Vsg) sind der Legende
zu Abb. 3.9 zu entnehmen. Die Aktivierung der Kanile war auch bei dieser Koinjektion
langsamer als beit KCNQ2-WT/KCNQ3-Heteromeren: Fiir einen Sprung auf +30 mV ergaben
sich folgende Zeitkonstanten 71 und 7: 7 = 319 + 20ms und » = 47 + 4ms fir
KCNQ2-WT/KCNQ3. 71 = 819 + 53ms und 75 = 178 £ 24 ms fiir R207W/KCNQ3.
71 = 702 £+ 56 ms und » = 88 + 9ms fiir KCNQ2-WT/R207W/KCNQ3 im Verhiltnis
1:1:2.

Die R207W-Mutation hatte also zwei wesentliche Effekte: Erstens verschob sie die Span-
nungsabhingigkeit der Aktivierung zu positiveren Potentialen und zweitens verlangsamte sie
die Aktivierung bei Depolarisation. Qualitativ dhnlich, aber weniger stark sind die Effekte bei
Koexpression mit KCNQ2-WT und KCNQ3. Die R214W-Mutation hatte eine dhnliche, aber
geringere Wirkung im Vergleich zur R207W-Mutation.

Das Ausmafl der Stromreduktion durch Kanile mit der R207W-Mutante hingt stark von
der Dauer der Depolarisation ab. Nach starken und langen Depolarisationen sind die Stréme
nicht kleiner, sondern sogar grofer als bet KCNQ2-WT (Abb. 3.9 C, F und I). Aber durch die
deutlich langsamere Aktivierung der R207W-Mutante ist die Situation bei kurzen Depolarisa-
tionen, die physiologischer sind als lange Depolarisationen, anders. In Abb. 3.10 A-C wurden
die Strome fiir KCNQ2-WT und die beiden S4-Mutanten zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Depolarisation betrachtet. Es wurden die Amplituden bei einer Spannung von 0 mV analy-
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Abb. 3.10: Stromamplituden von KCNQ2 und den beiden S4-Mutationen. (A-C) Stromam-
plituden bei 0 mV, normalisiert auf KCNQ2, fir KCNQ2 (links), R207W (mitte) und fiir
KCNQ2/R207W (rechts) bei Koexpression im cRNA-Verhiltnis 1:1. Gezeigt sind verschiedene
Zeitpunkte nach Beginn der Depolarisation. Der Stromverlust durch die R207W-Mutation ist bei
kurzen Depolarisationen grofler als bei langen Depolarisationen. Hier hat die R207W-Mutation
einen dominant-negativen Effekt auf den KCNQ2-Strom. Bei langen, starken Depolarisationen,
z.B. nach 2s (C), konnen die Strome der R207W-Mutation grofler als die WT-KCNQ2-Strome
sein. (D-F) dhnlich wie A-C, aber bei Koexpression mit KCNQ3 im Verhiltnis 1:1, bzw. bei
Koexpression von KCNQ2 und R207W zusammen mit KCNQ3 im Verhiltnis 1:1:2, um den he-
terozygoten Zustand der Patienten zu simulieren. Die Daten sind als Mittelwerte 4 Standardfehler
angegeben. Sterne bezeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,05) zu WT-Stromen.

siert, da diese Spannung iz vivo wihrend eines Aktionspotentials erreicht werden kann. Nach
einer 2s langen Depolarisation war bei Koexpression von KCNQ2-WT und R207W-Mutante
nur eine leichte Abnahme der Amplitude zu beobachten (Abb. 3.10 C). Betrachtete man jedoch
kiirzere Zeitpunkte (100 und 200 ms) nach der Depolarisation, wie sie bei einer kurzen Serie
von Aktionspotentialen vorkommen konnen, so war die Reduktion der Stromamplitude erheb-
lich hoher als bei allen anderen bisher untersuchten BENC-Mutationen (Schroeder et al., 1998).
Da die R207W-Mutante die Stromamplitude auch in Koexpression mit KCNQ2-WT um mehr
als 50 % reduzierte, handelt es sich um einen dominant-negativen Effekt der R207W-Mutante
auf KCNQ2. Abb. 3.10 D-F zeigt dhnliche Experimente bei Koexpression mit KCNQ3. Auch
hier ist die Stromreduktion durch die R207W-Mutante bei kurzen Depolarisationen stirker als
bei langen. R207W hat auch bei Koexpression mit KCNQ3 einen dominant-negativen Effekt
auf die Stromamplitude von KCNQ2-WT.
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Abb. 3.11: Zeitkonstanten (7) der Deaktivierung von KCNQ2 und den beiden S4-Mutationen
R207W und R214W allein (A und B) oder bei Koexpression mit KCNQ3 (C und D). Bei Expres-
sion in Xenopus Oozyten ohne KCNQ3 deaktivierte die R207W-Mutation bei Spannungen von
—100 und —80 mV am schnellsten (A). Bei Koexpression mit KCNQ3 wies die R214W-Mutation
die niedrigste Zeitkonstante der Deaktivierung auf. Die R207W-Mutation hatte zwar bei Koexpres-
sion mit KCNQ3 bei —100 mV eine niedrigere Zeitkonstante als WT-KCNQ2 (7 =99 £ 12mV
fiir KCNQ2-WT, 7 = 74 + 15mV fiir R207W), die Deaktivierung war jedoch langsamer als
bei der R214W-Mutation (r = 47 £ 5mV fiir R214W) (C). Die Koexpression der R207W-
bzw. R214W-Mutation mit WT-KCNQ2 im Verhiltnis 1:1 bzw. 1:1:2 bei Koexpression mit KCNQ3
verlangsamte die Deaktivierung beider Mutanten nicht (B und D). Die Zeitkonstanten wurden
aus monoexponentiellen Fits der tail currents ermittelt, die durch folgendes Spannungsprotokoll
erzeugt wurden: Vom Haltepotential bei —80 mV wurden die Oozyten fiir 2s auf +40mV ge-
halten und anschliefend fiir 250 ms auf Werte von —160 mV bis —80mV in +20 mV-Schritten
geklemmt. Die Werte sind als Mittelwert 4 Standardfehler des Mittelwerts angegeben, wobei 7z > 7,
aus mindestens zwel verschiedenen Oozytenpriparationen.

Zusitzlich zur Aktivierungskinetik, Spannungsabhingigkeit und Stromgrofle wurde die
Deaktivierungskinetik von KCNQ2 und den Spannungssensor-Mutanten betrachtet. Die Zeit-
konstanten wurden aus monoexponentiellen Fits der tail currents ermittelt, die durch folgendes
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Spannungsprotokoll erzeugt wurden: Vom Haltepotential bei —80 mV wurden die Qozyten fiir
2s auf +40 mV gehalten und anschlieflend fiir 250 ms auf Werte von —160 mV bis —80 mV
in +20 mV-Schritten geklemmt. Homomere Kanile aus den S4-Mutanten deaktivierten bei
hoheren Spannungen (—80 und —100 mV) schneller als Homomere aus KCNQ2-WT, wobei
die Deaktivierung bei der R207W-Mutation am schnellsten erfolgte (Abb. 3.11 A). Ahnliches
zeigte sich auch fiir die Koexpression von KCNQ2 mit beiden S4-Mutanten (Abb. 3.11 B).
Koexprimierte man jedoch beide Spannungssensor-Mutanten mit KCNQ3, wiesen Kanile mit
der R214W-Mutation bei Depolarisationen ab —140 mV die schnellste Deaktivierungskinetik
auf (Abb. 3.11 C). Heteromere aus KCNQ3 und R207W deaktivierten erst ab einer Spannung
von —100 mV schneller als KCNQ2-WT/KCNQ3-Heteromere und waren dabei langsamer als
Heteromere mit R214W (Abb. 3.11 C). Auch bei Koexpression von KCNQ3, KCNQ2-WT und
R214W im cRNA-Verhiltnis 2:1:1 war die Deaktivierungskinetik deutlich schneller als bei den
WT-Heteromeren (Abb. 3.11 D). Ahnliches galt auch fiir Koexpressionsexperimente gleicher
Art mit der R207W-Mutante (Abb. 3.11 D).

3.2.5 Oberfléchenexpression der R207W-Mutation in KCNQ2

Wie unter 3.2.4 dargestellt, fithrte die R207W-Mutation im Spannungssensor von KCNQ2
bei kurzen Depolarisationen zu verringerten Stromamplituden im Vergleich zu KCNQ2-WT
(Abb. 3.10). Einerseits konnte diese Verringerung der Stromamplitude mit der langsamen
Aktivierung der Kanile sowie der geinderten Spannungsabhingigkeit der scheinbaren Of-
fenwahrscheinlichkeit zusammenhingen. Andererseits konnte auch eine verringerte Ober-
flichenexpression der mutierten Proteine fiir die Verringerung der Stromamplitude verant-
wortlich sein. Denn die Stromamplitude von makroskopischen Stromen hingt von drei
Faktoren ab: 1. der Offenwahrscheinlichkeit der Einzelkanile, 2. der Leitfihigkeit der Ein-
zelkanile und 3. der Anzahl der Kanile in der Membran. Schwake et 2l (2000) konnten
zeigen, dass KCNQ2 mit einer BENC-Mutation, die das Protein im C-terminalen Bereich
verkiirzt, nicht an die Oberfliche der Oozytenmembran gelangt, was zur Verringerung der
Stromamplitude im heterozygoten Patienten fithrt. Bei Missense-Mutationen im Porenbereich
bzw. 6. Transmembransegment von KCNQ2 bzw. KCNQ3 war die Oberflichenexpression der
mutierten Proteine hingegen mit der der WT-Kanile vergleichbar.

Um den Einfluss der beiden Spannungssensor-Mutanten auf die Oberflichenexpression
von KCNQ2 zu kliren, wurde eine Oberflichenbiotinylierung von Xenopus Oozyten durch-
gefithrt. Dabei wurden KCNQ2-WT und die beiden S4-Mutanten mit KCNQ3 koexprimiert,
in das ein extrazellulires HA-Epitop eingefiigt wurde (KCNQ3-HA). Da KCNQ2 und KCNQ3
in vitro mit einer Stochiometrie von 1:1 Heteromere bilden (Schwake ez 4/., 2000), entspricht die
Oberflichenexpression von KCNQ3-HA der von KCNQ2. Um eventuelle Verinderungen der
elektrophysiologischen Eigenschaften von KCNQ3 wie Spannungsabhingigkeit, Ionenselekti-
vitit, Schalten und Gleichrichtung zu vermeiden, die das Einfiigen des Epitops zwischen die
Transmembransegmente S3 und S4 bzw. S5 und S6 verursachen kénnte, wurde das HA-Epitop
zwischen die Transmembransegmente S1 und S2 eingefiigt. Der extrazelluldre Bereich zwischen
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Abb. 3.12: Oberflichenexpression von KCNQ2 und den beiden S4-Mutationen R207W und
R214W bei Koexpression mit KCNQ3, in das ein HA-Epitop eingefiihrt wurde (KCNQ3-HA).
Bei Koexpression von KCNQ2-WT und den S4-Mutationen mit KCNQ3-HA war das RNA-
Verhiltnis 1:1, bei Koexpression von KCNQ2-WT mit den S4-Mutationen und KCNQ3-HA
betrug das RNA-Verhiltnis 1:1:2. Es wurden jeweils insgesamt 10 ng RNA injiziert. (A) Nach
der Biotinylierung von Oberflichenproteinen in der Membran von Xenopus Oozyten wurde ein
Western Blot durchgefithrt und mit einem Antikérper gegen das HA-Epitop inkubiert. Es
wurden ca. 1,25 Oozyten pro Spur (1-6) geladen. Der monoklonale HA-Antikérper (3F10,
Boehringer) erkannte eine Bande mit einer Grofle von ca. 98 kDa, was dem Molekulargewicht
von KCNQ3 entspricht. Als Negativkontrolle (1) dienten Oozyten, die mit KCNQ2 und
KCNQ3 ohne HA-Epitop injiziert wurden. Hier detektierte der HA-Antikérper keine Bande.
Als Positivkontrolle (7) wurde ein Totallysat aus COS7-Zellen verwendet, die mit KCNQ2 und
KCNQ3-HA transfiziert wurden. Die Oberflichenexpression bei Koexpression mit KCNQ3-
HA ist fiir KCNQ2 und die S4-Mutanten etwa gleich. (B) Um die Ladung gleicher Protein-
mengen zu kontrollieren, wurde der Western Blot gestrippt und mit einem Antikdrper gegen
Aquaporin 3 (AQP3) inkubiert, da AQP3 in der Zellmembran von Xenopus laevis Oozyten ex-
primiert wird (Schreiber et al., 2000). Der Antikérper detektierte zwei Banden, wobei erste-
re (ca. 31kDa) wahrscheinlich dem AQP3-Monomer und die zweite (ca. 120 kDa) wahrschein-
lich dem Tetramer von AQP3 entsprach (Roudier ef al, 2002). Die Bande von KCNQ3-HA
war in dem Totallysat aus COS7-Zellen (Spur7) so stark, dass sie dem Strippen des Western
Blots widerstand. Der AQP3-Antikorper detektierte hier keine Bande. 1: KCNQ2+KCNQ3;
2: KCNQ2+KCNQ3-HA; 3: KCNQ2R207W+KCNQ3-HA; 4: KCNQ2 R214W +KCNQ3-
HA; 5: KCNQ2 + KCNQ2 R207W + KCNQ3-HA; 6: KCNQ2 + KCNQ2 R214W + KCNQ3-HA; 7:
KCNQ2 +KCNQ3-HA.

S1 und S2 ist bet KCNQ3 mit neun Aminosiduren sehr kurz. Daher wurden zusitzliche Ami-
nosiuren an beiden Seiten des Epitops angehingt, um die Zuginglichkeit des Epitops fiir den
Antikorper zu gewihrleisten. Diese Aminosiuren stammten aus der extrazelluliren Domine
des humanen Chloridkanals CIC-5, da dieser Kanal mit einem HA-Epitop in diesem Abschnitt
elektrophysiologische Eigenschaften hat, die denen des Wildtyps entsprechen (Schwake et al.,
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2001). Bei Koexpression von KCNQ2-WT und KCNQ3-HA waren die wesentlichen Eigen-
schaften der Heteromere, wie Aktivierung, Rektifizierung und lonenselektivitit, unverindert.
Allerdings erreichten KCNQ2-WT/KCNQ3-HA-Heteromere nur 50-70 % der Stromamplitude
von KCNQ2-WT/KCNQ3-Heteromeren (Schwake et al., 2000).

Bei der Oberflichenbiotinylierung von Xenopus Oozyten bindet Biotin kovalent an die
Oberflichenproteine der Oozytenmembran. Die biotinylierten Proteine wurden iiber Streptavi-
din-Beads aufgereinigt, mit einer SDS-PAGE getrennt und tiber einen Western Blot mit einem
monoklonalen Antikorper gegen das eingefiigte HA-Epitop detektiert. Als Negativ-Kontrolle
wurden Oozyten mit KCNQ2-WT und KCNQ3 ohne HA-Epitop injiziert (Abb. 3.12 A, Spur 1).
Der monoklonale HA-Antikorper detektierte keine Bande. Als Positiv-Kontrolle diente ein
Totallysat aus COS7-Zellen, die mit KCNQ2 und KCNQ3-HA transfiziert worden waren
(Abb. 3.12 A, Spur7). Hier erkannte der HA-Antikérper eine Bande mit einer Gréfle von
ca. 98kDa. Das entspricht etwa dem Molekulargewicht von KCNQ3. Die Koexpression
von KCNQ3-HA mit den Spannungssensor-Mutanten von KCNQ2 (Abb. 3.12 A, Spur 3 und
4) inderte die Oberflichenexpression von KCNQ3-HA im Vergleich zur Koexpression mit
KCNQ2-WT (Abb. 3.12 A, Spur2) nicht. Heteromere aus R207W und KCNQ3-HA wiesen
in etwa die gleiche Oberflichenexpression auf wie Heteromere aus R214W und KCNQ3-HA.
Auch die Koexpression der Mutanten mit KCNQ2-WT und KCNQ3-HA im cRNA-Verhiltnis
1:1:2 hatte keinen Einfluss auf die Anzahl der KCNQ3-HA-Kanile an der Zelloberfliche
(Abb. 3.12 A, Spur 5 und 6). Um auszuschlieflen, dass unterschiedliche Proteinmengen geladen
wurden und etwaige Unterschiede in der Oberflichenexpression der Kaliumkanaluntereinhei-
ten verdeckten, wurde der Western Blot mit einem Antikorper gegen Aquaporin3 (AQP3)
inkubiert (Abb. 3.12 B). AQP3 wird in der Zellmembran von Xenopus laevis Oozyten exprimiert
(Schreiber et al., 2000) und ist daher als Kontrolle fiir gleiche Proteinmengen (Spuren 1-6)
gut geeignet. Es wurden keine wesentlichen Unterschiede in der Menge an geladenem Protein
festgestellt (Abb. 3.12 B).

3.2.6 Effekt der S4-Mutation auf die Offenwahrscheinlichkeit anderer
KCNQ-Kandale

Zusammen mit der kiirzlich beschriebenen R214W-Mutation (del Giudice et al., 2000) ist die
R207W-Mutation die einzige bekannte KCNQ2-Mutation, die sich im Spannungssensor (S4)
von KCNQ2 befindet (Abb. 3.7). Beide Mutationen substituieren positiv geladene Arginine,
die tiber grofle hydrophobe Reste direkt das elektrische Feld iiber der Membran detektieren
(Stihmer ef al., 1989). Entsprechend fiihren beide Mutationen zu einer Veinderung des span-
nungsabhingigen Schaltens von KCNQ2. Der Effekt der zentraler gelegenen R207W-Mutation
(Abb. 3.7) ist dabei stirker als die Auswirkung von R214W (Abb. 3.9). R207W fiihrt zu
einer Verschiebung der Spannungsabhingigkeit zu positiveren Potentialen und zu einer dra-
stischen Verlangsamung der Aktivierung von KCNQ2. Oberflichlich dhnelt der Effekt der
R207W-Mutation auf KCNQ2 der Modulation des KCNQI1-Stroms durch die S-Untereinheit
KCNE1. KCNE1 bewirkt eine starke Verlangsamung der Aktivierung von KCNQI1 und eine
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Abb. 3.13: Effekt der S4-Mutation auf die scheinbare Offenwahrscheinlichkeit von KCNQI,
KCNQ3, KCNQ4 und KCNQ5. Die S4-Mutation R207W in KCNQ2 wurde an homologer
Stelle in die anderen KCNQ-Kanile eingefiihrt. Daraus entstanden folgende Konstrukte: KCNQ1
R142W, KCNQ3 R236W, KCNQ4 R213W und KCNQ5 R170W. Diese Konstrukte wurden ent-
weder allein oder zusammen mit den WT-Kanilen in Xenopus-Oozyten exprimiert. Die Strome
wurden mit der Zwei-Elektroden- Voltage-clamp-Technik aufgenommen. Von einem Haltepotential
von —80 mV wurden die Oozyten fiir 2 s auf Spannungen zwischen —80 und +40 mV in +10 mV
Schritten geklemmt. Es folgte ein Sprung auf —30 mV, aus dem die scheinbare Offenwahrschein-
lichkeit (poften) als eine Funktion der Spannung bestimmt wurde. Die S4-Mutation fiihrte in
KCNQI und KCNQ4 (A und C) zu einer Verschiebung der spannungsabhingigen Aktivierung
zu positiveren Potentialen. Eine solche Verschiebung war beit KCNQ3 nicht zu beobachten. Bei
Koexpression der S4-Mutation mit KCNQ2-WT dnderte sich die scheinbare Offenwahrscheinlich-
keit im Vergleich zum Wildtyp nicht (B). In KCNQS5 fiihrte die S4-Mutation zu einem permanent
offenen Kanal (D). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben, wobei # > 5 aus
mindestens zwei verschiedenen Oozytenpriparationen. RW bezeichnet die jeweilige S4-Mutation.

