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1 Einleitung

1.1 lonenkanale

lonenkanale bilden die Grundlage zahlreicher physiologischer Vorgange. Sie
spielen eine zentrale Rolle in der Homdostase, Osmoregulation, der Erzeugung
von Aktionspotentialen sowie in der synaptischen Signallbertragung. Der
Durchbruch in der Erforschung ihrer Funktion gelang durch die Entwicklung der
Patch-Clamp-Technik durch Neher und Sakmann (1976), die daftr 1991 mit dem
Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet wurden. Die strukturelle Aufklarung wurde
durch MacKinnons Réntgenkristallographie eines bakteriellen Kaliumkanal 1998
entscheidend vorangetrieben. Er erhielt ebenfalls den Nobelpreis (2003). Neuere
Fortschritte in der Kryo-Elektronenmikroskopie (Cryo-EM) erlauben heute die
hochauflosende Darstellung von lonenkandlen in  unterschiedlichen
Konformationszustanden (Sun & MacKinnon, 2020).

lonenkanale sind Transmembranproteine, die selektiv den Transport von lonen
uber die Plasmamembran ermoglichen. Sie bestehen typischerweise aus
mehreren Untereinheiten, die sich innerhalb der Lipiddoppelschicht zu einem
funktionellen Porenkomplex zusammenlagern. Zusatzlich binden akzessorische
Proteine, welche die Lokalisierung, Leitfahigkeit und regulatorische
Eigenschaften des Kanals modulieren. lonenkanale unterliegen komplexen
Regulationsmechanismen und lassen sich grob in spannungsabhangige,
ligandengesteuerte, rezeptorgekoppelte sowie konstitutiv aktive Kanale einteilen
(Klinke, 2010). Sie sind dynamische Strukturen, die zyklisch zwischen offenem,
geschlossenem und inaktiviertem Zustand wechseln, ein Vorgang, der als Gating
bezeichnet wird (Rassow, 2006). Gating-Mechanismen sind entweder Stimuli
getriggert, beispielsweise durch Ligandenbindung an einen ligandengesteuerten
lonenkanal, durch Anderung des Membranpotentials bei spannungsabhéngigen

lonenkanalen oder aber akzidentiell.



1.2 Membranpotential

Erregbare Zellen, insbesondere Neuronen, weisen im Ruhezustand ein
Membranpotential von etwa —50 mV bis —100 mV auf (Silbernagel, 2003). Dieses
resultiert aus einer ungleichen Verteilung von lonen zwischen intra- und
extrazellularem Raum, die hauptsachlich durch die Aktivitat der Na*/K*-ATPase
aufrechterhalten wird. Diese Pumpe bewirkt unter Energieverbrauch einen
Antiport von drei Natriumionen aus der Zelle und zwei Kaliumionen in das
Zytosol, wodurch ein Konzentrations- und Ladungsgefalle entsteht mit
Entstehung eines negativen Potentials im Zellinneren. Wahrend im Zellinneren
eine  hohe Kaliumkonzentration (~140 mmol/l) und eine niedrige
Natriumkonzentration (~12 mmol/l) herrscht, ist extrazellular der Natriumgehalt
mit etwa 145 mmol/l hoch und der Kaliumgehalt mit ca. 4 mmol/l niedrig. Die
Zellmembran weist eine sehr geringe Leitfahigkeit fir Natrium jedoch eine
deutlich héhere fiir Kalium auf. Uber selektive Kalium-Leckkanale (K2P-Kanéle)
kann Kalium passiv entlang seines Konzentrationsgradienten aus der Zelle
diffundieren (Goldstein et al., 2001). Diese selektive Permeabilitat fuhrt zur
Ausbildung eines Diffusionspotentials: An der AulRenseite der Membran
akkumulieren positive Ladungen, wahrend das Zellinnere negativ wird. Das
entstehende elektrische Feld wirkt dem weiteren Kaliumausstrom entgegen bis
chemische und elektrische Triebkrafte im Gleichgewicht sind — dies entspricht
dem sogenannten Kaliumgleichgewichtspotential  (Silbernagel, 2003).
Zellmembranen sind jedoch auch fur andere lonen wie Chlorid oder Calcium in
unterschiedlichem Malie permeabel und das Membranpotential weicht deshalb
vom reinen Kaliumgleichgewicht ab - berechenbar nach der Goldman-Hodgkin-

Katz-Gleichung.