Erhéhung der Stromamplitude bei langanhaltenden Depolarisationen. So bilden Heteromere
aus KCNQ1 und KCNE1 den langsam-aktivierenden einwirts-gleichrichtenden Kaliumstrom
Ixs in Herzmuskelzellen (Sanguinetti ef al., 1996; Barhanin et al., 1996) und den Marginalzel-
len der Stria vascularis (Sakagami et al., 1991). Wegen dieser Analogie lag es nahe, den Effekt
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der R207W-Mutation auf die anderen Mitglieder der KCNQ-Familie zu iberpriifen. Dazu
wurde die R207W-Mutation an homologer Stelle durch gerichtete iz vitro Mutagenese in die
cDNA von KCNQI1, KCNQ3, KCNQ4 und KCNQ?5 eingefiihrt. Daraus entstanden folgen-
de Konstrukte: KCNQ1 R142W, KCNQ3 R236W, KCNQ4 R213W und KCNQ5 R170W. Diese
Konstrukte wurden entweder allein oder zusammen mit den WT-Kanilen in Xenopus Oozyten
exprimiert. Es wurden die Aktivierungskinetik sowie die scheinbare Offenwahrscheinlichkeit
der Kanile (s. 3.2.4) bestimmt. Unerwarteterweise verhielt sich die Spannungssensor-Mutation
in den verschiedenen KCNQ-Kanilen nicht uniform. In KCNQ1 R142W und KCNQ4 R213W
war die Aktivierung des Kanals leicht verlangsamt, und die Spannungsabhingigkeit beider
Kanile war deutlich zu positiveren Potentialen verschoben (Abb. 3.13 A und C). Das war auch
bei Koexpression der mutierten Untereinheiten mit den WT-Homomeren der Fall. KCNQ3
wurde zusammen mit KCNQ2-WT exprimiert, da KCNQ3 allein in Xenopus laevis Oozyten
nur sehr kleine Strome liefert (Schroeder et al., 1998). In KCNQ3, dessen Schaltverhalten im
Vergleich zu KCNQ2 schnell ist, verinderte die R236W-Mutation die Spannungsabhingigkeit
des Kanals nicht (KCNQ2/KCNQ3-WT: V5 = 43 £ 0,4mV, KCNQ2/KCNQ3 R236W:
Vso = 41 £ 0,5 mV). Lediglich die Aktivierung war leicht durch die R236W-Mutation verlang-
samt (KCNQ2/KCNQ3-WT: 7y = 374 4+ 35ms, 70 = 67 + 4 ms; KCNQ2/KCNQ3 R236W:
71 = 455 £ 15ms, 79 = 51 = 1lms fur einen Sprung auf +30 mV). In KCNQ5 R170W,
dessen Schaltverhalten langsam im Vergleich zu KCNQ2 oder KCNQ3 ist, verhinderte die
Mutation das Schalten des Kanals nahezu vollstindig. Die Expression von KCNQ5 R170W
fithrte zu einem Kanal mit einer nahezu linearen Spannungsabhingigkeit (Abb. 3.13) und einer
zeitunabhingigen Aktivierung.

3.3 Elektrophysiologische Analyse von Mausmodellen fiir eine
progrediente Ertaubung (DFNA2)

Der Kaliumkanal KCNQ4 wird vor allem im Innenohr und im Gehirn exprimiert (Kubisch
et al., 1999). Im Gehirn ist die Expression im wesentlichen auf bestimmte Kerne im Hirnstamm
reduziert, die eine Rolle im zentralen auditorischen Verarbeitungsweg spielen (Kharkovets ¢t al.,
2000). Im Innenohr lokalisiert KCNQ4 einerseits in Vestibularzellen des Typ I und andererseits
im Cortischen Organ (Kharkovets et a4l., 2000). Dabei ist umstritten, ob KCNQ4 sowohl in
dufleren als auch in inneren Haarzellen des Cortischen Organs vorkommt (Beisel ez 4/., 2000),
oder ob die Expression von KCNQ4 weitgehend auf die dufleren Haarzellen beschrinkt ist
(Kubisch er al., 1999; Kharkovets e al., 2000). In den dueren Haarzellen konstituiert KCNQ4
mdglicherweise den sogenannten I ,-Strom, der eine starke K'-Leitfihigkeit in Nihe des
Ruhemembranpotentials aufweist (Housley und Ashmore, 1992; Marcotti und Kros, 1999).
Mutationen in KCNQ4 fiihren zu einer autosomal dominant vererbten Form progredien-
ter Ertaubung (DFNA2) (Coucke et al, 1999; Kubisch et al., 1999; Talebizadeh et al., 1999;
Van Hauwe e al.,, 1999a), die bei den Betroffenen mit einer Schwerhorigkeit bei hohen Fre-
quenzen beginnt und innerhalb von zehn Jahren nach Krankheitsbeginn zu einer absoluten
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Taubheit fithrt (Kubisch ez al., 1999). Dabei wirken sich die Mutationen vermutlich dominant-
negativ auf den Kaliumstrom aus. So fiihrte die Koexpression von KCNQ4-WT und einer
G285S-Mutation in der Pore des KCNQ4-Kanals zu einer 90 %igen Reduktion des Kalium-
stroms in Xenopus Oozyten (Kubisch et al., 1999). Der genaue Pathomechanismus der Ertau-
bung ist ungeklirt. Es wird jedoch vermutet, dass der Verlust von KCNQ4 in den dufleren
Haarzellen zu einem verringerten basalen Efflux von K*fiihrt, das durch apikale mechano-
sensitive Kanile in die Zelle gelangt. Daraus koénnte eine Uberladung mit K™ resultieren, die
schliefflich zur Degeneration der dufleren Haarzellen fiihrt (Kharkovets et al., 2000; Jentsch,
2000).

Um den Pathomechanismus der progredienten Ertaubung aufzukliren, wurden von Tatjana
Kharkovets verschiedene Mausmodelle fiir DFNA2 hergestellt. Dabei handelt es sich erstens
um eine KCNQ4-defiziente Maus (KCNQ4 /), bei der die Exone 6-8 von KCNQ4 deletiert
wurden. Die Deletion fiithrte zu einem Verlust der Porenregion, des 6. Transmembransegments
und einem Bereich des angrenzenden C-Terminus. Zweitens wurde eine transgene Maus mit
einer dominant-negativen Mutation (G285S) in der Pore des KCNQ4-Proteins hergestellt, um
ein Modell zu generieren, das direkt der menschlichen Mutation entspricht (mit zwei mutierten
Allelen: KCNQ4-DN /7 ; mit einem mutierten und einem gesunden Allel: KCNQ4-DN/ ™).

3.3.1 Erscheinungsbild und Hérvermégen

Das Erscheinungsbild der KCNQ4-defizienten und der transgenen Miuse mit einer dominant-
negativen KCNQ4-Mutation war normal. Die Tiere waren fertil, zeigten keine Verhaltens-
auffilligkeiten und wiesen weder eine verinderte Geburtenrate noch eine geinderte Sterblich-
keit im Vergleich zu den WT-Tieren auf. Insbesondere wurde kein vestibulirer Phinotyp, wie
etwa das circling bebaviour, festgestellt. Das Verhalten in einem Rotarod-Versuch, der als Maf}
fiir motorische und vestibulire Fihigkeiten diente, war normal.

In Messungen am auditorischen Hirnstamm, die Dr. Hannes Maier an anisthesierten
Miusen durchfiihrte, wurde jedoch ein signifikanter Horverlust im Frequenzbereich von 5 kHz
bei homozygoten KCNQ4-defizienten und transgenen Tieren ab einem Alter von ca. vier
Wochen festgestellt. In diesem Alter wiesen die Tiere bereits Horschwellen von ca. 55dB
(KCNQ4~/~) bzw. 65dB (KCNQ4-DN*/*) auf, wihrend die Horschwellen von KCNQ4T/+
und KCNQ41/~ bei ca. 25dB lagen (Abb. 3.14 A). In KCNQ4-DNt/~ war bei diesem Al-
ter der Horverlust noch nicht so prominent (ca. 30 dB) (Abb. 3.14 B). KCNQ4-DN+/*- und
KCNQ4~/~-Tiere waren ab einem Alter von etwa sechs Monaten sehr schwerhérig (Abb. 3.14 A
und B). In KCNQ4-DN+/~ erfolgte die progrediente Ertaubung um ca. einen Monat langsa-
mer (Abb. 3.14 B). In einem Alter von ca. zehn Monaten waren KCNQ4~/~-, KCNQ4-DN /-
und KCNQ4-DN+/*Tiere nahezu taub. Sie wiesen ca. 50-60 dB hohere Hérschwellen auf
als die WT-Tiere. Dabei waren die Horschwellen fiir KCNQ4~/~-Tiere signifikant niedriger
als fiir die KCNQ4-DNt/*. Die Ausschaltung des KCNQ4-Gens sowie die Einfithrung ei-
ner dominant-negativen KCNQ4-Mutation haben also zu Mausmodellen fiir die progrediente
autosomal dominant vererbte Ertaubung DFNA2 geftihrt.
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Abb. 3.14: Horschwellen, gemessen von Dr. Hannes Maier, in Abhingigkeit vom Alter von
KCNQ4/+-, KCNQ4t/~- und KCNQ4~/~-Tieren (A) und KCNQ4+/+-, KCNQ4-DN+/~- und
KCNQ4-DN*/* Tieren (B). Die Horschwellen wurden durch Messungen am auditorischen Hirn-
stamm bestimmt, die einen Frequenzbereich von 2-5kHz abdeckten. Die Horschwellen sind als
Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Ab einem Alter von vier Wochen wiesen KCNQ4~/~-
und KCNQ4-DN+/+Tiere einen signifikanten Horverlust auf, der sich mit zunechmendem Alter
fast bis zur Taubheit verschlimmerte. Bei KCNQ4-DN T/~ Tieren erfolgte der Horverlust langsa-
mer. Die Hérschwellen fiir 42 Wochen alte KCNQ4~/ ~-Tiere waren signifikant niedriger als fiir
KCNQ4-DN*/*Tiere. Ubernommen von Dr. Hannes Maier.

3.3.2 Expression von KCNQ4 im Cortischen Organ

Die Expression von KCNQ4 im Cortischen Organ der Mausmodelle wurde mit Hilfe eines
Antikérpers gegen KCNQ4 untersucht (Kharkovets e /., 2000). Durch Immunfluoreszenz an
Kryoschnitten der Cochlea wurde von Tatjana Kharkovets die Lokalisation von KCNQ4 in
WT-Tieren und in KCNQ4-defizienten Tieren tiberpriift (Abb. 3.15). Wie bereits beschrieben
(Kharkovets ez al., 2000), lokalisierte KCNQ4 in WT-Tieren an den basalen Enden der duferen
Haarzellen im Cortischen Organ. Immunoreaktivitit konnte in diesen Tieren weder in den
umliegenden Stiitzzellen (Deiterszellen und Hensenzellen) noch in den inneren Haarzellen
detektiert werden (Abb. 3.15 A und B). An Kryoschnitten der Cochlea von KCNQ4~/~-Tieren
wurde kein Signal des Antikorpers festgestellt (Abb. 3.15 C). Das bestitigte, dass die Deletion
der Exone 6-8 im KCNQ4-Gen zu einem Verlust des KCNQ4-Proteins gefiihrt hatte.

3.3.3 Das Ruhemembranpotential in den &uBeren Haarzellen der Cochlea

Mehrere Untersuchungen legen nahe, dass KCNQ4 den Iy , der dufleren Haarzellen vermit-
telt. Zum einen ist Ik ,, ab dem postnatalen Tag P8 in den Zellen nachweisbar (Marcotti und
Kros, 1999), was gut mit dem zeitlichen Expressionsmuster von KCNQ4 in den dufleren Haar-
zellen tibereinstimmt (Kharkovets et al., 2000). Zum anderen ist I , in sehr geringen Dosen
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Abb. 3.15: Kryoschnitte der Cochlea wurden mit KCNQ4-Antikérpern (griin) und einem An-
tikorper gegen den Kalium-Chlorid-Kotransporter KCC4 (rot) inkubiert. In (B und C) wurde
zusitzlich eine TOTO-Firbung durchgefiihrt. Der KCNQ4-Antikorper firbte in 14 Tage alten
KCNQ41/+Tieren die basolaterale Membran der duferen Haarzellen (A, Pfeile). Es wurde kein
Signal in der inneren Haarzelle des Cortischen Organs entdeckt. In 21 Tage alten KCNQ4~/~-
Maiusen fehlte die Firbung in den dufleren Haarzellen. Die TOTO-Firbung zeigte jedoch sowohl
in KCNQ4*/*- als auch in KCNQ4~/~-Miusen die Zellkerne der drei duferen Haarzellen (B und
C, Pfeile). Wie bereits beschrieben, lokalisierte KCC4 in den Deiterszellen (Boettger et al., 2002),
die die duferen Haarzellen umgeben und stiitzen. Ubernommen von Tatjana Kharkovets.

(Kp = 0,7uM) durch den spezifischen KCNQ-Kanalblocker Linopirdin blockierbar. Unter
Applikation dieses Inhibitors verschiebt sich das Ruhemembranpotential der dufleren Haar-
zellen zu stirker depolarisierten Potentialen (Marcotti und Kros, 1999). Wenn KCNQ4 den
Ik n der duferen Haarzellen vermittelt, sollte das Ruhemembranpotential der dufleren Haar-
zellen bet KCNQ4-defizienten Miusen verdndert sein. Um dies zu tberpriifen wurden Paich
clamp Messungen an den basalen Enden der dufleren Haarzellen durchgefiihrt. Dazu wurde die
duflerste apikale Windung der Maus-Cochlea pripariert. Die Messungen erfolgten am semi-
intakten Gewebe, wobei die Deiters- und Hensenzellen, die die duSeren Haarzellen umgeben
und stiitzen, mit einer Saugpipette entfernt wurden. Nach Erreichen der Ganzzellkonfigu-
ration wurde gewartet, bis das Zellinnere mit der Patch-Pipettenlosung equilibrierte, und das
Ruhemembranpotential bei konstanter Perfusion des Priparats mit 5,8 mM KT -haltiger Losung
gemessen. Abb. 3.16 zeigt die Ruhemembranpotentiale von dufleren Haarzellen der verschiede-
nen Mausmodelle. KCNQ4/* und KCNQ41/~ wiesen nahezu die gleichen Ruhepotentiale
in 58mM KTauf (Vg = —54 £ 1mV bzw.Vg = —53 £ 1 mV). Die KCNQ4-defizienten
und die transgenen Tiere mit der dominant-negativen Mutation im KCNQ4-Gen hatten jedoch
ein um ca. 10-17 mV positiveres Ruhemembranpotential. Die Unterschiede zwischen diesen
drei Genotypen (Vg = —41 4+ 1mV fiir KCNQ4/~; Vg = —43 + 2mV fiir KCNQ4-
DN*t/~ und Vg = —37 + 2mV fiir KCNQ4-DN /) waren nicht signifikant. Der Verlust
von funktionellen KCNQ4-Kanilen fiithrte also in den Mausmodellen fiir DFNA2 zu einer
Depolarisation der duleren Haarzellen. Die dominant-negative Mutation hatte dabei einen
ihnlichen Effekt wie der totale Verlust des funktionellen Kanalproteins im KCNQ4~/~. Das
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Abb. 3.16: Ruhemembranpotential von iufieren Haarzellen in 5,8 mM K'tbei verschiedenen
Mausmodellen fiir DFNA2. Mit der Patch clamp Technik wurde nach Erreichen der Ganzzell-
konfiguration gewartet, bis das Zellinnere mit der Pipettenldsung equilibriert war, um das Ru-
hemembranpotential zu messen. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben, die
Sterne bezeichnen signifikante Unterschiede (p < 0,001). Die Zahl der Zellen pro Genotyp ist den
Balken zu entnehmen. Aufere Haarzellen von KCNQ4/+ und KCNQ4"/~ wiesen signifikant
niedrigere Ruhemembranpotentiale auf als KCNQ4~/~, KCNQ4-DN+t/~ und KCNQ4-DN*/+.
Die Unterschiede zwischen den drei letztgenannten Genotypen waren nicht signifikant.

deutet darauf hin, dass KCNQ4 eine Leitfihigkeit darstellt, die einen wesentlichen Anteil am
Ruhestrom der duferen Haarzellen hat. Dabei reicht ein intaktes KCNQ4-Allel in KCNQ4/~-
Tieren offenbar aus, um eine Depolarisation des Ruhemembranpotentials zu verhindern.

3.3.4 Stréme in den @uBeren Haarzellen der Cochlea

Um zu kliren, ob die Verinderung im Ruhemembranpotential der dufleren Haarzellen mit
dem Verlust einer Kaliumleitfihigkeit einhergeht, wurden mit der Patch clamp Technik Ganz-
zellstrome am basalen Ende der Zellen gemessen. Falls KCNQ4 mit Ik ,, identisch ist, sollte
der Verlust von funktionellen KCNQ4-Kanilen zu einer Anderung der Leitfihigkeiten an der
basalen Seite der dufleren Haarzellen fiithren. Der spezifische KCNQ-Kanalblocker XE991, ein
Derivat des oben erwihnten Linopirdin, sollte auf duflere Haarzellen KCNQ4-defizienter Tiere
keinen Effekt haben, Ik ,, in den WT-Tieren jedoch blockieren.

In den dufleren Haarzellen von 11-13 Tage alten WT-Mdusen wurden durch Depolarisa-
tion langsam-aktivierende und teilweise inaktivierende spannungsabhingige Auswirtsstrome
gemessen (Abb. 3.17 A). Hyperpolarisierende Spannungsspriinge erzeugten einwartsgerichtete
Stréme, die instantan begannen und dann inaktivierten. Wie bereits beschrieben (Marcotti und
Kros, 1999), blockierte XE991 (0,5 M) diesen hyperpolarisationsaktivierten Einwirtsstrom in
den dufleren Haarzellen von WT-Miusen und verringerte die Amplitude der Auswirtsstrome
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Abb. 3.17: Effekt des KCNQ-Blockers XE991 auf KT-Strome in dufleren Haarzellen von
KCNQ4*/*-Miusen. An der basolateralen Seite der duferen Haarzellen wurden Ganzzellstrdme
mit der Patch clamp Technik aufgenommen. Die Zellen wurden von einem Haltepotential von
—60mV in 420 mV-Schritten fiir 160 ms auf Spannungen zwischen —130mV und +30mV ge-
klemmt. Es folgte ein 80 ms langer Sprung auf —45mV, um tail currents zu erzeugen. (A) und
(B) zeigen reprisentative Ganzzellstrdme einer dufleren Haarzelle vor (A) und nach der Zuga-
be des KCNQ-Kanalblockers XE991 (0,5 uMol) (B). Ahnliche Stréme wurden fiir mindestens 8
weitere duffere Haarzellen gemessen. In (C) wurde der XE991-sensitive Stromanteil durch Subtrak-
tion der Strdme vor und nach Blockerzugabe berechnet. (D-F) zeigen jeweils eine Vergroflerung
der evozierten tail currents (Pfeile) aus (A-C). Die Zugabe von XE991 fiihrte zu der Blockierung
eines Kaliumeinwirtsstroms, der bei Hyperpolariation aktivierte, und eines auswirtsgerichteten
Kaliumstroms, der bei Depolarisation aktivierte (C und F).

(Abb. 3.17 B). Der XE991-sensitive Strom, der durch Subtraktion der Stréme vor und nach
der Zugabe von XE991 berechnet wurde, ist in Abb. 3.17 C gezeigt. An den tail currents, die
durch einen Sprung auf —45 mV hervorgerufen wurden, ist der Effekt von XE991 besonders
gut zu erkennen (Abb. 3.17 D-F). Aus diesen tail currents wurde die Spannungsabhingigkeit des
XE991-sensitiven Stroms berechnet und gegen die Testspannungen aufgetragen (Abb. 3.22 D). In
dulleren Haarzellen der WT-Tiere aktivierten Stréme vor der Applikation von XE991 bei einem
Potential von —100 mV. Nach Applikation des KCNQ-Kanalblockers aktivierten die Stréme
erst bei einem Potential von —40 mV (Abb. 3.22 A). Der errechnete XE991-sensitive Strom
(Abb. 3.22 D) aktivierte bereits bei Potentialen um —120 mV und wies eine halbmaximale Ak-
tivierung V59 von —86 £ 1,6 mV auf. Die halbmaximale Aktivierung des XE991-insensitiven
Stroms war um ca. 70 mV zu positiveren Potentialen verschoben (V50 = —12+ 1mV,n = 9).
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Abb. 3.18: Effekt des KCNQ-Blockers XE991 auf Stréme in duferen Haarzellen von KCNQ4+/~-
Maiusen. An der basolateralen Seite der dufleren Haarzellen wurden Ganzzellstrome mit der Patch
clamp Technik aufgenommen. Die Zellen wurden von einem Haltepotential von —60mV in
420 mV-Schritten fiir 160 ms auf Spannungen zwischen —130mV und +30 mV geklemmt. Es
folgte ein 80 ms langer Sprung auf —45mV, um fail currents zu erzeugen. (A) und (B) zeigen
reprisentative Ganzzellstrome einer dufleren Haarzelle vor (A) und nach der Zugabe des KCNQ-
Kanalblockers XE991 (0,5 uMol) (B). Ahnliche Stréme wurden fiir mindestens 6 weitere duflere
Haarzellen gemessen. In (C) wurde der XE991-sensitive Stromanteil durch Subtraktion der Stréme
vor und nach Blockerzugabe berechnet. (D-F) zeigen jeweils eine Vergréflerung der evozierten fail
currents (Pfeile) aus (A-C). Die hyperpolarisationsaktivierte Komponente der Kaliumstréme war in
duferen Haarzellen der KCNQ4/~-Maus geringer als bei KCNQ41/*. Auch der XE991-sensitive
Auswirtsstrom war kleiner als in duferen Haarzellen von KCNQ41/.

Der XE991-sensitive Strom war demnach der Strom, der in Nihe des Ruhemembranpotenti-
als duflerer Haarzellen (—54 mV, s. Abb. 3.16) aktiv war. Wie bereits beschrieben (Marcotti
und Kros, 1999), war die Blockierung des XE991-sensitiven Stroms in WT-Zellen stets von
einer Verschiebung des Ruhemembranpotentials um ca. 10-15 mV zu positiveren Potentialen
begleitet.

In duBeren Haarzellen von KCNQ4"/~-Miusen war der Anteil des XE991-sensitiven Stroms
am Gesamtstrom erheblich geringer als in WT-Tieren (Abb. 3.18). Der XE991-sensitive Strom
wies jedoch mit einer halbmaximalen Aktivierung von V5 = —85 4+ 2mV eine dhnliche
Spannungsabhingigkeit auf wie bei WT-Tieren (Abb. 3.22 B). In den dufleren Haarzellen von
KCNQ4*/~-Miusen fiihrte die Applikation von XE991 ebenfalls zu einer Verschiebung des
Ruhemembranpotentials (—53 mV, s. Abb. 3.16) um 10-15 mV zu positiveren Potentialen.
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Abb. 3.19: Effekt des KCNQ-Blockers XE991 auf Stréme in dufleren Haarzellen von KCNQ4~/~-
Maiusen. An der basolateralen Seite der dufleren Haarzellen wurden Ganzzellstrome mit der Pasch
clamp Technik aufgenommen. Die Zellen wurden von einem Haltepotential von —60mV in
+20 mV-Schritten fir 160 ms auf Spannungen zwischen —130mV und +30mV geklemmt. Es
folgte ein 80 ms langer Sprung auf —45mV, um fail currents zu erzeugen. (A) und (B) zeigen
reprisentative Ganzzellstréme einer dufleren Haarzelle vor (A) und nach der Zugabe des KCNQ-
Kanalblockers XE991 (0,5 uMol) (B). Ahnliche Stréme wurden fiir mindestens 6 weitere dufiere
Haarzellen gemessen. In (C) wurde der XE991-sensitive Stromanteil durch Subtraktion der Stréme
vor und nach Blockerzugabe berechnet. (D-F) zeigen jeweils eine Vergroferung der evozierten tail
currents (Pfeile) aus (A-C). Die hyperpolarisationsaktivierte Komponente der Kaliumstrome fehlte
in duferen Haarzellen der KCNQ4~/~-Maus. Die Amplitude des Auswirtsstroms war kleiner als
in duferen Haarzellen von KCNQ41/*-Miusen. Es gab keinen XE991-sensitiven Stromanteil (C
und F).

In den KCNQ4-defizienten Miusen KCNQ4~/~ konnte kein XE991-sensitiver Strom ge-
messen werden. XE991 hatte weder einen Effekt auf die Amplituden der Aus- und Einwirtsstro-
me (Abb. 3.19) noch auf die Spannungsabhingigkeit der Strome (Abb. 3.22 C). Die halbmaxi-
male Aktivierung betrug vor und nach Zugabe des KCNQ-Kanalblockers etwa —19 & 1 mV. Die
oben beschriebene instantane hyperpolarisationsaktivierte Stromkomponente fehlte in diesen
Zellen (Abb. 3.19 A). Die Auswirtsstrome, die auf Depolarisation aktivierten, wiesen deutlich
kleinere Amplituden auf als in duferen Haarzellen von KCNQ4/*-Miusen (Abb. 3.22 A und
C). Zusitzlich hatte die Applikation von XE991 keinen Einfluss auf das Ruhemembranpo-
tential der dufleren Haarzellen, das vor und nach der Zugabe von XE991 bei etwa —42 mV
lag.
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Abb. 3.20: Effekt des KCNQ-Blockers XE991 auf Strome in dufleren Haarzellen von KCNQ4
DN*/+-Miusen. An der basolateralen Seite der duferen Haarzellen wurden Ganzzellstréme mit
der Patch clamp Technik aufgenommen. Die Zellen wurden von einem Haltepotential von —60 mV
in +20 mV-Schritten fiir 160 ms auf Spannungen zwischen —130 mV und +30 mV geklemmt. Es
folgte ein 80 ms langer Sprung auf —45mV, um fail currents zu erzeugen. (A) und (B) zeigen
reprisentative Ganzzellstrome einer dufleren Haarzelle vor (A) und nach der Zugabe des KCNQ-
Kanalblockers XE991 (0,5 uMol) (B). Ahnliche Stréme wurden fiir mindestens 5 weitere duflere
Haarzellen gemessen. In (C) wurde der XE991-sensitive Stromanteil durch Subtraktion der Stréme
vor und nach Blockerzugabe berechnet. (D-F) zeigen jeweils eine Vergréflerung der evozierten fail
currents (Pfeile) aus (A-C). Es gab keinen XE991-sensitiven Stromanteil (C und F).

Sehr dhnliche Ergebnisse wurden fiir die dufleren Haarzellen aus Tieren erhalten, die ho-
mozygot fiir die dominant-negative KCNQ4-Mutation waren (KCNQ4-DN1/*). Wie in den
KCNQ4-defizienten Tieren war XE991 ohne Effekt auf die Spannungsabhingigkeit und die
Amplitude der Strome (Abb. 3.22 und 3.20). XE991 hatte keinen Einfluss auf das Ruhemem-
branpotential, das vor und nach der Blockerapplikation bei jeweils ca. —37 mV lag (Abb. 3.16).
Die Amplitude der Auswirtsstréme war bereits vor Applikation von XE991 im Vergleich zum
KCNQ41/* reduziert und entsprach etwa der Amplitude von KCNQ4~/~. Eine hyperpolari-
sationsaktivierte Stromkomponente war nicht messbar (Abb. 3.20 A).

In den dufleren Haarzellen von Tieren, die heterozygot fiir die dominant-negative Mu-
tation waren und daher noch ein WT-Allel des Gens trugen (KCNQ4-DN*1/~), war ein ge-
ringer XE991-sensitiver Strom messbar. In Abb. 3.21 A ist ein hyperpolarisationsaktivierter,
instantaner Strom sichtbar, der durch XE991 blockiert werden konnte. Die Amplitude der
Auswirtsstrome war bereits vor Applikation von XE991 im Vergleich zu WT-Zellen und Zellen
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Abb. 3.21: Effekt des KCNQ-Blockers XE991 auf Strome in dufleren Haarzellen von KCNQO4-
DN*/~-Miusen. An der basolateralen Seite der duferen Haarzellen wurden Ganzzellstréme mit
der Patch clamp Technik aufgenommen. Die Zellen wurden von einem Haltepotential von —60 mV
in 420 mV-Schritten fiir 160 ms auf Spannungen zwischen —130 mV und +30 mV geklemmt. Es
folgte ein 80 ms langer Sprung auf —45mV, um fail currents zu erzeugen. (A) und (B) zeigen
reprisentative Ganzzellstrome einer dufleren Haarzelle vor (A) und nach der Zugabe des KCNQ-
Kanalblockers XE991 (0,5 uMol) (B). Ahnliche Stréme wurden fiir mindestens 6 weitere duflere
Haarzellen gemessen. In (C) wurde der XE991-sensitive Stromanteil durch Subtraktion der Stréme
vor und nach Blockerzugabe berechnet. (D-F) zeigen jeweils eine Vergréflerung der evozierten fail
currents (Pfeile) aus (A-C). Die hyperpolarisationsaktivierte Komponente der Kaliumstréme und
die Amplitude des auswirtsgerichteten Stroms waren erheblich kleiner als in dufleren Haarzellen
der KCNQ4/*-Maus. Der XE991-sensitive Stromanteil (C und F) war kaum zu erkennen.

aus KCNQ41/~ reduziert. Die Stromamplitude war jedoch grofer als bei KCNQ4~/~ und
KCNQ4-DN*/* (Abb. 3.22) und verringerte sich bei Applikation von XE991. Die Spannungs-
abhingigkeit der Strome verschob sich durch die XE991-Zugabe zu positiveren Potentialen. Das
Ruhemembranpotential blieb durch XE991 jedoch unbeeinflusst (—43 mV, Abb. 3.16). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass in KCNQ4-DN+/~-Miusen eine geringe Anzahl funktionel-
ler KCNQ4-Kanile assoziiert und einen Beitrag zu den Ganzzellstromen leistet. Dieser Beitrag
scheint jedoch nicht groff genug, um einer Depolarisation des Ruhemembranpotentials entge-
genzuwirken.

Der XE99l-sensitive Strom in dufleren Haarzellen von KCNQ4t/*- und KCNQ4t/—-
Miusen trigt alle Charakteristika von I ;, in dufleren Haarzellen. Die halbmaximale Aktivie-
rung betrigt ca. —82 mV und liegt damit in Nihe des Ruhemembranpotentials der WT-Zellen.
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Abb. 3.22: Effekt von XE991 auf die Spannungsabhingigkeit der Stréme in dufleren Haarzellen
der verschiedenen Mausmodelle fiir DFNA2. Die dufleren Haarzellen wurden fiir 160 ms von
einem Haltepotential von —60 mV auf Werte zwischen —140 und 440 mV in +10 mV Schritten
geklemmt. Es folgte ein 80 ms langer Sprung auf —45 mV. Aus den tail currents wurden absolute
Stréme zum Zeitpunkt ¢ = 0 berechnet, jeweils vor und nach Zugabe von XE991 (0,5 uM)
fiir dufere Haarzellen von KCNQ4*/+- (A), KCNQ4t/~- (B), KCNQ4~/~- (C), KCNQ4-DN*/~-
(E) und KCNQ4-DN*/+Tieren (F). Alle Werte sind als Mittelwert & Standardfehler angegeben.
Die Anzahl der Zellen pro Genotyp (#) ist den Abbildungen zu entnehmen. (D) zeigt zum
Vergleich die Spannungsabhingigkeit der XE991-sensitiven Komponente aus Ganzzellstrdmen von
KCNQ41/%, berechnet durch die Subtraktion der Spannungskurven vor und nach Zugabe von
XE991. Durch Boltzmann-Fits der absoluten Daten (n = 9) ergaben sich folgende Werte fiir die
halbmaximale Aktivierung V5o des XE991-sensitiven Stroms (D): —82 + 1,6 mV; fiir den XE991-
insensitiven Strom (A, schwarze Kreise): —14 £ 0,6 mV.

Der XE991-sensitive Strom 1st, wie Ik ,, , bei Depolarisation auswirts- und bei Hyperpolarisa-

tion einwirtsrektifizierend, wobei der Einwirtsstrom unmittelbar mit dem Spannungssprung

beginnt und dann inaktiviert. Ik ,, ist durch XE991 inhibierbar, was zu einem Anstieg des Ru-
hemembranpotentials in den dufleren Haarzellen fithrt. Da der KCNQ-Kanalblocker XE991 in
Zellen von KCNQ4-defizienten Tieren bzw. Tieren mit einer dominant-negativen Mutation in
KCNQ4 keinen Effekt hat und gleichzeitig duflere Haarzellen dieser Tiere ein depolarisiertes
Ruhemembranpotential aufweisen, kann daraus geschlossen werden, dass KCNQ4 und Ik
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Abb. 3.23: Ruhemembranpotential von inneren Haarzellen in 58mM K*. Mit der Patch
clamp Technik wurde nach Erreichen der Ganzzellkonfiguration gewartet, bis das Zellinnere
mit der Pipettenldsung equilibriert war, um das Ruhemembranpotential zu messen. Die Werte
sind als Mittelwerte 4 Standardfehler angegeben, die Sterne bezeichnen signifikante Unterschiede
(p <0,005). Die Zahl der Zellen pro Genotyp ist den Balken zu entnehmen. Innere Haarzellen
von KCNQ4/+ und KCNQ4"/~ wiesen signifikant niedrigere Ruhemembranpotentiale auf als
KCNQ4~/~, KCNQ4-DN*/~ und KCNQ4-DN*/+. Die Unterschiede zwischen den drei letztge-
nannten Genotypen waren nicht signifikant.

identisch sind.

3.3.5 Das Ruhemembranpotential in den inneren Haarzellen der Cochlea

Um die Rolle von KCNQ4 in den inneren Haarzellen der Cochlea zu kliren, wurde zunichst
das Ruhemembranpotential der inneren Haarzellen von WT- und KCNQ4-defizienten Tieren
(P12-P14) untersucht (s. 3.3.3). Abb. 3.23 zeigt die Ruhemembranpotentiale von inneren Haar-
zellen der verschiedenen Mausmodelle. Innere Haarzellen aus KCNQ4+/+- und KCNQ41/—-
Miusen wiesen mit Vg = —64,4 £ 1,1mV bzw. Vg = —65 £+ 2,3 mV nahezu die
gleichen Ruhemembranpotentiale auf. Im Vergleich dazu hatten die KCNQ4-defizienten und
die transgenen Tiere mit einer Mutation in KCNQ4 ein um ca. 6-8 mV positiveres Ruhemem-
branpotential. Die Unterschiede zwischen den KCNQ4-defizienten und den transgenen Tieren
(VR = —58,2 + 1,1mV fir KCNQ4/~; Vg = —59,6 + 1,1mV fiir KCNQ4-DN+t/~
und Vg = —57,4 &+ 1 mV fiir KCNQ4-DNt/*) waren nicht signifikant. Im Vergleich zu den
dufleren Haarzellen war das Ruhemembranpotential der inneren Haarzellen in allen Genotypen
deutlich negativer, wobei die Unterschiede zwischen den WT-Tieren und den Mausmodellen
fiir DFNA2 erheblich geringer waren als bei den dufleren Haarzellen.
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Abb. 3.24: Stréme in inneren Haarzellen der verschiedenen Mausmodelle fiir DFNA2, aufgenom-
men mit der Patch clamp Technik in der Ganzzellkonfiguration. Die inneren Haarzellen wur-
den fir 160 ms von einem Haltepotential von —60 mV auf Werte zwischen —150 und +40 mV
in +10mV Schritten geklemmt. Es folgte ein 80 ms langer Sprung auf —45mV, um tail cur-
rents zu evozieren. (A,D,G,]J) zeigen reprisentative Ganzzellstrdme von inneren Haarzellen aus
KCNQ4t/*- (A), KCNQ4~/~- (D), KCNQ4-DN*/~- (G) und KCNQ4-DN*/*Tieren (J). Durch
Depolarisation wurden Auswirtsstrome erzeugt, die langsam aktivierten. (B, E, H,K) zeigen die
Strome bei Hyperpolarisation in inneren Haarzellen der entsprechenden Genotypen. Innere Haar-
zellen aus KCNQ4~/~- und KCNQ4-DN*/ Tieren wiesen geringere Strome bei Hyperpolarisa-
tion auf (E und K) als Haarzellen aus KCNQ4t/*- und KCNQ4-DN*/~Tieren. In (C,F,LL)
sind die evozierten fail currents (Pfeile) fiir die entsprechenden Genotypen vergroflert dargestellt.
Leichte Unterschiede waren nur bei Antworten auf Hyperpolarisation zu erkennen.
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Abb. 3.25: Spannungsabhingigkeit der Stréme in inneren Haarzellen der verschiedenen Maus-
modelle fiir DENA2. Die inneren Haarzellen wurden fiir 160 ms von einem Haltepotential von
—60mV auf Werte zwischen —150 und +40mV in 4+10mV Schritten geklemmt. Es folgte ein
80 ms langer Sprung auf —45mV, um fail currents zu evozieren. (A) Spannungsabhingigkeit der
Strome, gemessen 11 ms nach Beginn der Spannungsinderung, fiir innere Haarzellen aus den
verschiedenen Mausmodellen. KCNQ4"/~ Tiere wurden nicht beriicksichtigt, da sie KCNQ4H/+
entsprachen. Innere Haarzellen aus KCNQ4-DN*/*- und KCNQ4~/~-Tieren wiesen bei Hy-
perpolarisation geringere Einwirtsstrome auf als Haarzellen aus KCNQ41/*. (B) Spannungs-
abhingigkeit der Stréme berechnet aus den il currents zum Zeitpunkt ¢ = 0. Innere Haarzellen
aus KCNQ4-DN1/+- und KCNQ4~/~-Tieren wiesen bei Hyperpolarisation geringere Stréme auf
als Haarzellen aus KCNQ4"/*. Die Amplitude der Auswirtsstrome war fiir innere Haarzellen
aus KCNQ4~/~Tieren hoher als bei KCNQ4-DN*/* Tieren. KCNQ4+/+ und KCNQ4-DN*/~
wiesen in etwa dhnliche Amplituden bei den Auswirtsstromen auf. Die Werte sind jeweils als
Mittelwerte £ Standardfehler angegeben, wobei n = 5-11.

3.3.6 Stréome in den inneren Haarzellen der Cochlea

In inneren Haarzellen der Cochlea sind bisher drei verschiedene K*-Strome (Ik,t Ik,s und
Ik1) beschrieben worden. Ik ¢ wird von einem kalzium- und spannungsabhingigen BK-Kanal
vermittelt, ist TEA-sensitiv und weist eine sehr schnelle Aktivierungskinetik auf (Kros und Cra-
wford, 1990; Kros et al., 1998). Ik s wird méglicherweise durch einen K -Kanal reprisentiert,
der eine langsamere Kinetik aufweist als I r und durch 4-Aminopyridin inhibierbar ist (Kros
et al., 1998). Ik ¢ und Ik ¢ sind jeweils auswirtsgleichrichtende Kaliumkanile, die die Span-
nungsantwort und das Ruhemembranpotential von inneren Haarzellen bestimmen (Kros ez 4.,
1998). Ik stellt hingegen eine einwirtsgleichrichtende Leitfihigkeit dar, die in inneren Haar-
zellen transient exprimiert wird (Marcotti et al., 1999).

Um zu priifen, ob KCNQ4 einen Anteil an den Strémen in den inneren Haarzellen hat,
wurde zunichst der Effekt von XE991, als spezifischem KCNQ-Blocker, auf die Strome in
inneren Haarzellen untersucht. XE991 hatte jedoch in Konzentrationen bis zu 5 uM keinen
Einfluss auf die Einwirts- oder Auswirtsstrome in inneren Haarzellen von 12-14 Tage alten
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WT-Miusen. Unter Applikation von XE991 wurde jedoch eine geringfiigige Verschiebung des
Ruhemembranpotentials um 3-5mV zu positiveren Potentialen festgestellt. Falls KCNQ4 an
Stromen in inneren Haarzellen beteiligt ist, sollten die Leitfihigkeiten von KCNQ4 /T Tieren
Unterschiede zu KCNQ4-defizienten Tieren aufweisen. Dazu wurden Ganzzellstrome von der
basalen Seite der inneren Haarzellen mit der Patch clamp Technik gemessen (Abb. 3.24). Die
Haarzellen wurden von einem Haltepotential von —60mV fiir 160 ms auf Werte zwischen
—150 mV und +40 mV in +10 mV Schritten geklemmt. Es folgte ein 80 ms langer Sprung auf
—45 mV, um tail currents zu evozieren. In allen Genotypen evozierten hyperpolarisierende Span-
nungsspriinge Einwirtsstrome, die jedoch bei KCNQ4-DN*/*- und KCNQ4~/~Tieren kleiner
waren als in WT- und KCNQ4-DNt/~-Miusen. Depolarisierende Spannungsspriinge erzeug-
ten in allen Genotypen grofe Auswirtsstrdme, deren Amplitude bei KCNQ4-DN*/* Tieren
am niedrigsten und bei KCNQ4~/~-Tieren am héchsten war (Abb. 3.24 B, D und Abb. 3.25 B).
Da sich die Stréme von inneren Haarzellen der verschiedenen Genotypen in der transienten
Antwort auf Hyperpolarisation unterschieden, wurde die Spannungsabhingigkeit 11 ms nach
Beginn der Spannungsinderung berechnet (Abb. 3.25A). Auch dabei wurde deutlich, dass
innere Haarzellen aus KCNQ4-DN*/*- und KCNQ4~/~-Tieren bei Hyperpolarisation geringe-
re Einwirtsstrdme aufwiesen als Haarzellen aus KCNQ41/. Aus den evozierten tail currents
wurden ebenfalls Stromspannungskurven berechnet (Abb. 3.25 B). Die Antworten auf Hyperpo-
larisation waren in KCNQ41/* Tieren grofer als in KCNQ4-DN/*- und KCNQ4~/~-Tieren.
Hyperpolarisationsaktivierte Stréme aus inneren Haarzellen von KCNQ4-DN*/~Tieren hatten
eine mittlere Amplitude verglichen mit den anderen Genotypen (Abb. 3.25 B). Insgesamt waren
die Unterschiede zwischen den Ganzzellstrémen von inneren Haarzellen erheblich geringer als
in Strémen von dufleren Haarzellen (3.3.4). Zudem wurde keine Verschiebung der Spannungs-
abhingigkeit zu positiveren Potentialen festgestellt. Die Unterschiede in den Stromamplituden
der verschiedenen Genotypen waren in Nihe des Ruhemembranpotentials (—60 bis —65 mV)
sehr gering (Abb. 3.25).

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Charakterisierung von KCNQ-Kanilen und ihren (-Untereinheiten lieferte folgende Er-
gebnisse:

1. KCNQI und seine -Untereinheiten im Gastrointestinaltrakt:
* KCNQI1 und KCNE3 kolokalisieren in den basolateralen Membranen der Krypt-
zellen von Kolon und Diinndarm.

* KCNQI wird im Magen in den Parietalzellen exprimiert und kolokalisiert dort
mit der H/K'-ATPase.

* KCNE2 wird im Magen in einem spezifischen Subtyp von Zellen exprimiert, die
wahrscheinlich Parietalzellen darstellen.
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* Die heterologe Koexpression von KCNQI und KCNE2 fiihrt in HEK293-Zellen

zu einem zeitunabhingigen Strom mit einer linearen Spannungsabhingigkeit.

2. Charakterisierung einer Familie mit einer Form neonataler Epilepsie (BFNC) und Myo-
kymie:

* Das neue BFNC/Myokymie-Syndrom wird durch eine Mutation in KCNQ2 ver-
ursacht: R207W.

* KCNQ2 und KCNQ3 werden im anterioren Horn im Riickenmark exprimiert.

* Die R207W-Mutation fiihrt zu einer Verschiebung der spannungsabhingigen Akti-
vierung von KCNQ2 und zu einer dramatischen Verlangsamung der Aktivierung
bei Depolarisation.

* Bei kurzen Depolarisationen hat die R207W-Mutation einen dominant-negativen
Effekt auf KCNQ2- und KCNQ2/3-Stréme.

* Die R207W-Mutation beschleunigt die Deaktivierung von KCNQ2, sowohl als
Homomer als auch bei Koexpression mit KCNQ3.

* Die Oberflichenexpression von KCNQ2 und KCNQ3 bleibt durch die R207W-
Mutation unbeeinflusst.

* In den anderen KCNQ-Kanilen hat die homologe Mutation des dritten Arginins
im Spannungssensor unterschiedliche Effekte. In KCNQI1 und KCNQ4 fiihrt
die Mutation zu einer geringfiigigen Verlangsamung der Aktivierung und einer
deutlichen Verschiebung der Spannungsabhingigkeit zu positiveren Potentialen. In
KCNQ3 verursacht die Mutation eine geringfiigige Verlangsamung der Aktivierung
und lisst die Spannungsabhingigkeit des Kanals unbeeinflusst. KCNQ5 hingegen
wird durch die Mutation in einen permanent offenen Zustand versetzt.

3. Patch clamp Messungen an dufleren und inneren Haarzellen von Mausmodellen fiir die
autosomal dominant vererbte, nichtsyndromische progrediente Taubheit DFNAZ2:

* In Messungen am auditorischen Hirnstamm, die Dr. Hannes Maier an anisthe-
sierten Miusen durchfiihrte, wurde ein signifikanter Horverlust bei homozygoten
KCNQ4-defizienten und transgenen Tieren ab einem Alter von ca. vier Wochen
festgestellt. KCNQ4-DN +/+_ und KCNQ4~/~-Tiere waren ab einem Alter von et-
wa sechs Monaten sehr schwerhorig. In KCNQ4-DN T/~ erfolgte die progrediente
Ertaubung um einen Monat langsamer. Die Ausschaltung des KCNQ4-Gens sowie
die Einftihrung einer dominant-negativen KCNQ4-Mutation haben also zu Maus-
modellen fir die progrediente autosomal dominant vererbte Ertaubung DFNA2
gefiihrt.

* Das Ruhemembranpotential der dufleren Haarzellen von homozygoten KCNQ4-
defizienten und transgenen Tieren war im Vergleich zu WT-Miusen und heterozy-
goten KCNQ4-defizienten Miusen um ca. 10-17 mV erhoht.
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* Patch clamp Messungen an iuferen Haarzellen zeigten, dass in KCNQ4~/~- sowie

in KCNQ4-DNt/~ und KCNQ4-DNt/* Tieren eine basale, XE991-sensitive Kali-
umleitfihigkeit fehlte. Diese Leitfihigkeit war bei Spannungen um —82mV in
WT-Miusen halbmaximal aktiviert und war somit in Nihe des Ruhemembranpo-
tentials duflerer Haarzellen aktiv. Die XE991-sensitive Kaliumleitfihigkeit trug alle
Charakteristika des Ijc ,-Stroms duf8erer Haarzellen.

* Das Ruhemembranpotential der inneren Haarzellen von homozygoten KCNQ4-

defizienten und transgenen Tieren war im Vergleich zu WT-Miusen und heterozy-
goten KCNQ4-defizienten Mdusen um ca. 6-8 mV erhht.

* XE991 hatte keinen deutlichen Effekt auf die basolateralen Kaliumleitfihigkeiten

von inneren Haarzellen.

* Innere Haarzellen von KCNQ4~/~- und KCNQ4-DN */ Tieren wiesen bei Hyper-

polarisation geringere Einwértsstrome auf als innere Haarzellen von WT-Miusen.



4 Diskussion

Der erste Teil der Diskussion befasst sich mit der Lokalisation von KCNQ1 und seinen [3-
Untereinheiten im gastrointestinalen System. Dabei werden Modelle vorgestellt, wie KCNQ1
und die beteiligten B-Untereinheiten zur epithelialen Chlorid- und zur Magensiuresekretion
beitragen konnten. Im zweiten Teil der Diskussion werden die Auswirkungen der Span-
nungssensor-Mutation in KCNQ2 auf den Kaliumstrom von KCNQ2 oder KCNQ2/KCNQ3-
Heteromeren betrachtet und diskutiert, warum die Mutation im Spannungssensor nicht nur zu
neonataler Epilepsie, sondern auch zu Myokymie fithrt. Der dritte Teil der Diskussion behan-
delt die Analyse von Mausmodellen fiir die vererbbare, progrediente Ertaubung DFNA2. Die
elektrophysiologischen Messungen an den dufleren und inneren Haarzellen der verschiedenen
Mausmodelle werden diskutiert und der Pathomechanismus von DFNA2 erdrtert.

4.1 KCNQI1 und seine 5-Untereinheiten im Gastrointestinaltrakt

4.1.1 KCNQ1 und KCNE3 vermitteln den basolateralen cAMP-abhéngigen
Kaliumstrom in Kryptzellen

Im Kolon ist eine basolaterale cAMP-abhingige Kaliumleitfihigkeit an der transepithelialen
Chloridsekretion beteiligt. Dieser Kanal recycelt Kaliumionen, die iiber einen basolateralen
NaK2Cl-Kotransporter in die Zelle transportiert wurden (Abb.4.1). Auf diese Weise stimu-
liert der Kanal die basolaterale Aufnahme von Cl7und hyperpolarisiert die Zelle. Dadurch
erhoht sich die elektrochemische Triebkraft fiir die apikale Chloridsekretion durch den CFTR-
Chloridkanal (Abb.4.1). Die Pharmakologie des basolateralen Kaliumkanals, insbesondere
seine Sensitivitit flir Chromanol 293B, deutete auf eine Beteiligung von KCNQI1 an dieser
Leitfahigkeit hin (Devor et al., 1997; Diener et al., 1996; Greger et al., 1997; MacVinish ef al.,
1998; Mall er al, 1998; Rufo et al, 1997, Warth et al., 1996). Allerdings legte die Span-
nungsabhingigkeit sowohl der homomeren KCNQ1-Kanile als auch der KCNQ1/KCNEI-
Heteromere nahe, dass diese Kanile bei negativen Spannungen tiber der Membran geschlossen
sind. Auflerdem hatten elektrophysiologische Messungen gezeigt, dass die basolaterale Kali-
umleitfihigkeit im Kolon eine lineare Spannungsabhingigkeit aufweist (Diener et al., 1996;
Rufo et al., 1997), was weder fiir KCNQI-Homomere noch fiir Heteromere aus KCNQ1 und
KCNE1 zutrifft. FEine Losung dieses Problems ergab sich, als gezeigt werden konnte, dass
Heteromere aus KCNQ1 und KCNES3 einen zeitunabhingigen Strom mit einer linearen Span-
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Abb. 4.1: Transportmodell fiir die transepitheliale Chloridsekretion in Kryptzellen des Darms.
Cl~wird mit Na*tund KTiiber einen NKCC-Kotransporter an der basolateralen Membran in die
Zelle transportiert. NaTverlisst die Zelle iiber eine Na*/K*-ATPase. K*wird iiber einen basola-
teralen Kaliumkanal recycelt, der vermutlich aus KCNQ1/KCNE3-Heteromeren besteht. Dieser
permanent offene, zeitunabhingige Kaliumkanal kann durch cAMP aktiviert werden, das auch
auf die apikale Chloridleitfihigkeit wirkt. Da der NKCC-Kotransporter Cl~gegen den elektro-
chemischen Gradienten transportiert und der basolaterale Kaliumkanal die basolaterale Membran
hyperpolarisiert, existiert eine grofle Triebkraft fiir die apikale Chloridsekretion durch CFTR.
Das durch die Chloridsekretion entstehende transepitheliale Potential sorgt flir eine parallele
parazellulire Sekretion von Nat. Die erhthte luminale NaCl Konzentration verursacht einen
parazelluliren Nachstrom von Wasser.

nungsabhingigkeit vermitteln, der durch cAMP aktivierbar sowie durch Chromanol 293B und
Clotrimazol inhibierbar ist (Schroeder e al., 2000b). KCNQI1 und KCNE3 wurden durch iz
situ Hybridisierung in den Kryptzellen des Kolons und des Diinndarms detektiert (Schroeder
et al., 2000b). Das stimmte gut mit der Beobachtung tiberein, dass in den Kryptzellen der
grofite Teil der Flissigkeits- und Elektrolytsekretion im Diinndarm stattfindet (Welsh e al.,
1982). Wihrend KCNQI1/KCNE1-Heteromere in der apikalen Membran der Stria vascularis
lokalisieren (Vetter ¢t al., 1996), erfordert das Transportmodell fiir den Diinndarm eine basola-
terale Lokalisation von KCNQI1 und KCNE3 (Abb. 4.1). Durch die in der vorliegenden Arbeit
vorgestellten Immunfluoreszenz-Daten konnte erstmals die basolaterale Kolokalisation der bei-
den Untereinheiten bestitigt werden (Abb. 3.3). Abbott ef a/l. (2001) duflerten Zweifel iiber die
Expression von KCNE3 im Darm, da einige Northern Blots kein KCNE3-Signal im Kolon
ergaben. Das Fehlen von KCNE3 in kommerziell erhiltlichen Northern Blots ist vermutlich
auf die Priparation des Materials zuriickzufithren. Wenn die RNA aus Darmgewebe gewonnen
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wurde, bei dem die Mukosa fehlt, ist auch die RNA der KCNE3-exprimierenden Kryptzellen
nicht mehr vorhanden.

4.1.2 KCNQI1 und KCNE2 lokalisieren in einem Subtyp von
Magendriisenzellen

Kiirzlich wurde durch RT-PCR und iz sit# Hybridisierung gezeigt, dass KCNQI1 im Magen
exprimiert wird (Demolombe et al., 2001; Lee et al, 2000a). Die hier vorgelegten Immun-
fluoreszenzdaten zeigten eine deutliche KCNQI1-Expression in den Magensiure-sezernierenden
Parietalzellen. Allerdings firbte der KCNQI1-Antikorper nicht die gastrischen, Pepsinogen-
produzierenden Hauptzellen, in denen Lee et al. (2000a) KCNQI1 durch RT-PCR nachwie-
sen. Die Immunfluoreszenzsignale fiir KCNQI und die 3-Untereinheit der H™/KT-ATPase
iiberlappten nahezu vollstindig in einem Bereich, der den grofiten Teil des Querschnitts einer
Parietalzelle abdeckte. Das lisst vermuten, dass KCNQI, im Gegensatz zu den intestinalen
Kryptzellen, nicht in der basolateralen Membran von Parietalzellen exprimiert wird, sondern
parallel zur Ht /KT-ATPase im ausgedehnten System der tubulovesikuliren und kanalikuliren
Membranen arbeitet. Bei den hier gezeigten Immunfluoreszenzbildern von Parietalzellen han-
delte es sich vermutlich um Parietalzellen im Ruhezustand, da der Magen vor der Priparation
nicht stimuliert wurde. Die Parietalzellen des Magens verindern mit der Stimulation ihre
Morphologie, indem sie die tubulovesikuldren Strukturen im Zytoplasma umbauen und die
Mikrovilli in den Kanalikuli sowie die exrazelluliren Miindungen der Kanalikuli vergrofern
(Schmidt und Thews, 1987). KCNQI1 kénnte in den Parietalzellen, analog zu seiner Funk-
tion in intestinalen Kryptzellen, das Recycling von Kaliumionen vermitteln, die durch die
H*/K'-ATPase in die Parietalzelle transportiert werden (Helander und Keeling, 1993; Hagen
et al., 2000). Die Analogie zur Funktion von KCNQI1/KCNE3-Heteromeren in intestinalen
Kryptzellen warf die Frage auf, ob KCNQI1 auch im Magen mit einer S-Untereinheit assozi-
iert. Daher wurde mit Hilfe eines Northern Blots die Expression von KCNE-Untereinheiten
im Magen untersucht. Durch 7z situ Hybridisierung detektierten Demolombe ez al. (2001)
KCNQI und KCNEI im Magen, wobei beide Proteine nicht kolokalisierten. Zusitzlich wurde
keine [3-Galaktosidase-Firbung in Magenschnitten von Miusen detektiert, die /acZ unter der
Kontrolle eines nativen KCNEI-Promotors exprimierten (Demolombe e al., 2001). Graham-
mer et al. (2001) detektierten eine starke Expression von KCNE2 und KCNE3 im Magen.
Der hier vorgelegte Northern Blot zeigte hingegen keine signifikante Expression von KCNE1
oder KCNE3 im Mausmagen (Abb. 3.1). Stattdessen wurde eine starke Expression von KCNE2
detektiert. Da kein Antikorper gegen KCNE2 zur Verfiigung stand, konnte leider keine Koloka-
lisation von KCNE2 mit der H™/KT-ATPase durchgefiihrt werden. Die Firbung fiir KCNE2
in in situ Hybridisierungen von Magenschnitten legte jedoch nahe, dass es sich bei dem Subtyp
von Zellen, die positiv fiir KCNE2 waren, um Parietalzellen handelte.

In Ubereinstimmung mit den hier vorgelegten Ergebnissen detektierten Demolombe et
al. (2001) keine KCNE1-Expression in RNA-Priparationen vom Mausdarm. Allerdings ste-
hen diese Ergebnisse im Kontrast zu Berichten von Takumi er a/. (1988), die eine KCNEI-
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Expression im Diinndarm von Ratten feststellten. Diese Unterschiede im Expressionsmuster
sind moglicherweise auf eine Variabilitit der KCNE1-Expression zwischen verschiedenen Arten
zuriickzufiihren.

4.1.3 KCNE2 moduliert den Strom von KCNQ1

Abbott et al. (1999) berichteten, dass KCNE2 zwar das Schalten des HERG-Kanals beeinflusst,
aber keinen Einfluss auf die Mitglieder der KCNQ-Familie hat. In der vorliegenden Arbeit
fithrte die Koexpression von KCNQI und KCNE2 in HEK-Zellen dagegen zu einer drasti-
schen Verinderung des Schaltens von KCNQ]1. Der Strom von KCNQ1/KCNE2-Heteromeren
war nahezu zeitunabhingig und nur schwach auswirtsrektifizierend (Abb. 3.5). Wihrend die
vorgelegten Ergebnisse ermittelt wurden, demonstrierten Tinel et al. (2000a) dhnliche Ergebnis-
se fir die Modulation von KCNQ1 durch KCNE2. Auflerdem zeigten sie leichte Effekte von
KCNE2 auf Heteromere aus KCNQ2 und KCNQ3 (Tinel ¢t al., 2000). Die nahezu lineare Span-
nungsabhingigkeit von Strémen aus KCNQ1/KCNE2-Heteromeren dhnelt der von Stromen
aus KCNQI1/KCNE3-Heteromeren. Allerdings vermitteln KCNQ1/KCNE3-Heteromere, zu-
mindest in Xenopus laevis Oozyten, erheblich gréfere Strome als Heteromere aus KCNQ1 und
KCNE2 (Schroeder ez al., 2000b).

4.1.4 KCNQ1/KCNE2-Heteromere sind méglicherweise an der
Magenséure-Sekretion beteiligt

KCNQI1/KCNE2-Heteromere sind vermutlich aufgrund ihrer linearen Spannungsabhingigkeit
beim Ruhepotential von Parietalzellen gedffnet. Sie konnten in der apikalen Parietalzellmem-
bran als Recyclingweg fiir die Kaliumionen dienen, die durch die apikale H™ /KT-ATPase aktiv
in die Zelle gelangen (Abb.4.2). Diese Hypothese wird durch ein kiirzlich verdffentlichtes
Knockout-Modell fiir KCNQJ unterstiitzt (Lee et al., 2000a). Zusitzlich zur erwarteten Innen-
ohrtaubheit zeigten KCNQI~/~-Miuse eine dramatische Hyperplasie der gastrischen Mukosa
sowie vakuolisierte Parietalzellen. Auflerdem wiesen die Miuse eine Achlorhydrie auf, d. h. sie
verloren die Fihigkeit, ithren Magen anzusiduern. Ganz dhnliche Defekte wurden bei Miusen
beobachtet, in denen die a- bzw. 3-Untereinheit der gastrischen H*/K*-ATPase deletiert wur-
den (Spicer et al., 2000; Scarff et al., 1999). Wihrend es keine offensichtliche Erklirung fir die
morphologischen Verinderungen in den KCNQI~/~-Miusen gibt, unterstiitzt die Achlorhy-
drie die Hypothese, dass KCNQI1 (moglicherweise als KCNQ1/KCNE2-Heteromer) fiir die Se-
kretion von Magensiure notwendig ist, indem der Kanal einen Recyclingweg fiir Kaliumionen
in der apikalen Membran bereitstellt. Dies wird inzwischen auflerdem von Untersuchungen
von Grahammer ¢t al. (2001) unterstiitzt, die zeigten, dass die Inhibition von KCNQI im
Magen durch Chromanol 293B zu einer vollstindigen Inhibition der Magensiure-Sekretion
fithrt. Zusitzlich beschrieben Grahammer et al. (2001), dass Heteromere aus KCNQI und
KCNE2 einen pH-abhingigen Strom vermitteln, wihrend der Strom von KCNQ1/KCNE3-
Heteromeren pH-unabhingig ist (Grahammer et al., 2001). Neben der H*/K'-ATPase stel-
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apikal
(Lumen)
basolateral

Abb. 4.2: Transportmodell fiir die Magensiure-Sekretion in den Parietalzellen des Magens. COq
diffundiert iiber die Membran in die Zelle und wird durch das Enzym Karboanhydrase mit
Wasser in Protonen und HCOj3 umgewandelt. HCOg3 verldsst die Zelle tiber einen basolateralen
Cl~/HCOg -Austauscher, der gleichzeitig Cl™in die Zelle transportiert, das auf der apikalen Seite
der Membran ins Lumen entlassen wird. Die molekulare Identitit des gastrischen Chloridkanals
ist nicht bekannt. An der apikalen Membran pumpt die gastrische HT/K-ATPase die Protonen
im Austausch gegen KT aus der Zelle. KT verlisst die Parietalzelle iiber eine Kaliumleitfihigkeit,
die moglicherweise von KCNQ1 oder KCNQ1/KCNE2-Heteromeren vermittelt wird. Auf diese
Weise akkumulieren Parietalzellen bis zu 150 mM HCI im Magenlumen. Nicht eingezeichnet sind
eine Na™/KT-ATPase und ein Na™/HT-Austauscher auf der basolateralen Seite der Membran
(Schultheis ez al., 1998).

len KCNQ1 und méglicherweise KCNE2 niitzliche pharmakologische Ziele dar, um die Ma-
gensdure-Sekretion zu steuern und therapeutisch zu beeinflussen.

4.1.5 Ausblick

Um die Funktion von KCNE2 im Magen und mdoglicherweise auch in anderen Geweben
genauer zu untersuchen, kénnte man eine KCNE2-defiziente Mauslinie generieren. Mit ihr
konnte die Hypothese, dass KCNQ1/KCNE2-Heteromere an der Magensdure-Sekretion betei-
ligt sind, tberpriift werden. Ein KCNE2-defizientes Mausmodell wiirde zusitzlich Einblicke
in die Pathophysiologie des LQT-Syndroms ermdglichen, da Mutationen in KCNE2 diese Re-
polarisationsstorung des Herzens verursachen und vor allem bei Medikamenten-induzierter
Herzarrhythmie eine Rolle spielen.

KCNQLI assoziiert in verschiedenen Geweben mit unterschiedlichen KCNE-G-Untereinhei-
ten und lokalisiert in einigen Geweben apikal, in anderen basolateral. Dabei ist unklar, was die
polare Lokalisation determiniert und wie die Interaktion zwischen KCNQI und den verschie-
denen [(-Untereinheiten reguliert wird, denn in einigen Geweben kann KCNQI1 mit mehreren
KCNE-Untereinheiten (z. B. im Herzen mit KCNE1, KCNE3 und KCNES5) heteromere Kanile
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bilden. Mit Expressionsstudien an polarisierten Zellen konnte untersucht werden, wie die
Lokalisation von KCNQ1/KCNE-Heteromeren gesteuert wird. Durch Koexpressionsstudien
in heterologen Expressionssystemen konnte man auflerdem evaluieren, ob die verschiedenen
KCNE-Untereinheiten um eine Bindungsstelle an KCNQ1 kompetitieren.

Melman er al. (2002) grenzten durch iz vitro Mutagenese den Proteinbereich, der fiir das
unterschiedliche Schalten von KCNQI1/KCNE1- und KCNQI1/KCNE3-Heteromeren verant-
wortlich ist, auf eine Aminosidure im Transmembransegment der KCNE-Untereinheit ein. Mit
welchen Dominen im KCNQI1-Protein die KCNE-Untereinheiten interagieren und wie der
heteromere Kanalkomplex gebildet wird, ist jedoch unklar und bedarf weiterer Mutagenesestu-
dien.

4.2 Analyse einer Mutation im Spannungssensor von KCNQ2

Epilepsie ist eine heterogene Gruppe von Erkrankungen mit wiederkehrenden Episoden ab-
erranter neuronaler Uberregbarkeit, die ca. 0,5% der Bevolkerung betrifft (Noebels, 1996).
Wihrend epileptischer Anfille kommt es zeitgleich zu kurzen, hochfrequenten Serien von Akti-
onspotentialen in allen Neuronen eines Gehirnareals. Epileptische Erkrankungen, die auf dem
Defekt eines einzelnen Gens beruhen, machen nur einen Bruchteil der idiopathischen Epilep-
sien beim Menschen aus. Trotzdem sind die Identifizierung von genetischen Verinderungen
und das Studium deren funktioneller Konsequenzen bei vererbbaren Epilepsien wichtig fiir
die Kliarung der Pathophysiologie von epileptischen Erkrankungen und die Entwicklung neu-
er therapeutischer Ansitze (Steinlein, 1998). Unter den monogenen Epilepsien reprisentiert
BFNC eines der am besten untersuchten Krankheitsmodelle fiir generalisierte, idiopathische
Epilepsien (Hirsch e al., 1999). Daher ist die Untersuchung der molekularen Mechanismen,
mit denen die genetischen Verinderungen betroffener Patienten zu BENC fiihren, auch fir die
Behandlung von generalisierten, idiopathischen Epilepsien in der erwachsenen Bevolkerung
von fundamentaler Bedeutung (Castaldo ez 4l., 2002).

4.2.1 Myokymie und BFNC werden durch eine Mutation im Spannungssensor
von KCNQ2 verursacht

Die Kosegregation der neonatalen Epilepsie und der Myokymie in der untersuchten Fami-
lie lieR eine gemeinsame Atiologie fiir beide Symptome vermuten. Neonatale Krimpfe sind
eine heterogene Gruppe von Erkrankungen mit unterschiedlicher Atiologie und unterschied-
lichem Verlauf. Unter diesen Erkrankungen wird BENC durch ein familidres Vorkommen,
eine normale psychomotorische Entwicklung der Betroffenen und durch eine geringe Rate
von nachfolgenden Epilepsien im Erwachsenenalter (12-15 %) charakterisiert. Die Inzidenz
der Erkrankung betrigt ca. 1 bei 100000 Neugeborenen (Rogawski, 2000). Multifokale oder
generalisierte tonisch-klonische Krampfanfille starten typischerweise am dritten Tag nach der
Geburt und verschwinden spontan nach wenigen Wochen oder Monaten (Ronen ez al., 1993;
Wakati ez al., 1994). Der Hauptlokus fiir BENC befindet sich auf Chromosom 20q13.3 (Leppert
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et al., 1989). Mutationen im Kaliumkanalgen KCNQ2 wurden als Ursache fiir BENC identifi-
ziert (Biervert et al., 1998; Singh et al., 1998). KCNQ2 war daher ein sehr gutes Kandidatengen
fiir das BFNC/Myokymie-Syndrom. Es wurde ein Aminosiureaustausch im 4. Transmembran-
segment, dem putativen Spannungssensor, des KCNQ2-Proteins gefunden. KCNQ2-Proteine
zeigen die typische Struktur spannungsabhingiger Kaliumkanile mit sechs Transmembranseg-
menten (S1-6) und einem Poren-Loop zwischen S5 und S6 (Abb. 3.7). Der lange intrazellulire
C-Terminus des Proteins enthilt eine Region (A-Domine), die unter den KCNQ-Proteinen
stark konserviert ist (Schwake et al., 2000). Die meisten BFNC-Mutationen befinden sich ent-
weder in der Pore, in S6 oder der A-Domine (Biervert et al., 1998; Singh et al., 1998; Biervert
und Steinlein, 1999; Lee et al., 2000b). Bis zu dieser Arbeit wurden Mutationen in KCNQ2
nur in Familien mit klassischem BFNC gefunden, bei denen die Epilepsie nicht mit anderen
neurologischen Erkrankungen oder Beschwerden einherging. Der hier beschriebene Arginin
zu Tryptophan Austausch an Position 207 (R207W) verursacht jedoch eine Erkrankung, die
nicht auf das Gehirn beschrinkt ist und nicht nur episodische, sondern auch kontinuierliche
Symptome aufweist. Im BFNC/Myokymie-Syndrom werden anfinglich neonatale Krimpfe
beobachtet, spiter leiden die Patienten und Patientinnen an unwillkiirlicher, wiederholter ge-
neralisierter Muskelaktivitit.

KCNQ? ist nicht das einzige Kaliumkanalgen, in dem eine Mutation zu Myokymie fithren
kann. Punktmutationen im Gen fiir den spannungsabhingigen Kaliumkanal Kv1.1 (KCNAI)
fihren zur episodischen Ataxie des Typs 1, einer autosomal dominant vererbten neurologi-
schen Erkrankung, die durch episodische Attacken zerebellarer Ataxie, anhaltende Myokymie
und selten Epilepsie gekennzeichnet ist (Browne et 4/, 1994). Einige Mutationen fithren zu
Epilepsie und Myokymie ohne Episoden von Ataxie, andere Mutationen verursachen nur Myo-
kymie. Dies zeigt Unterschiede in der Sensitivitit des zentralen und peripheren Nervensystems
gegeniiber erhohter neuronaler Erregbarkeit, die durch Mutationen in KCNA1 verursacht wird
(Eunson ef al., 2000).

Das gemeinsame Vorkommen von neonatalen Krimpfen und Myokymie in einem Patien-
ten wurde bereits in einer anderen Familie berichtet (Auger ef al., 1984). Anders als bei der hier
untersuchten Familie, wiesen die drei Patienten von Auger ef al. (1984) nicht nur wellenférmige
Muskelaktivititen der oberen und unteren Extremititen, sondern auch der Gesichtsmuskeln
auf. Aulerdem wurde wihrend Phasen langanhaltender Krimpfe ein verstirktes Schwitzen der
Betroffenen beobachtet. Dies ist ein typisches Symptom fiir erworbene Neuromyotonie. Trotz-
dem gibt das Vorkommen von BENC und Myokymie in drei Familienmitgliedern eher einen
Hinweis auf einen genetischen Hintergrund der Erkrankung als auf eine erworbene Autoim-
munerkrankung. Bedauerlicherweise stand die Familie nicht fiir eine genetische Analyse zur
Verfligung.

81



4  Diskussion

4.2.2 Die Myokymie entsteht vermutlich durch die Ubererregbarkeit der
unteren Motoneurone

Generalisierte Myokymie ist ein Charakteristikum des Isaacs-Syndroms (Isaacs, 1961), der epi-
sodischen Ataxie des Typ 1 (Brunt und van Weerden, 1990) und des Morvan-Syndroms (Lee
et al., 1998). Myokymie kann sowohl von Stdrungen im peripheren als auch im zentralen Ner-
vensystem verursacht werden. Einer der hiufigsten pathophysiologischen Mechanismen der
Ubererregbarkeit peripherer Nerven in Myokymie ist die Suppression von auswirtsgerichteten
Kaliumstromen. So wurden in Patienten mit dem Isaacs-Syndrom, einer Autoimmunerkran-
kung mit Neuromyotonie, Muskelkrimpfen und exzessivem Schwitzen, Antikérper gegen span-
nungsabhingige Kaliumkanile gefunden (Newsom-Davis und Mills, 1993; Shillito ez al., 1995).
Seren dieser Patienten supprimierten auswirtsgerichtete spannungsabhingige Kaliumstréme in
PC-12-Zellen und induzierten wiederholtes Feuern von Aktionspotentialen in posterioren Gan-
glionzellen (Shillito e al., 1995). Auch bei der hier vorgestellten Familie liegt die Ursache der
muskuliren Ubererregbarkeit nicht in der Muskelmembran, sondern wird vermutlich durch
eine verinderte Erregbarkeit der unteren Motoneurone verursacht. Dies zeigt sich vor allem da-
durch, dass die Symptome von Myokymie in Patient III-2 durch Suxamethoniumchlorid und
d-Tubocurarin unterdriickt werden konnten. Diese beiden Substanzen inhibieren die synapti-
sche Ubertragung an der Motorendplatte. Obwohl verschiedene Arbeiten zeigten, dass KCNQ2
sehr breit im Gehirn exprimiert wird (Biervert et al., 1998; Schroeder et al., 1998; Yang et al.,
1998), war nicht bekannt, ob KCNQ2 auch in den unteren Motoneuronen des Riickenmarks
vorkommt. Die hier gezeigte in situ Hybridisierung lisst vermuten, dass KCNQ2 in diesen
Motoneuronen exprimiert wird. Allerdings waren im anterioren Horn, wo die Motoneurone
lokalisiert sind, nicht alle Zellen positiv fiir KCNQ2. Daher kann nicht ganz ausgeschlossen
werden, dass es sich bei den KCNQ2-Signalen um andere Zelltypen handelt.

Verschiedene KCNQ-Kanaluntereinheiten kénnen funktionell zu heteromeren Kanilen as-
soziieren (Jentsch, 2000). KCNQ2 kann mit KCNQ3 assoziieren, jedoch vermutlich nicht mit
KCNQI1 (Schroeder ez al., 1998), KCNQ4 (Kubisch et al., 1999) oder KCNQS5 (Schroeder et al.,
2000a), um funktionelle Kanile mit neuen Eigenschaften zu bilden (Schroeder et al., 1998;
Wang et al., 1998a; Yang et al., 1998; Schwake e al., 2000). Die Assoziation von KCNQ2 und
KCNQ3 wurde nicht nur iz vitro nachgewiesen, sondern auch durch Koimmunprizipitationen
von Cooper et al. (2000) iz vivo bestitigt. Die Eigenschaften dieser Kanile dhneln den phy-
siologisch wichtigen M-Strémen (Wang et al., 1998a), die auch durch andere Kombinationen
von KCNQ-Untereinheiten, z. B. KCNQ3/KCNQS5-Heteromere (Schroeder ez al., 2000a; Lerche
et al., 2000), generiert werden konnen. KCNQ2 und KCNQ3 werden im Gehirn nicht im-
mer im gleichen Verhiltnis exprimiert (Schroeder et al., 1998; Tinel et al., 1998; Cooper et al.,
2000). Das konnte darauf hinweisen, dass, neben homomeren KCNQ2- und KCNQ3-Kanilen,
verschiedene Stochiometrien von KCNQ2/KCNQ3-Heteromeren vorkommen koénnen. Die
vorliegende Arbeit lisst vermuten, dass wenigstens einige Motoneurone KCNQ2/KCNQ3-
Heteromere exprimieren. Motoneurone weisen verschiedene Kaliumleitfahigkeiten auf: transi-
ente A-Typ Kaliumkanile, nicht inaktivierende, verzogert gleichrichtende Kaliumkanile sowie
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Kalzium-abhingige Kaliumkanile (Gao und Ziskind-Conhaim, 1998; Wolff er al., 1998; Mills
und Pitman, 1999; Martin-Caraballo und Greer, 2000). Erst kiirzlich zeigten Alaburda et al.
(2002), dass ein auswirtsgerichteter Kaliumstrom, dhnlich dem M-Strom, die Erregbarkeit von
Riickenmarksmotoneuronen in der adulten Schildkréte reguliert (Alaburda er al., 2002). So
kénnten KCNQ2 oder KCNQ2/KCNQ3-Heteromere zumindest teilweise fiir die verzdgert
gleichrichtenden Kaliumstrome in Motoneuronen verantwortlich sein. Jede Verinderung
in der Spannungsabhingigkeit und der Aktivierungskinetik dieser Stréme konnte zu einer
erhohten Erregbarkeit der Motoneuronen fithren und dadurch unregelmiffige Entladungen
der Motorendplattenpotentiale verursachen.

4.2.3 Die R207W-Mutation in KCNQ2 hat einen dominant-negativen Effekt
auf KCNQ2-Stréme

Der stark regulierte M-Strom, der durch KCNQ2/KCNQ3-Kanile vermittelt wird, ist fiir die
Regulation neuronaler Erregbarkeit und die Adaptation der Aktionspotentialfrequenz in Neu-
ronen von entscheidender Bedeutung (Marrion, 1997). Eine Inhibition des M-Stroms durch
Neurotransmitter oder Pharmaka fiihrt zu neuronaler Ubererregbarkeit. Dazu passt, dass Mu-
tationen in KCNQ2 oder KCNQ3 BENC verursachen. Obwohl BFNC eine autosomal domi-
nant vererbte Erkrankung ist, wurden bisher keine dominant-negativen Effekte der KCNQ2-
oder KCNQ3-Mutationen beschrieben (Schroeder et al., 1998). Im Gegenteil, der Stromver-
lust bei KCNQ2/KCNQ3-Heteromeren durch die BFNC-verursachenden Mutationen wurde
auf lediglich 25 9% geschitzt (Schroeder ez al., 1998). Dieser schmale Spielraum ist vermutlich
eine Konsequenz aus der regulatorischen Rolle des M-Stroms: Um die neuronale Erregbarkeit
sensitiv zu regulieren, muss eine moderate Verringerung des Stroms ausreichen, die neuro-
nale Erregbarkeit unter physiologischen Bedingungen zu erhohen (Jentsch, 2000). Es wurde
spekuliert, dass dominant-negative Mutationen in KCNQ2 oder KCNQ3 zu einem schwereren
Krankheitsbild fiihren (Jentsch, 2000), was durch die perinatale Lethalitit der KCNQ2~/~-
Maus unterstiitzt wird (Watanabe ez al., 2000). Allerdings sterben die KCNQ2~/~-Miuse nicht
an einem Status epilepticus, sondern an einem Defekt der Atmung. In Ubereinstimmung mit
dem BFNC-Phinotyp von heterozygoten Patienten ist die Schwelle fiir pharmaka-induzierte
Epilepsieanfille in KCNQ2/~-Miusen herabgesetzt (Watanabe ez al., 2000).

Warum verursacht die hier beschriebene Mutation R207W Myokymie und BENC, wihrend
alle bisher bekannten Mutationen, auch die bisher einzige andere Mutation im Spannungssen-
sor R214W (del Giudice er al., 2000), keine Symptome in Muskeln hervorrufen? Die Ant-
wort konnte in der sehr starken Verlangsamung der spannungsabhingigen Aktivierung der
Kanile durch die R207W-Mutation liegen. Diese Mutation verursacht eine Verschiebung der
Spannungsabhingigkeit des KCNQ2-Kanals zu positiveren Potentialen, eine Beschleunigung
der Deaktivierung und eine dramatische Verlangsamung der Aktivierung, ohne die Ober-
flichenexpression, die steady state Amplitude oder die Ionenselektivitit zu beeinflussen. Zu-
sammen mit der kiirzlich beschriebenen R214W-Mutation ist die R207W-Mutation die ein-
zige KCNQ2-Mutation, die im Spannungssensor S4 des Proteins lokalisiert ist. Der Span-
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nungssensor S4 reagiert auf Verinderungen im Membranpotential und initiiert Konformati-
onsinderungen, die zum Offnen des Kanals und damit zum Ionenfluss durch die Kanalpore
fithren. Die Hauptbewegung des S4-Segments ist eine Drehung um die Lingsachse der Helix,
bei der positiv geladene Aminosduren iiber die Membran bewegt werden (Cha er al., 1999;
Glauner ¢t al., 1999). Fir K,-Kanile wurde gezeigt, dass drei Arginin-Reste im Spannungssen-
sor einen starken Beitrag zur Bewegung von Ladungen iiber die Membran leisten (Seoh et al.,
1996), dies sind die Arginine R365, R368 und R371. Wang et a/. (2000) haben auflerdem
berichtet, dass Mutationen in R368 und R371 in dem S4-Segment des Shaker-Kanals ausrei-
chend sind, um die feste Kopplung zwischen dem Spannungssensor und dem Offnen des
Kanals zu zerstéren, ohne die Permeation der Ionen zu beeinflussen (Wang et al., 2000). Die
R207W- und die R214W-Mutation substituieren im Spannungssensor jeweils ein positiv gela-
denes Arginin durch einen groflen hydrophoben Aminosiurerest, wobei die R207W-Mutation
das dritte von sechs Argininen in KCNQ2 ersetzt und homolog zu R368 im Shaker-Kanal
ist. Konsistent mit der Rolle von S4 als Spannungssensor beeinflussen beide Mutationen das
spannungsabhingige Schalten des KCNQ2-Kanals. Der Effekt der stirker zentral gelegenen
R207W-Mutation ist dabei grofler als der Effekt der R214W-Mutation. Castaldo er al. (2002)
haben in einer kiirzlich veréffentlichen Arbeit ebenfalls die R214W-Mutation in KCNQ2 unter-
sucht. In Ubereinstimmung mit den hier vorgestellten Ergebnissen zeigten sie, dass KCNQ2-
Kanile mit der R214W-Mutation langsamer aktivierten und schneller deaktivierten als die
WT-Kanile. Es wurde, wie in den hier vorgestellten Ergebnissen, keine Verinderung in der
Oberflichenexpression des KCNQ2-Proteins festgestellt (Castaldo et al., 2002). Der groflere Ef-
fekt der R207W-Mutation auf das Schalten des KCNQ2-Kanals erklirt moglicherweise, warum
nur die R207W-Mutation mit Myokymie assoziiert ist.

Die R207W-Mutation fiihrt zu einer Verschiebung der spannungsabhingigen Aktivierung
des Kanals zu positiveren Potentialen und einer dramatischen Verlangsamung der Aktivie-
rung. Oberflichlich betrachtet dhnelt dieser Effekt der R207W-Mutation dem Einfluss der
KCNEI1-Untereinheit auf das Schalten von KCNQI, das sich durch KCNE1 dramatisch ver-
langsamt. Angeregt durch diese Analogie wurde der Effekt der dquivalenten Mutationen in
den anderen KCNQ-Kanilen getestet. Erstaunlicherweise ergaben sich daraus keine einheitli-
chen Ergebnisse. So wurde die Aktivierung von KCNQI1 und KCNQ4 leicht verlangsamt und
deren Spannungsabhingigkeit deutlich zu positiveren Potentialen verschoben. In KCNQ3,
dessen Schalten verglichen mit den anderen KCNQ-Kanilen sehr schnell ist, hatte die Mu-
tation keinen Effekt auf die Spannungsabhingigkeit des Kanals, sondern fiihrte lediglich zu
einer leichten Verlangsamung der Aktivierung. In KCNQJ5, dessen Schalten im Vergleich zu
KCNQ2 und KCNQ3 langsamer erfolgt, schien der Aminosiureaustausch das Schalten des
Kanals zu verhindern. Der Kanal befand sich in einem permanent offenen Zustand, was
moglicherweise dadurch verursacht wurde, dass die Bewegung des Spannungssensors durch die
grofle hydrophobe Aminosiure Tryptophan verhindert wurde.

Die dramatisch verlangsamte Aktivierung von Kanilen, die KCNQ2 R207W-Untereinhei-
ten enthalten, fithrt zu einem Verlust des Kaliumstroms, dessen Grofle stark vom Muster
und zeitlichen Verlauf der Depolarisation abhingt. Bei kurzen Depolarisationen, wie sie bei
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einzelnen Aktionspotentialen oder einer kurzen Folge von Aktionspotentialen vorkommen,
ist der Verlust des Stroms grofler als in allen bisher untersuchten BENC-Mutationen (Schro-
eder et al., 1998). Anders als diese Mutationen hat die R207W-Mutation in KCNQ2 einen
dominant-negativen Effekt bei kurzen Depolarisationen. Sie fithrt zu einer Reduktion der
Stromamplitude um ca. 70 % im Vergleich zum WT-Strom (Abb. 3.10). Im Gegensatz dazu wer-
den die mutierten Kanile bei lingeren Depolarisationen, wie sie bei langen (> 1's) Folgen von
Aktionspotentialen vorkommen konnen, signifikant aktiviert und kénnen sogar die Stromam-
plituden von WT-Kanilen erreichen (Abb. 3.10). Allerdings sollte man dabei beriicksichtigen,
dass die hier dargestellten Ergebnisse in einem heterologen Expressionssystem ermittelt wurden
und die Situation zz vivo nicht genau wiedergeben kdnnen. Trotzdem ist der zeitabhingige
dominant-negative Effekt der R207W-Mutation eine attraktive Hypothese, um zu erkliren,
warum die Myokymie mit BENC assoziiert ist, wobei die Symptome der Epilepsie in den hier
vorgestellten Patienten und Patientinnen nicht stirker waren als bei BENC, das durch andere
KCNQ2-Mutationen hervorgerufen wurde. Diese Hypothese basiert auf der Annahme, dass
die Aktivitit von Motoneuronen bei Myokymie von lingeren ruhigen Phasen unterbrochen
wird als die Aktivitit der (bisher weitgehend unbekannten) Neuronen, deren Ubererregbarkeit
epileptische Anfille auslost oder erhilt. Nimmt man einen dominant-negativen Effekt der
R207W-Mutation bei einzelnen Aktionspotentialen oder kurzen, nicht anhaltenden Folgen
elektrischer Aktivitit an, wird diese Mutation stirkere Konsequenzen in Motoneuronen haben
als in den zentralen Neuronen, die fiir die epileptischen Anfille verantwortlich sind.

4.2.4 BFNC und Implikationen fir eine genotypspezifische Therapie

Warum die Symptome bei BENC nach wenigen Monaten meist spontan verschwinden, ist
eine bisher ungeklirte Frage. Eine Moglichkeit wire, dass das Gehirn mit zunehmendem
Alter weniger empfindlich auf Stérungen bei der Repolarisation von Aktionspotentialen rea-
giert. Moglicherweise erhoht sich mit zunehmendem Alter die Diversitit der Kaliumkanile,
die in den entsprechenden Neuronen exprimiert werden, so dass andere Kaliumkanile, z. B.
EAG-ihnliche Kanile, die Aufgabe von KCNQ2/KCNQ3-Heteromeren bei der Modulation
neuronaler Erregbarkeit tibernehmen konnten. Tinel ef al. (1998) konnten jedoch keine quan-
titative Verinderung der KCNQ2- und KCNQ3-Expression in Northern Blots von Mausen
verschiedener Entwicklungsstadien feststellen. Auch eine verstirkte Expression von Chlorid-
kanilen wiirde die neuronale Erregbarkeit der betroffenen Neuronen herabsetzen. Eine weitere
Moglichkeit wire, dass sich die Erregbarkeit der Zellen durch die Ausbildung neuer Synapsen
verdndert.

Die durch die R207W-Mutation geinderten Schalt-Eigenschaften von KCNQ2 konnten be-
trichtliche Implikationen fiir eine genotypspezifische Therapie haben. Die Substanz Retigabin
(D-23129) ist eine neues antikonvulsives Mittel, das momentan in einer Reihe von klinischen
Studien zur Behandlung von Epilepsie getestet wird. Iz vivo Experimente haben gezeigt, dass
Retigabin in vielen Epilepsie-Modellen (Rostock et al., 1996) und genetischen Modellen fiir
Epilepsie (Tober e al., 1996; Dailey et al., 1995) wirksam ist. Die Substanz blockiert in ho-
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hen Konzentrationen Natriumkanile (Rundfeldt und Netzer, 2000), erhoht GABA-aktivierte
Stréome in kultivierten Neuronen (Rundfeldt und Netzer, 2000) und 6ffnet Kaliumkanile in
Neuronen (Rundfeldt, 1997; Rundfeldt, 1999). Kiirzlich wurde gezeigt, dass Retigabin das
Schalten von KCNQ2/KCNQ3-Heteromeren beeinflusst, indem es die Spannungsabhingigkeit
von KCNQ2 und KCNQ3 zu stirker hyperpolarisierten Potentialen verschiebt und die Deak-
tivierung der Kanile verlangsamt (Main ef al., 2000; Wickenden et al., 2000). Das ist genau
die gegenteilige Wirkung der hier beschriebenen R207W-Mutation und in geringerem Mafle
der R214W-Mutation. Daher erscheint es wahrscheinlich, dass die funktionellen Auswirkungen
einer Mutation die Effizienz eines Therapeutikums beeinflussen und moglicherweise bei der
Wahl geeigneter Therapeutika soweit wie moglich berticksichtigt werden sollten.

4.2.5 Ausblick

Um eine Beteiligung von KCNQ2 an den auswirtsgerichteten Strémen in den Motoneuronen
des Riickenmarks nachzuweisen, kénnten Patch clamp Messungen an diesen Zellen durchgefiihrt
werden. Mit Hilfe einer transgenen Mauslinie, der die R207W-Mutation in das KCNQ2-
Gen eingefiigt wurde, kénnte man die Pathophysiologie der neonatalen Epilepsie und der
Mpyokymie genauer untersuchen. Da das Fehlen beider KCNQ2-Allele lethal ist (Watanabe ez al.,
2000), wire auch die Generierung eines konditionellen Knockouts fiir KCNQ2 wiinschenswert,
bei dem die KCNQ2-Expression entweder zeitabhingig oder auf bestimmt Gewebe beschrinkt
erfolgt.

4.3 Analyse von Mausmodellen fiir die progrediente Ertaubung
DFNA2

Hoérverlust ist der haufigste vererbte sensorische Defekt im Menschen. Etwa 70 Millionen Men-
schen weltweit leiden unter einem Horverlust von mehr als 55 dB (Wilson, 1985). Der Anteil
betroffener Personen steigt mit zunehmendem Alter dramatisch an. Ein Horverlust kann so-
wohl umweltbedingte als auch genetische Ursachen haben. Der progrediente Horverlust ilterer
Menschen (Presbyakusis) scheint meistens durch eine Kombination beider Faktoren verursacht
zu werden (Kubisch e al., 1999). Vererbte Taubheiten werden in nichtsyndromisch (ohne
andere Symptome) oder syndromisch (mit anderen Anomalien assoziiert) klassifiziert. Nicht-
syndromische Taubheit, zu der auch der hier vorgestellte progrediente Horverlust (DFNA2)
zihlt, wird nach ihrem Erbgang eingeteilt und in DEN (X-chromosomal), DENA (autosomal
dominant) und DFNB (autosomal rezessiv) unterschieden. Im Allgemeinen hat die autoso-
mal rezessiv vererbte Taubheit einen frithen Krankheitsbeginn und einen schweren Verlauf.
Autosomal dominante Taubheit hingegen entwickelt sich hiufig langsamer iiber mehrere De-
kaden (Kubisch et al., 1999). In den letzten Jahren wurden eine Reihe von Genloci fiir nicht-
syndromische Taubheit identifiziert. So gibt es mindestens 41 Genorte fiir autosomal dominant
vererbte Taubheit (DFNA1-DFNA41) und mindestens 33 Genorte fiir DENB. In einigen Fillen
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kann, abhingig von der Mutation, ein und dasselbe Gen sowohl dominant als auch rezessiv
vererbte Taubheit verursachen (Kelsell e al., 1997; Liu et al., 1997, Weil et al., 1997; Denoyelle
et al., 1998; Verhoeven et al., 1998; Mustapha et al., 1999).

Die in dieser Arbeit untersuchte nicht-syndromische Taubheit DFNA2 besitzt einen Gen-
ort auf Chromosom 1p34 (Coucke ez al., 1994; Van Camp et al., 1997). Die genetische Analyse
von sechs Familien hat gezeigt, dass dieser Taubheitslocus nicht nur ein Gen enthilt, sondern
mindestens zwei, wenn nicht sogar drei Gene umfasst (Van Hauwe et al., 1999b; Goldstein und
Lalwani, 2002). Davon codiert ein Gen fiir das Gap junction-Protein Connexin 31 (G/B3) (Xia
et al., 1998), wihrend ein anderes fiir den in dieser Arbeit untersuchten Kaliumkanal KCNQ4
codiert (Kubisch et al, 1999). Ein eventuell vorhandenes drittes Gen, das in einer indone-
sischen Familie Taubheit verursacht, deren Mitglieder weder eine Mutation in KCNQ4 noch
in GJB3 aufweisen, ist noch nicht gefunden worden (Van Hauwe et al., 1999b). Kubisch ez
al. (1999) identifizierten eine Glyzin zu Serin Mutation an Position 285 (G285S) des KCNQ4-
Proteins in einer von DFNA2 betroffenen Familie. Die Mutation betraf die Konsensus-Sequenz
GYG des Selektivititsfilters in der Kanalpore. Inzwischen sind sieben DFNA2-verursachende
KCNQ4-Mutationen bekannt, von denen die meisten iz vitro einen dominant-negativen Effekt
auf die WT-Strome ausiiben (Kubisch ez 4l., 1999; Coucke et al., 1999; Talebizadeh et al., 1999;
Akita et al., 2001; Van Hauwe et al., 1999a). Um den bisher unbekannten Pathomechanismus
der Ertaubung aufzukliren, wurden von Tatjana Kharkovets in unserem Labor verschiedene
Mausmodelle fiir DFNA2 generiert. Dabei handelte es sich erstens um eine KCNQ4-defiziente
Maus (KCNQ4~/7), bei der die Exone 6-8 von KCNQ4 deletiert wurden. Die Deletion fiihrte
zu einem Verlust der Porenregion, des 6. Transmembransegments und einem Bereich des an-
grenzenden C-Terminus. Zweitens wurde eine transgene Maus mit einer dominant-negativen
Mutation (G285S) in der Pore des KCNQ4-Proteins hergestellt, um ein Mausmodell zu generie-
ren, das direkt der menschlichen Mutation entspricht (KCNQ4-DN*/~ und KCNQ4-DN*/7).

Messungen am auditorischen Hirnstamm haben gezeigt, dass homozygote KCNQ4-defi-
ziente und transgene Tiere ab einem Alter von ca. vier Wochen einen signifikanten Hérverlust
im Vergleich zu ihren WT-Geschwistern aufweisen. Nach etwa zehn Monaten waren die
KCNQ4~/~-, KCNQ4-DN*/~- und KCNQ4-DN1/*-Miuse nahezu taub, wihrend die Hor-
schwellen der WT-Tiere bei 23 dB lagen (Abb.3.14). Die Deletion der Exone 6-8 bzw. die
Einfithrung der Porenmutation, die der Mutation beim Menschen entspricht, haben zu ei-
ner progredienten Ertaubung der Miuse geftihrt. Durch die gezielte Verinderung des Maus-
Genoms ist es also gelungen, Mausmodelle fiir DFNA2 herzustellen, die die Untersuchung der
Pathophysiologie des Horverlusts ermdglichen. Allerdings war es mit den Messungen am audi-
torischen Hirnstamm nicht moglich, einen Horverlust bei hohen Frequenzen zu detektieren,
da in einem Frequenzbereich von 5 kHz gemessen wurde, der fiir Miuse relativ niedrig ist. Im
Menschen beginnt der Horverlust in der 1. oder 2. Lebensdekade bei hohen Frequenzen. Um
Aussagen tiber einen entsprechend hohen Frequenzbereich bei Mausen zu machen, wiren Mes-
sungen im Bereich von mindestens 40 kHz nétig. Dies war mit der zur Verfligung stehenden
Anlage jedoch nicht moglich.

Wie Tatjana Kharkovets in den Immunfluoreszenzfirbungen zeigen konnte, fiihrte die De-
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letion der Exone 6-8 des KCNQ4-Gens zum Verlust des KCNQ4-Proteins in den KCNQ4~/~-
Tieren (Abb.3.15C). Wie bereits beschrieben (Kharkovets et al., 2000), firbte der KCNQ4-
Antikorper die basale Membran der dufleren Haarzellen im Cortischen Organ, wihrend in
den inneren Haarzellen kein Signal detektiert wurde.

4.3.1 KCNQ4 vermittelt den I ,, -Strom &uBerer Haarzellen

Im Cortischen Organ der Mammalia haben sich zwei Klassen von Haarzellen entwickelt,
die unterschiedliche Aufgaben erfiillen. Die inneren Haarzellen, die durch ca. 90-95% der
Afferenzen des 8. Hirnnervs innerviert werden (Spoendlin, 1969), stellen den primiren sen-
sorischen Rezeptor dar. Die dufleren Haarzellen fungieren als mechanische Effektoren, die
ein Feedback zur Basilarmembran des Cortischen Organs vermitteln. Durch dieses Feedback
erhoht sich die auditorische Sensitivitit und das Vermdgen, Frequenzen aufzulosen (Brownell
et al., 1985; Ashmore, 1987). Physikalische Verschiebungen der Stereozilien duflerer Haarzellen
filhren zur Aktivierung von Transduktionsstromen durch mechanosensitive Kanile (Dallos
et al., 1982; Geleoc et al., 1997), wobei die Spannungsinderung iiber der Membran Anderungen
in der Linge duflerer Haarzellen verursacht (Brownell et al., 1985; Ashmore, 1987; Dallos und
Corey, 1991). So fiihrt eine Depolarisation zur Verkiirzung duflerer Haarzellen, wihrend Hy-
perpolarisation eine Verlingerung der Zelle ausldst. Diese Elektromotilitit entsteht vermutlich
durch spannungsabhingige Konformationsinderungen eines Motorproteins und wird von der
Translokation von Ladungen tiber die basolaterale Membran der dufleren Haarzellen begleitet
(Santos-Sacchi, 1991). Kiirzlich zeigten Zheng et al. (2000), dass das integrale Membranprotein
Prestin mit dem Motorprotein in dufleren Haarzellen identisch ist. Prestin zeigt in wvitro alle
Eigenschaften eines Motorproteins, wie Spannungsabhingigkeit und Bewegung von Ladung
iber die Membran, und fiihrt in transfizierten Zellen zu Zellmotilitit (Zheng et al., 2000;
Belyantseva er al., 2000; Ludwig et al., 2001; Santos-Sacchi et al., 2001). Die Deletion von Pre-
stin verursachte in Miusen einen Verlust der Elektromotilitit duflerer Haarzellen und einen
Hoérverlust von ca. 45-65 dB (Liberman ez al., 2002).

Die basolaterale Membran duflerer Haarzellen enthilt eine Reihe unterschiedlicher Ka-
liumleitfihigkeiten. Marcotti und Kros (1999) beschrieben einen auswirtsgleichrichtenden
K*-Strom, der bei —50 mV aktiviert und eine langsame Inaktivierung aufweist. Dieser Strom,
IK, neo genannt, vermittelt den grofiten Teil des Kaliumauswirtsstroms in der basolateralen
Membran duflerer Haarzellen, bevor die Zellen ihre volle Funktion entfalten (Marcotti und
Kros, 1999). Ik neo wird in Miusen in der ersten postnatalen Woche exprimiert und nimmt
innerhalb dieser Zeit an Grofle zu, wird jedoch ab Pé vermutlich herunterreguliert (Marcotti
und Kros, 1999). Ein dhnliches zeitliches Expressionsmuster weist der Ik1-Strom auf, der eben-
falls in der ersten postnatalen Woche exprimiert wird und zwischen P6 und P8 verschwindet
(Marcotti et al., 1999). Dies korreliert gut mit der funktionellen Reifung duflerer Haarzellen.
So ist die spannungsabhingige Motilitit der Zellen erstmals ab P8 in Miusen nachweisbar
(Marcotti et al., 1999). Ix; vermittelt einen einwirtsgleichrichtenden KT-Strom, der in basa-
len dufleren Haarzellen erheblich grofer ist als in apikalen Haarzellen (Marcotti et al., 1999).
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Neben Ik neo und Iy wurden in dufleren Haarzellen zwei weitere Kaliumleitfihigkeiten be-
schrieben, Ik , und Ix (Housley und Ashmore, 1992; Mammano ez a/., 1995; Mammano und
Ashmore, 1996). Ik wird vermutlich nicht nur von einem Kaliumkanal vermittelt, sondern
umfasst wahrscheinlich mehrere Kanile. Dieser Strom aktiviert bei Potentialen iiber —40 mV,
mit einer halbmaximalen Aktivierung von ca. —25 mV (Mammano und Ashmore, 1996). Ik
ist durch 100 uM 4-Aminopyridin und 30 mM TEA inhibierbar (Mammano et 4l., 1995). Zu-
mindest ein Teil dieser Kaliumleitfihigkeit wird durch Ca?*-abhingige Kaliumkanile vermit-
telt, wobei der Anteil am Gesamtauswirtsstrom jedoch relativ gering ist. So zeigten Nenov
et al. (1997) an dufleren Haarzellen des Meerschweinchens, dass Charybdotoxin, ein selekti-
ver Blocker von Ca?T-abhingigen BK-Kanilen, den Auswirtsstrom um ca. 15% reduzierte.
Lin et al. (1995) berichteten von einem deutlichen Auswirtsstrom, der in dufleren Haarzel-
len messbar war, nachdem das extrazellulire Kalzium entfernt wurde, was auf einen zweiten,
Ca*"-unabhingigen Strom hinweist. Ik , ist ein Kaliumstrom, der ab dem postnatalen Tag 8
in dufleren Haarzellen der Maus nachweisbar ist und mit zunehmender Reifung der Haarzellen
an Grofle zunimmt (Marcotti und Kros, 1999). Ik, ist durch einen instantan auftretenden
Einwirtsstrom bei Hyperpolarisation und durch einen Auswirtsstrom bei Depolarisation ge-
kennzeichnet (Housley und Ashmore, 1992; Mammano und Ashmore, 1996; Marcotti und
Kros, 1999). Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass KCNQ4 den I, in 4ufleren
Haarzellen vermittelt, da in KCNQ4-defizienten Tieren eine Kaliumleitfahigkeit fehlt, die alle
Charakteristika von Ik ,, aufweist. In den dufleren Haarzellen von KCNQ4+/ T Tieren war eine
Stromkomponente nachweisbar, die bei ca. —82 mV halbmaximal aktiviert war. Das stimmt
gut mit der halbmaximalen Aktivierung von I , bei Potentialen zwischen —70 und —100 mV
tiberein (Housley und Ashmore, 1992; Mammano und Ashmore, 1996). Diese Stromkompo-
nente war XE991-sensitiv und konnte durch die Subtraktion XE991-insensitiver Stréme vom
Ganzzellstrom ermittelt werden. Nach der Zugabe von XE991 verblieb ein auswirtsgerichteter
Kaliumstrom, der bei —12 mV halbmaximal aktiviert war. XE991 ist ein spezifischer Blocker
von M-Strémen (Costa und Brown, 1997; Lamas et al, 1997; Wang et al., 1998b), der vor
allem KCNQ-Kanile blockiert. Marcotti et al. (1999) zeigten, dass die Substanz Linopirdin,
die strukturell mit XE991 eng verwandt ist, den I , duflerer Haarzellen der Maus mit einem
Kp-Wert von 0,7 uM inhibiert. Nach der Linopirdin-Applikation registrierten sie eine Strom-
komponente, die auswirts gerichtet war und bei Potentialen von —30 + 12 mV halbmaximal
aktiviert war (Marcotti und Kros, 1999), was nicht ganz mit den hier ermittelten Werten fiir
KCNQ4t/ Tiere iibereinstimmt. Vermutlich ist der verbleibende Strom mit Ik identisch, fiir
den Mammano und Ashmore (1996) eine halbmaximale Aktivierung von —25mV ermittel-
ten. Die XE991-sensitive Komponente der basolateralen Kaliumstrome duferer Haarzellen war
in KCNQ41/~Tieren mit einer geringeren Amplitude als in KCNQ4t/*Tieren vorhanden
und fehlte in KCNQ4~/~- sowie in KCNQ4-DN*t/*Tieren ganz. In diesen Haarzellen war
lediglich eine Stromkomponente messbar, die eine halbmaximale Aktivierung von ca. —19 mV
aufwies und vermutlich mit I identisch ist. Aufere Haarzellen von KCNQ4-DNt/~Tieren
wiesen eine sehr kleine XE991-sensitive Kaliumstromkomponente auf. In diesen Tieren, die ein
KCNQ4-Allel mit der dominant-negativen G285S-Mutation und ein WT-Allel besitzen, bilden
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sich mit einer Wahrscheinlichkeit von etwa 7 % homomere Kanile aus WT-Untereinheiten. Sie
konnten fiir die XE991-sensitive Restleitfihigkeit verantwortlich sein. Kubisch er al. (1999)
berichteten von einem dominant-negativen Effekt der G285S-Mutation auf WT-KCNQ4, der
bei heterologer Expression in Xenopus Oozyten zu einer Reduktion der Stromamplitude um
ca. 90 % fiihrt. Dies stimmt gut mit den hier ermittelten Werten {iberein.

Marcotti et al. zeigten, dass die Inhibition von Ik ,, durch Linopirdin zu einem Anstieg
des Ruhemembranpotentials duflerer Haarzellen um ca. 20 mV fiihrt. Auch bei den fiir diese
Arbeit durchgefithrten Patch clamp Messungen verursachte die Applikation von XE991 (0,5 M)
nicht nur die Blockierung des instantanen hyperpolarisationsaktivierten Einwirtsstroms sowie
eine Verringerung der Amplitude depolarisationsaktivierter Auswirtsstrome, sondern auch eine
Depolarisation des Ruhemembranpotentials duflerer Haarzellen von WT-Tieren um ca. 15 mV.
In Ubereinstimmung mit diesen Werten und der Hypothese, dass KCNQ4 das molekulare Kor-
relat von Ik ,, darstellt, wiesen duflere Haarzellen von KCNQ4-defizienten Tieren sowie von
transgenen Tiere mit einer dominant-negativen KCNQ4-Mutation um 10-17 mV depolarisierte
Ruhemembranpotentiale auf als die Haarzellen von KCNQ4"/*-Tieren. Allerdings waren die
Ruhemembranpotentiale 11 bis 13 Tage alter KCNQ4/*-Miuse mit ca. —54 mV hoher als bei
Messungen von Marcotti und Kros (1999), die in dhnlich alten Miusen ein Ruhemembranpo-
tential von ca. —65 bis —70 mV ermittelten. Diese Unterschiede kénnten auf unterschiedliche
genetische Hintergriinde der verwendeten Mauslinien zuriickzufiithren sein. Auch spielen die
Umgebungstemperatur und die Konzentrationen der verwendeten Losungen bei der Determi-
nation des Ruhemembranpotentials eine Rolle.

Ik n leistet also einen Beitrag zum Ruhemembranpotential der dufleren Haarzellen. Der
Verlust dieser Leitfihigkeit fithrt zu einer permanenten Depolarisation der dufleren Haarzel-
len um 10-17 mV. Ob diese Depolarisation die Ursache fiir die progrediente Ertaubung von
Miusen und Menschen darstellt, wird in einem spiteren Kapitel diskutiert.

Durch seine Spannungsabhingigkeit, die durch eine halbmaximale Aktivierung in Nihe
des Ruhemembranpotentials gekennzeichnet ist, vermittelt Ijc , die wesentliche Kaliumleit-
fahigkeit duflerer Haarzellen in Ruhe. Da ein Verlust von KCNQ4 zu einem Verlust von
Ik n fithrt, kann geschlossen werden, dass KCNQ4 das molekulare Korrelat dieser Kalium-
leitfahigkeit darstellt. Unklar bleibt jedoch, warum die Spannungsabhingigkeit, Kinetik und
XE991-Sensitivitit von KCNQ4 iz vivo und im heterologen Expressionssystem so unterschied-
lich sind. Wihrend KCNQ4 bei Expression in Xernopus Oozyten eine halbmaximale Aktivie-
rung von —10 mV (Kubisch et al,, 1999) und in HEK-Zellen von —32 mV (Sggaard et al., 2001)
aufweist, ist die halbmaximale Aktivierung von Ik, um mehr als —50 mV zu negativeren
Potentialen verschoben. Auch bei der Aktivierungskinetik bestehen grofle Unterschiede. I
weist einen instantanen Einwirtsstrom bei Hyperpolarisation auf. Heterolog in HEK-Zellen
exprimierte KCNQ4-Kanile aktivieren zwar ebenfalls auf Hyperpolarisation, jedoch erheblich
langsamer (Segaard et al., 2001). Eine weitere Diskrepanz besteht bei der Sensitivitit gegentiber
den M-Stromblockern XE991 und Linopirdin. Kubisch et al. (1999) zeigten, dass 200 uM
Linopirdin KCNQ4-Stréome in Xenopus Oozyten um lediglich 30 % blockierten. Segaard er
al. (2001) ermittelten in transfizierten HEK-Zellen einen Kp-Wert von 5,5 uM fiir XE991 und
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14 uM fiir Linopirdin. Dagegen bewirkte die in dieser Arbeit verwendete XE991-Konzentration
von 0,5 uM einen vollstindigen Block von Ik ,,. Vergleichbar mit diesen Werten ermittelten
Marcotti und Kros (1999) in dufleren Haarzellen der Maus einen Kp-Wert von 0,7 uM fiir
Linopirdin. Die Unterschiede in der Spannungsabhingigkeit, Blockersensitivitit und Aktivie-
rungskinetik zwischen iz vivo und iz vitro Stromen konnten einerseits darauf hindeuten, dass
die verwendeten heterologen Expressionsysteme die Besonderheiten der dufleren Haarzellen
nicht widerspiegeln kénnen. Allerdings entspricht auch das hier verwendete System nicht der
in vivo Situation, da sich die apikale Seite duflerer Haarzellen iz wivo in der kaliumreichen
Endolymphe der Scala media befindet. Diese komplexe Situation konnte in den hier beschrie-
benen Patch clamp Messungen am semi-intakten Gewebe nicht nachgestellt werden. Andererseits
konnten die Unterschiede zwischen heterolog exprimierten KCNQ4-Kanilen und Ik , Hinwei-
se auf eine beteiligte unbekannte Komponente liefern. So wire es denkbar, dass KCNQ4 in den
dufleren Haarzellen mit einer bisher unbekannten Kaliumkanaluntereinheit interagiert. Auch
eine Assoziation mit KCNQ3 kann nicht ausgeschlossen werden, denn Kubisch et a/. (1999)
wiesen KCNQ3 durch RT-PCR in der Cochlea nach. Da KCNQ3 zumindest in heterologen Ex-
pressionssystemen nur sehr geringe Strome liefert und mit KCNQ4 interagieren kann (Kubisch
et al., 1999), ist eine Beteiligung dieses Kanals am Ik , nicht ausgeschlossen, auch wenn Ik ,
in den dufleren Haarzellen der KCNQ4-defizienten Tiere vollstindig fehlte und in diesen Zel-
len neben den XE99l-insensitiven Stromen keine zusitzliche Stromkomponente sichtbar war.
Wahrscheinlicher als die Interaktion mit einer Kaliumkanal-a-Untereinheit ist allerdings die
Assoziation mit einer S-Untereinheit. Zumindest fiir die §-Untereinheiten der KCNE-Familie
gibt es jedoch keinen Hinweis auf eine funktionelle Interaktion mit KCNQ4. Schroeder er al.
(2000) berichteten lediglich, dass KCNE3 den Strom von KCNQ4 tiber einen bisher unbekann-
ten Mechanismus inhibiert. Statt der Interaktion mit anderen Kaliumkanaluntereinheiten ist
jedoch auch eine Modulation des KCNQ4-Stroms durch zytosolische Effektoren, Proteinkina-
sen etc. denkbar. Jagger und Ashmore (1999) zeigten, dass Ik, in dufleren Haarzellen der
Meerschweinchen-Cochlea durch die Zugabe eines cAMP-Analogs aktiviert werden kann, und
legten nahe, dass die Proteinkinase A einen Einfluss auf diesen basalen Kaliumstrom hat.

4.3.2 Die Rolle von KCNQ4 in den inneren Haarzellen

Die inneren Haarzellen der Cochlea stellen die primiren sensorischen Zellen des Cortischen
Organs dar. Deflektion der Haarzellstereozilien 6ffnet mechanosensitive Kanile und verur-
sacht eine Depolarisation der inneren Haarzelle durch den Einstrom von Kationen. Die
inneren Haarzellen generieren ein Rezeptorpotential, das die afferente synaptische Aktivitit
kontrolliert und damit die Frequenz und das Timing von Aktionspotentialen in den postsyna-
ptischen auditorischen Neuronen beeinflusst. Wahrend der postnatalen Entwicklung unterlie-
gen innere Haarzellen massiven Verinderungen in ihren elektrischen Eigenschaften (Beutner
und Moser, 2001). Innere Haarzellen der Maus kénnen vor Beginn des Horens in der zweiten
postnatalen Woche (Ehret, 1985), Aktionspotentiale auslésen, die vor allem durch Ca?*-Kanile
vermittelt werden (Kros et al., 1998). Diese Fihigkeit verlieren die Zellen mit zunehmendem
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Alter durch die Expression eines Ca?T-aktivierten Kaliumkanals (Kros et al., 1998), so dass
reife innere Haarzellen nur noch graduierte Rezeptorpotentiale generieren.

In inneren Haarzellen der Cochlea sind bisher drei verschiedene Kaliumstrome (I ¢, Ik, s
und Ik;) charakterisiert worden. Ik ¢ wird von einem Ca*- und spannungsabhingigen BK-
Kanal vermittelt, ist TEA-sensitiv und weist eine sehr schnelle Aktivierungskinetik auf (Kros
und Crawford, 1990; Kros et al, 1998). Ik ¢ wird moglicherweise durch einen K-Kanal
reprasentiert, der eine langsamere Kinetik aufweist als Ik ¢ und durch 4-Aminopyridin inhi-
bierbar ist (Kros ez al., 1998). Ik ¢ und I s sind jeweils auswirtsgleichrichtende Kaliumkanile,
die die Spannungsantwort und das Ruhemembranpotential von inneren Haarzellen bestim-
men (Kros et al., 1998). Ik stellt hingegen eine einwirtsgleichrichtende Leitfihigkeit dar, die
in inneren Haarzellen transient exprimiert wird und in Miusen mit Beginn der Horfihigkeit
(ca. P10-P12) nicht mehr nachweisbar ist (Marcotti et al., 1999). I kann durch externe Ba®*-
und Cs*-Ionen inhibiert werden und ist auch in duferen Haarzellen der Cochlea nachweisbar
(s. 4.3.1). Bisher ist in inneren Haarzellen kein Kaliumstrom beschrieben worden, der Cha-
rakteristika des I ,-Stroms duflerer Haarzellen aufweist. Wihrend Kubisch ez al. (1999) und
Kharkovets e al. (2000) KCNQ4 nur in dufleren Haarzellen der Maus-Cochlea nachgewiesen
haben und keine KCNQ4-Expression in inneren Haarzellen detektierten, zeigten Beisel er al.
(2000) durch RT-PCR und iz situ Hybridisierung in der Ratten-Cochlea auch eine KCNQ4-
Expression in den inneren Haarzellen des Cortischen Organs.

Da die Expression von KCNQ4 in inneren Haarzellen umstritten ist, wurde in der vorlie-
genden Arbeit untersucht, ob sich die Kaliumleitfihigkeiten und das Ruhemembranpotential
von inneren Haarzellen der WT-Tiere von denen der KCNQ4-defizienten Tiere unterschei-
den. Das Ruhemembranpotential der inneren Haarzellen von KCNQ4"/*-Tieren lag mit
ca. —64 mV (Abb.3.23) deutlich negativer als das Ruhemembranpotential der dufleren Haar-
zellen (—54 mV) (Abb. 3.16). Kros und Crawford (1990) registrierten mit —65 mV ein dhnlich
negatives Ruhemembranpotential in isolierten inneren Haarzellen des Meerschweinchens. Am
semi-intakten Gewebe ermittelten Kros er al. (1998) fiir innere Haarzellen der Maus im Alter
von zwei bis zehn Tagen ein Ruhemembranpotential von ca. —60 mV und ab P19 bis P68 ein
Ruhemembranpotential von —65 mV, was gut mit den hier ermittelten Werten tibereinstimmt.
Marcotti et al. (1999) berichteten, dass innere Haarzellen ein um 5-10 mV depolarisiertes Ruhe-
membranpotential aufweisen als apikale duflere Haarzellen. Auch dies stimmt gut mit den hier
ermittelten Werten fiir apikale dufere und innere Haarzellen iiberein. KCNQ4~/~-Tiere sowie
Tiere mit der dominant-negativen G285S-Mutation im KCNQ4-Gen wiesen ca. 6-8 mV depola-
risiertere Ruhemembranpotentiale auf als die WT-Tiere (Abb. 3.23). Die Unterschiede zwischen
den verschiedenen Genotypen waren nicht so grofy wie bei den Ruhemembranpotentialen der
dufleren Haarzellen. Trotzdem deuten die signifikanten Unterschiede auf eine Beteiligung von
KCNQ4 am Ruhestrom der inneren Haarzellen hin. Die Applikation von XE991 induzierte in
inneren Haarzellen von KCNQ4"/*-Tieren eine Verinderung des Ruhemembranpotentials um
3-5mV, was ebenfalls die Beteiligung eines KCNQ-Kanals am Ruhestrom vermuten lisst. Ob
die leichte Depolarisation der inneren Haarzellen von KCNQ4-defizienten Tieren und den Tie-
ren mit der dominant-negativen KCNQ4-Mutation eine Ursache der progredienten Ertaubung
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darstellt, wird im nichsten Kapitel diskutiert.

Um zu priifen, ob KCNQ4 einen Anteil an den Kaliumstromen in den inneren Haarzellen
hat, wurde zunichst der Effekt von XE991 auf die Ganzzellstréme 1n inneren Haarzellen unter-
sucht. XE991 hatte jedoch in Konzentrationen bis zu 5 uM keinen Einfluss auf die Einwirts-
oder Auswirtsstrome in inneren Haarzellen von 12-14 Tage alten WT-Miusen, obwohl XE991,
wie bereits erwihnt, das Ruhemembranpotential um wenige Millivolt verinderte. Der Vergleich
der Leitfihigkeiten zwischen WT-Miusen und KCNQ4-defizienten Tieren zeigte, dass inne-
re Haarzellen von KCNQ4~/~- und KCNQ4-DNt/*Tieren bei Hyperpolarisation geringere
Einwirtsstrdme aufwiesen als innere Haarzellen aus KCNQ41/*+Tieren (Abb. 3.24, 3.25). Zel-
len von KCNQ4-DN*/~Tieren wiesen mittlere Einwirtsstrdme auf, wihrend sich die Stréme
innerer Haarzellen von KCNQ41/~Tieren nicht von WT-Tieren unterschieden. Die hyperpo-
larisationsaktivierten Kaliumstréme innerer Haarzellen werden durch Ik vermittelt (Marcotti
et al., 1999). Die geringere einwirtsgleichrichtende Leitfihigkeit in KCNQ4-defizienten Tie-
ren ldsst eine Beteiligung von KCNQ4 an diesem Strom vermuten. XE991 scheint entweder
keinen Einfluss auf diese Stromkomponente zu haben, oder die Wirkung auf die Stromam-
plitude ist zu gering, als dass sie durch Ganzzellableitungen aufgeldst werden kénnte. De-
polarisierende Spannungsspriinge erzeugten in allen Genotypen grofle Auswirtsstrome, deren
Amplitude bei KCNQ4-DN+/*-Tieren am niedrigsten und bei KCNQ4~/~-Tieren am héchsten
war (Abb.3.25). Dabei war die Variabilitit der Stromamplitude groff. Diese depolarisations-
aktivierten Stréme sind vermutlich weitgehend auf den langsam aktivierenden Kaliumstrom
Ik, s zuriickzufiihren (Kros er al., 1998). KCNQ4 ist an diesem Strom vermutlich nicht be-
teiligt, da KCNQ4~/~-Tiere einen sehr groflen I, s-Strom aufwiesen. Der schnell aktivierende
auswirtsgleichrichtende Strom Ik ¢ war in einigen Haarzellen von 12-14 Tage alten Tieren
noch nicht nachweisbar oder wurde durch die Applikation von 5mM TEA blockiert, was kei-
nen Einfluss auf das Ruhemembranpotential der inneren Haarzellen hatte. Insgesamt waren
die Unterschiede zwischen den Ganzzellstromen von inneren Haarzellen der verschiedenen
Mausmodelle erheblich geringer als in Stromen von dufleren Haarzellen. Es wurde keine ein-
deutige Verschiebung der Spannungsabhingigkeit der Strome festgestellt, so dass nicht auf das
Fehlen einer Stromkomponente geschlossen werden konnte. Die Unterschiede in den Stromam-
plituden der verschiedenen Genotypen waren in Nihe des Ruhemembranpotentials (—60 bis
—65 mV) sehr gering (Abb. 3.25). Trotzdem scheint eine Beteiligung von KCNQ4 an den baso-
lateralen Leitfihigkeiten innerer Haarzellen sehr wahrscheinlich. Allerdings ist der Beitrag von
KCNQ4 sowohl zum Ruhestrom als auch zum Kaliumeinwirtsstrom geringer als in dufleren
Haarzellen. Ein Einfluss auf Kaliumauswirtsstrome wurde nicht festgestellt. Moglicherweise
ist KCNQ4 in den inneren Haarzellen der Maus nur in sehr geringem Mafle exprimiert.
Dafiir spricht, dass KCNQ4 mit einem polyklonalen Antikdrper nicht in diesen Zellen de-
tektiert werden konnte (Kharkovets er al., 2000). Beisel er al. (2000) berichteten von einer
schwachen Expression von KCNQ4 in den apikalen inneren Haarzellen des Cortischen Or-
gans, die bei den hier vorgestellten Patch clamp Messungen untersucht wurden. Méglicherweise
ist der Beitrag von KCNQ4 an den Ganzzellstromen in basalen inneren Haarzellen grofer als
hier dargestellt.
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4.3.3 Die Pathophysiologie von DFNA2

In den letzten Jahren wurde eine Reihe von Genen kloniert, die mit verschiedenen Formen ver-
erbbarer Taubheit assoziiert sind. Fiir einige dieser Gene ist es gelungen, die Pathophysiologie
der Ertaubung durch Lokalisation der Genprodukte oder durch die Generierung entsprechen-
der Mausmodelle aufzukliren. So konnte gezeigt werden, dass Mutationen im Kaliumkanal
KCNQL1 oder in der 5-Untereinheit KCNE1 zum Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom fiihren (Ney-
roud et al., 1997; Chouabe et al., 1997; Tyson et al., 1997), einer rezessiv vererbten Form des
LQT-Syndroms, die mit einer kongenitalen Taubheit einhergeht. KCNQ1/KCNEI1-Heteromere
sind fiir die Kaliumsekretion der Marginalzellen der Stria vascularis verantwortlich. Der en-
dolymphatische Raum (Scala media) in der Cochlea bricht in Miusen, die entweder KCNEI1-
oder KCNQI-defizient sind, zusammen (Vetter ¢t al., 1996; Lee et al., 2000a; Casimiro et al.,
2001), da die Flissigkeitssekretion in die Scala media gestort ist.

Durch die Generierung von KCNQ4~/~-Tieren und Miusen mit einer dominant-negativen
KCNQ4-Mutation ist es gelungen, Mausmodelle fiir DFNA2 herzustellen. Sowohl in den be-
troffenen Patienten als auch in den Mausmodellen verliuft die Ertaubung progredient und
resultiert in absoluter Taubheit. Nach zehn Jahren betrigt der Horverlust beim Menschen
90dB bei einer Frequenz von 8 kHz (Marres ¢t al., 1997). Der Horverlust der transgenen
Tiere mit der dominant-negativen G285S-Mutation lag in einem Alter von 42 Tagen in ei-
nem dhnlichen Bereich (88-91 kHz, bei einer Frequenz von 2-5kHz). In Miusen geht die
progrediente Ertaubung mit einem Untergang basaler duflerer Haarzellen einher, wihrend
die apikalen dufleren Haarzellen sowie die inneren Haarzellen erhalten bleiben (Kharkovets,
personliche Mitteilung). Der Untergang der basalen Haarzellen passt gut zu der Tatsache, dass
die Ertaubung in betroffenen Patienten bei héheren Frequenzen beginnt, deren Verstirkung
Aufgabe der basalen dufleren Haarzellen ist. Die apikalen dufleren Haarzellen der Cochlea
sind fur die Verstirkung niedriger Frequenzen verantwortlich. Thre Funktion wurde durch
die auditorischen Messungen am Hirnstamm durch Dr. Hannes Maier evaluiert und durch
die hier vorgestellten Patch clamp Messungen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass
KCNQ4 den Ik, -Strom der dufleren Haarzellen vermittelt. Ein Fehlen von I , in dufleren
Haarzellen von KCNQ4~/~-, KCNQ4-DN*/~- und KCNQ4-DN+/*-Miusen fiihrte zu einer
Erhohung des Ruhemembranpotentials und damit zu einer permanenten Depolarisation der
Zellen. In basalen dufleren Haarzellen ist I , grofler als in apikalen Zellen (Mammano und
Ashmore, 1996), in denen die KCNQ4-Expression schwicher ist (Kharkovets et al., 2000).
Allerdings detektierten Beisel et a/. (2000) einen umgekehrten longitudinalen Expressionsgra-
dienten fiir KCNQ4 mit einer schwicheren Expression in basalen dufleren Haarzellen. Da
Ik ,n 1n basalen dufleren Haarzellen grofer ist als in apikalen Zellen (Mammano und Ashmore,
1996), wird das Ruhemembranpotential dieser Zellen bei einem Ausfall von Ik ,, vermutlich
noch depolarisierter sein als in apikalen dufleren Haarzellen. Die permanente Depolarisation
wird durch den Verlust von Ik ,, der in Nihe des Ruhemembranpotentials K*-Ionen aus der
Zelle transportiert, verursacht. Diese Depolarisation der Zellen kénnte einen Einstrom von
Ca?Tdurch spannungsabhingige Ca?*-Kanile verursachen und langsam zum Untergang der
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AulRere
Haarzelle

Prestin
(Motorprotein)

Abb. 4.3: Schema einer dufleren Haarzelle. Kalium tritt durch apikale mechanosensitive Kanile,
die durch die Deflektion der Stereozilien gedffnet werden, in die Zelle ein (Pickles e al., 1992). In
dem dargestellten Modell wird K™durch KCNQ4-Kanile, die ausschlieflich in der basolateralen
Membran zu finden sind (Kharkovets et al., 2000), aus der Zelle transportiert. Das laterale Motor-
protein Prestin (Zheng et al., 2000) vermittelt die elektromechanische Verstirkung der akustischen
Schwingungen durch duflere Haarzellen. Nach Jentsch, 2000.

basalen dufleren Haarzellen fithren. Der Verlust von KCNQ4 verhindert also den Abtransport
von Kt-Ionen aus den dufleren Haarzellen, die durch mechanosensitive Kanile in die Zelle
gelangt sind (Abb. 4.3). Bei starken Depolarisationen wird ein Teil des Kaliums vermutlich
durch den auswirtsgerichteten Kaliumstrom Ik aus der Zelle geschleust, doch ist die Ampli-
tude dieses Stroms erheblich geringer als die Amplitude von I , (s. Abb.3.22). Das durch
Ik ,n aus den duferen Haarzellen transportierte Kalium wird vermutlich durch den Kalium-
Chlorid-Kotransporter KCC4 in die Deiterszellen aufgenommen (Boettger e al., 2002), die die
dufleren Haarzellen umgeben und stiitzen. Im K*-Recyclingmodell des Innenohres (Steel und
Kros, 2001; Jentsch, 2000; Kikuchi et al., 1995; Spicer und Schulte, 1998; Weber e al., 2001;
Wangemann, 2002) diffundiert K™von dort durch ein System von Gap junctions zu den angren-
zenden epithelialen Zellen, durch die Fibrozyten und Intermedidrzellen der Stria vascularis, bis
es von diesen Zellen in das Interstitium sekretiert wird. K*wird dann von den Marginalzellen
der Stria vascularis aufgenommen und durch KCNQ1/KCNE1-Heteromere in die Scala media
sezerniert (s. Abb. 1.3). Ein Teil des KT wird vermutlich auch durch die Scala tympani und die
Reifinersche Membran in die Stria vascularis transportiert (Wangemann, 2002). Mutationen in
den Gap junction Proteinen fiihren vermutlich zu einer Unterbrechung des K*-Recyclingweges
und damit zur Verringerung des endocochlearen Potentials. So kénnen Mutationen in G/B2,
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G/B3 und GJ/B6 Taubheit verursachen (Kelsell ez al., 1997; Xia et al., 1998; Grifa et al., 1999;
Lopez-Bigas ¢t al., 2001), wobei Mutationen in GJ/B3 fiir einen zweiten Typ von DFNA2 ver-
antwortlich sind (s. 4.3).

Der Horverlust, der in DENA2-Patienten und in den Mausmodellen fiir DENA2 festge-
stellt wurde, ist mit 50-70 dB so grof}, dass er nicht allein durch die Degeneration duflerer
Haarzellen erklirt werden kann. Wie bereits beschrieben, liefern duflere Haarzellen nur eine
Amplifikation der Schall-induzierten Vibrationen und leiten keine afferenten sensorischen In-
formationen an das Gehirn weiter. Entsprechend fiihrt ein Verlust duflerer Haarzellen oder
ein Verlust deren Funktion zu Horschwellen, die maximal um 40-50 dB erhoht sind (Ryan
und Dallos, 1975). Die Deletion von Prestin verursachte in Miusen einen Verlust der Elek-
tromotilitit der dufleren Haarzellen und eine Erhéhung der Horschwellen um ca. 45-65 dB
(Liberman ez al., 2002). Im Frequenzbereich um 5 kHz, der mit dem Frequenzbereicht der von
Dr. Hannes Maier durchgefiihrten ABR-Messungen vergleichbar ist, waren die Hoérschwellen
von Prestin~/~-Miusen um ca. 45dB erhdht. Wire die progrediente Taubheit nur auf einen
Verlust der Funktion von iufleren Haarzellen zuriickzufiihren, sollte der Horverlust nicht
grofler als 45-50 dB sein. Moglicherweise trigt also eine weitere Komponente, neben dem Ver-
lust von I , und der damit einhergehenden permanenten Depolarisation duferer Haarzellen,
zur Pathophysiologie von DFNA2 bei. So kénnte DFNA2 auch durch eine defekte afferen-
te Signaltransmission verursacht werden: Entweder durch Defekte im zentralen auditorischen
Verarbeitungsweg, dessen Neuronen KCNQ4 exprimieren (Kharkovets et al., 2000), oder durch
funktionelle Defekte in den inneren Haarzellen. Die hier vorgestellten Patch clamp Messungen
zeigen erstmals eine Beteiligung von KCNQ4 am Ruhestrom von inneren Haarzellen. Die
leichte Depolarisation in KCNQ4-defizienten inneren Haarzellen konnte die intrazellulire
Ca?T-Konzentration erhdhen und zu einer erhdhten prisynaptischen Aktivitit fithren. Ray-
bould er al. (2001) zeigten, dass die Eigenschaften innerer Haarzellen des Meerschweinchens
iiber die gesamte Cochlea konstant bleiben. Ca. 40% der basolateralen K'-Leitfihigkeiten
innerer Haarzellen werden durch Ca?*moduliert (Raybould ef al., 2001), so dass der Anstieg
der intrazelluliren Ca%*-Konzentration durch permanente Depolarisation zu verinderten Re-
zeptorpotentialen und einer verinderten Reizweiterleitung an das Gehirn fithren kdnnte. Ein
Anstieg der Ca®T-Konzentration in inneren Haarzellen kénnte auch eine Degeneration der
Zellen verursachen. Dagegen spricht allerdings, dass die inneren Haarzellen der KCNQ4-
defizienten Miuse nicht mit zunehmendem Alter untergehen, sondern bis zu einem Alter
von acht Monaten nachweisbar sind (Kharkovets, personliche Mitteilung). Zusitzlich waren die
Leitfahigkeiten innerer Haarzellen von KCNQ4-defizienten Tieren im Vergleich zu WT-Tieren
nur geringfligig verindert. Allerdings konnte allein die Fehlfunktion innerer Haarzellen zu
einer Erhohung der Horschwellen in KCNQ4-defizienten Tieren fithren. Beisel ez a/. (2000)
zeigten in in situ Hybridisierungen, dass die KCNQ4-Expression in inneren Haarzellen einem
longitudinalen Gradienten folgt, wobei apikal (tiefe Frequenzen) die schwichste Expression
und basal (hohe Frequenzen) die stirkste Expression detektiert wurde. Da DFNA2 bei hohen
Frequenzen beginnt (Marres et al., 1997), konnten innere Haarzellen zum Pathomechanismus
dieser Erkrankung beitragen.
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Moglicherweise ist jedoch ein Defekt von zentralen auditorischen Neuronen am Krank-
heitsbild von DFNA2 beteiligt. Allerdings wurden in den untersuchten KCNQ4-defizienten
Miusen und den transgenen Tieren mit einer dominant-negativen KCNQ4-Mutation keine
morphologischen Verinderungen im Hirnstamm, wo die auditorischen Nuclei lokalisiert sind,
festgestellt (Kharkovets, personliche Mitteilung). Auch ergab sich aus den ABR-Messungen von
Dr. Hannes Maier bisher kein Hinweis auf eine zentrale Komponente der Erkrankung. Weitere
Untersuchungen, vor allem im Hirnstamm KCNQ4-defizienter Tiere, werden notwendig sein,
um den Pathomechanismus von DFNA2 vollstindig aufzukliren.

4.3.4 Ausblick

Die Analyse der KCNQ4-defizienten Mausmodelle fiir DFNA2 ist noch nicht abgeschlossen.
Obwohl KCNQ4 in vestibulidren Haarzellen des Typs I exprimiert wird (Kharkovets e al., 2000),
fithrt der Verlust funktioneller KCNQ4-Kanile weder im Menschen (Kubisch e al., 1999) noch
in Miusen zu Storungen vestibulirer Funktionen. Es wurde spekuliert, dass KCNQ4 mit dem
gk, 1, in den TypI Haarzellen identisch ist (Kharkovets et a/., 2000). Dieser auswirtsgerichtete
Kaliumstrom aktiviert bei sehr negativen Potentialen (—88 bis —62 mV) und ist ausschliefflich
in Typ Haarzellen nachweisbar (Riisch und Eatock, 1996; Riisch et al., 1998). Sein zeitliches
Expressionsmuster korreliert gut mit der Expression von KCNQ4 in diesen Zellen (Riisch
et al., 1998; Kharkovets et al., 2000). Die KCNQ4-defizienten Tiere bieten ein gutes Modell,
um zu untersuchen, ob KCNQ4 das molekulare Korrelat des gk 1,-Stroms darstellt. Dazu wire
es notwendig, die Ganzzellleitfihigkeiten der Typ I Haarzellen zu ermitteln und innerhalb der
verschiedenen Genotypen zu vergleichen.

Die Frage nach der Beteiligung einer zentralen Komponente am Pathomechanismus von
DENA2 konnte durch die Herstellung eines konditionellen KCNQ4-Knockouts untersucht wer-
den. Dazu wire es notwendig, KCNQ4 gezielt im Gehirn auszuschalten, wihrend die Expres-
sion im Innenohr unbeeinflusst bleibt. Auf diese Weise konnten die Innenohrdefekte von
Defekten in zentralen auditorischen Neuronen in der Horbahn separiert werden.

DFNA?2 ist eine progrediente Ertaubung, die méglicherweise Ahnlichkeiten zur zuneh-
menden Altersschwerhorigkeit (Presbyakusis) aufweist. Da DFNA2 zumindest teilweise auf
den Verlust einer Kaliumleitfihigkeit in den dufleren Haarzellen zuriickzufiihren ist, kdnnten
Substanzen, die die Kaliumleitfihigkeit dieser Zellen erhohen, einen therapeutischen Effekt
ausiiben. So konnte der Kaliumkanaloffner Retigabin die Amplitude von I , in den dufleren
Haarzellen erhéhen und den Beginn der Ertaubung moglicherweise hinauszégern oder ein
Fortschreiten der Erkrankung verlangsamen. Die KCNQ4-defizienten Miuse bieten ein gu-
tes Modell, um KCNQ-Kanaloffner auf ihre Eignung als Therapeutikum bei progredienter
Taubheit zu untersuchen.

97



4  Diskussion

98



5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung von KCNQ-Kaliumkanilen und ih-
ren [(-Untereinheiten. KCNQ-Kanile bilden eine Familie von spannungsabhingigen Kalium-
Kanaluntereinheiten, die fiinf Mitglieder, KCNQI1 (KvLQT1) bis KCNQ5, umfasst. KCNQ-
Kanile weisen sechs Transmembranregionen (S1-S6) sowie eine ionenleitende Pore zwischen
S5 und S6 auf. Das vierte Transmembransegment (S4) reprisentiert vermutlich den Span-
nungssensor des Kaliumkanals. KCNQ-Kanile bilden funktionelle homomere Kanile iz witro.
KCNQ1 kann mit verschiedenen [-Untereinheiten der KCNE-Familie, die fiinf Mitglieder
(KCNE1-KCNES5) umfasst, zu heteromeren Kanilen assoziieren. Durch die Assoziation mit
den B-Untereinheiten wird das Schaltverhalten von KCNQI1 dramatisch verandert.

In dieser Arbeit wurde die Expression von KCNQI und seinen 3-Untereinheiten im gastro-
intestinalen Trakt untersucht. KCNQI1 wird stark im Magen, im Dinndarm und im Kolon
exprimiert, wihrend KCNE3 vor allem im Kolon und etwas geringer im Diinndarm vorkommt.
Immunfluoreszenzfirbungen an Kryoschnitten zeigten erstmals, dass KCNQ1 mit KCNE3 in
den basolateralen Membranen der Kryptzellen von Kolon und Diinndarm kolokalisiert ist.
Zusammen mit den elektrophysiologischen Eigenschaften von KCNQ1/KCNE3-Heteromeren
(Schroeder et al., 2000b) lisst die Lokalisation vermuten, dass diese Kanile die basolaterale
Kaliumleitfihigkeit bilden, die fiir die transepitheliale cAMP-stimulierte Chloridsekretion im
Darm verantwortlich ist. Durch Immunfluoreszenzfirbungen an Magenschnitten der Maus
wurde gezeigt, dass KCNQ1 mit der HT/KT-ATPase in der luminalen Membran der Ma-
gensiure-sezernierenden Parietalzellen kolokalisiert ist. Mit einem Northern Blot wurde die
B-Untereinheit KCNE2, im Gegensatz zu KCNE1 und KCNE3, im Magen detektiert. Ahnlich
wie KCNQI, lokalisierte KCNE2 in den Magendriisen nur in einer bestimmten Gruppe von
Zellen, die vermutlich Parietalzellen darstellen. Die Koexpression von KCNQI und KCNE2
in HEK293-Zellen ergab Kanile, die beim Ruhepotential der Zellen gedffnet waren und eine
zeitunabhingige Aktivierung aufwiesen. Die heteromeren Kanile kdnnten die apikale Kali-
umleitfihigkeit in den Parietalzellen vermitteln, die wihrend der Siuresekretion durch die
H*/K'-ATPase fiir das Recycling von K*-lonen notwendig ist.

KCNQ2 und KCNQ3 kénnen zu heteromeren Kanilen assoziieren, die Eigenschaften des
neuronalen M-Stroms aufweisen (Wang e al., 1998a). Mutationen in KCNQ2 oder KCNQ3
fithren zu gutartigen, vererbbaren Krimpfen bei Neugeborenen (BFNC), einer autosomal do-
minant vererbten, idiopathischen Epilepsie (Biervert et al., 1998; Singh er al., 1998; Charlier
et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit wurde ein neues Syndrom beschrieben, bei dem BFENC
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von spiter auftretender Myokymie gefolgt wird, einer Muskelerkrankung, die durch spontane,
unwillkiirliche Kontraktionen von Muskelfasergruppen charakterisiert ist. Alle von BENC und
Mpyokymie betroffenen Patienten trugen eine Mutation (R207W), die eine geladene Aminosdure
im S$4-Spannungssensor des KCNQ2-Proteins neutralisierte. Diese Punktmutation wurde in i-
tro in die KCNQ2-cDNA eingebaut und der Strom des mutierten Kanals sowohl allein als auch
in Koexpression mit KCNQ3 in Xenopus laevis Oozyten elektrophysiologisch charakterisiert.
Die Aminosduresubstitution fiithrte zu einer Verschiebung der spannungsabhingigen Aktivie-
rung von KCNQ2 und zu einer dramatischen Verlangsamung der Aktivierung bei Depolarisa-
tion. Da die Myokymie eventuell peripheren Ursprungs ist, wurde die KCNQ2- und KCNQ3-
Expression im Riickenmark untersucht. Durch iz situ Hybridierungen wurde erstmals gezeigt,
dass KCNQ2 und KCNQ3 im anterioren Horn des Riickenmarks exprimiert werden, wo sich
die unteren Motoneurone befinden. Die dramatisch verlangsamte Aktivierung von KCNQ2
durch die R207W-Mutation fiihrt zu einem Verlust des Kaliumstroms, dessen Grofle stark vom
Muster und zeitlichen Verlauf der Depolarisation abhingt. Bei kurzen Depolarisationen, wie
sie bei einzelnen Aktionspotentialen oder einer kurzen Folge von Aktionspotentialen vorkom-
men, ist der Verlust des Stroms grofler als in allen bisher untersuchten BFNC-Mutationen
(Schroeder er al., 1998). Anders als diese Mutationen hat die R207W-Mutation in KCNQ2
einen dominant-negativen Effekt bei kurzen Depolarisationen. In dieser Arbeit wurde die Hy-
pothese aufgestellt, dass Unterschiede im Aktionspotentialmuster zwischen Motoneuronen und
zentralen Neuronen, kombiniert mit der dramatisch verlangsamten Aktivierung der R207W-
Mutante, erkliren kénnen, warum diese Mutation nicht nur BENC verursacht, sondern auch
zu Myokymie fiihrt.

Mutationen im KCNQ4-Gen verursachen die autosomal dominant vererbte, nicht-syndromi-
sche, progrediente Taubheit DFNA2 (Kubisch ez 4/, 1999). Um den Pathomechanismus der Er-
taubung aufzukliren, wurden von Tatjana Kharkovets verschiedene Mausmodelle fiir DFNA2
generiert. Dabei handelt es sich erstens um eine KCNQ4-defiziente Maus (KCNQ4~/~), bei
der die Exone 6-8 von KCNQ4 deletiert wurden. Zweitens wurde eine transgene Maus mit
einer dominant-negativen Mutation (G285S) in der Pore des KCNQA4-Proteins hergestellt, um
ein Mausmodell zu generieren, das direkt einer menschlichen Mutation entspricht (KCNQO4-
DN*/~, KCNQ4-DN*/). In Messungen am auditorischen Hirnstamm, die Dr. Hannes Maier
an anisthesierten Mausen durchfiihrte, wurde ein signifikanter Horverlust bei homozygoten
KCNQ4-defizienten und transgenen Tieren ab einem Alter von ca. vier Wochen festgestellt. Da
KCNQ4 in den dufleren und moglicherweise den inneren Haarzellen des Cortischen Organs
exprimiert wird (Kharkovets ez al., 2000; Beisel ez al., 2000), wurden Patch clamp Messungen an
der semi-intakten Cochlea durchgeftihrt, um die Kaliumleitfihigkeiten sowie die Ruhepoten-
tiale der Zellen zwischen den verschiedenen Mausmodellen zu vergleichen. KCNQ4 vermittelt
in duferen Haarzellen von KCNQ41/*-Miusen einen Strom, der bei ca. —82 mV halbmaxi-
mal aktiviert und XE991-sensitiv ist. Der Strom trigt alle Charakteristika des Ik , -Stroms
duflerer Haarzellen (Housley und Ashmore, 1992; Marcotti und Kros, 1999). Da dieser Strom
in KCNQ4~/~-, KCNQ4-DN*/~- und KCNQ4-DN+/*Tieren nicht nachweisbar war, konnte
erstmals gezeigt werden, dass KCNQ4 in den dufleren Haarzellen das molekulare Korrelat von
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I n darstellt. In KCNQ4-defizienten Tieren war das Ruhemembranpotential duferer und inne-
rer Haarzellen signifikant depolarisiert. Das Fehlen von I , in dufleren Haarzellen fiihrte zu
einer Depolarisation des Ruhemembranpotentials um 10-17 mV. Innere Haarzellen KCNQ4-
defizienter Tiere waren ca. 6-8 mV depolarisierter als WT-Zellen. Damit wurde erstmals die
Beteiligung von KCNQ4 am Ruhestrom innerer Haarzellen gezeigt. Die Kaliumleitfihigkeiten
der inneren Haarzellen KCNQ4-defizienter Tiere waren nur geringfiigig verindert. Innere
Haarzellen von KCNQ4~/~- und KCNQ4-DN*/*Tieren wiesen allerdings bei Hyperpolarisa-
tion geringere Einwirtsstrome auf als innere Haarzellen von WT-Miusen. Die permanente
Depolarisation durch den Anstieg des Ruhemembranpotentials konnte zumindest in dufleren
Haarzellen zu einem erhdhten Ca®t-Einstrom in die Zelle und dadurch zur langsamen De-
generation duflerer Haarzellen fiihren, wie sie sowohl in den Mausmodellen fiir DFNA2 als
auch ber DENA2-Patienten beobachtet wurde. Der Horverlust, der in DFNA2-Patienten und
in den Mausmodellen fiir DFNA2 festgestellt wurde, ist mit 50-70 dB so grof, dass er nicht al-
lein durch die Degeneration duflerer Haarzellen erklirt werden kann. Weitere Untersuchungen
werden daher notwendig sein, um den Pathomechanismus von DFENA2 aufzukliren.
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6 Kollaborationen

Folgende Kollaborationen haben diese Arbeit entweder erméglicht oder wichtige Informatio-
nen fir die Analyse geliefert:

- Privatdozent Dr. Siegfried Waldegger hat die histologischen Daten zur Lokalisation von
KCNQ1 und KCNE3 im Dick- und Diinndarm erhoben.

- Radioaktive i situ Hybridisierungen wurden zusammen mit Privatdozentin Dr. Irm
Hermans-Borgmeyer durchgefithrt. Dr. Susanne Fehr hat die iz sitw Hybridisierungen
mit Digoxigenin erstellt.

- Privatdozentin Dr. Ortrud K. Steinlein wurde auf die Familie mit der KCNQ2-Mutation
aufmerksam. Die genetische Analyse der Patienten und Patientinnen fand in ihrem
Labor statt. Colette Kananura war an diesen Arbeiten beteiligt.

- Die klinischen Untersuchungen der Patienten und Patientinnen mit der KCNQ2-Muta-
tion wurden von Prof. Dr. Bernhard Kunath an der Universititsklinik Dresden betreut.
Dr. Ulrike Reuner war an der Erstellung der Elektromyogramme beteiligt.

- Die KCNQ4-defizienten Miause sowie die transgenen Miuse mit einer dominant-negati-
ven Mutation im KCNQ4-Gen wurden von Tatjana Kharkovets erzeugt, die sich auch
um die Verpaarung der Tiere gekiimmert hat.

- Dr. Hannes Maier hat die ABR-Messungen an den Miusen durchgefiihrt und ausgewer-
tet.
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7 Verdffentlichungen

Teile dieser Arbeit wurden mit Einverstindnis der Betreuer verdffentlicht:

1. Dedek, K. und Waldegger, S. (2001) Colocalization of KCNQ1/KCNE channel subunits
in the mouse gastrointestinal tract. Pflugers Arch, 442(6):896-902.

2. Dedek, K., Kunath, B., Kananura, C., Reuner, U,, Jentsch, T.]. und Steinlein, O. K. (2001).
Myokymia and neonatal epilepsy caused by a mutation in the voltage sensor of the
KCNQ2 K* channel. Proc Natl Acad Sci U S A, 98(21):12272-12277.
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