1.3 Die Familie der Kaliumkanale

Die Vorstellung selektiver Kaliumkanale reicht GUber mehr als ein Jahrhundert
zuruck. Bereits Julius Bernstein postulierte 1902 in seiner Membrantheorie, dass

die Zellmembran erregbarer Zellen in Ruhe vor allem fur Kaliumionen durchlassig



ist und das Ruhemembranpotential aus deren ungleicher Verteilung resultiert.
Spatere Arbeiten von Hodgkin und Huxley (1952) bestatigten diese Hypothese
experimentell und legten den Grundstein der modernen Elektrophysiologie.
Kaliumkanale bilden die grofte und vielfaltigste Familie aller lonenkanale. Im
menschlichen Genom sind etwa 80 Kaliumkanal-kodierende Gene bekannt (Villa,
2016); rund 40 davon sind spannungsgesteuert und werden in zwolf Subfamilien
(Kv1-Kv12) eingeteilt (Johnston, 2010). |hre funktionelle Diversitat wird durch
alternatives Splicing, Heteromerisierung und zelltypspezifische Expression
weiter gesteigert (Hille, 2001). Zahlreiche Isoformen werden zudem
entwicklungs- oder gewebespezifisch exprimiert.

Phylogenetisch sind Kaliumkanale keine Neuentwicklung bei Wirbeltieren,
genauso wenig wie die gro3e Zahl der fur Kaliumkanale kodierenden Gene. Sie
stellen eine evolutionar hochkonservierte Proteinfamilie dar. lhre Gene finden
sich nicht nur in Wirbeltieren, sondern auch in einfachen Organismen wie
Caenorhabditis elegans (76 Kaliumkanalgene; Bargmann, 1998) oder Drosophila
melanogaster (27 Gene,; Littleton & Ganetzky, 2000). Sogar in Prokaryoten, etwa
im Archaebakterium Aeropyrum pernix, wurden Kaliumkanale identifiziert. Damit
gelten sie als evolutionares Grundelement zellularer Lebensfahigkeit (Hille,
2001).

Die Erforschung von Kaliumkanalen war zunachst schwierig, da geeignete
Liganden und stabile Proteinpraparationen fehlten (Berg, 2002). Erst der
Fortschritt molekulargenetischer Techniken ermdglichte 1987 die Klonierung des
Shaker-Gens in Drosophila melanogaster (Papazian et al., 1987; Pongs et al.,
1988). Dies markierte den Beginn der modernen Kaliumkanalforschung. In der
Folge wurden weitere Drosophila-Gene (Shab, Shaw, Shal) identifiziert, die
homologe menschliche Gene besitzen.

Mit wachsender Zahl identifizierter Gene wurde die Klassifikation der
Kaliumkanale mehrfach revidiert. Heute erfolgt sie anhand struktureller Kriterien
(Zahl der Transmembrandomanen und Porenschleifen), funktioneller
Eigenschaften (Aktivierungsmechanismus, Leitfahigkeit) und

Sequenzhomologien.
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Aus struktureller Sicht werden laut Capera (Capera, 2019) vier Gruppen

unterschieden:

Kaliumkanale aus Tetrameren mit 6 Transmembrandomanen, einer P-
Schleife und intrazellular liegendem N- und C- Terminus, wozu die
spannungsabhangigen Kv-Kanale und damit auch die Kv4 und Kv7- Kanale
gehoren, die Teil dieser Arbeit sind und spater naher besprochen werden.
Ca?*aktivierte Kanale (,/arge conductance Kcs), die ebenfalls aus einem
Tetramer bestehen, dessen Untereinheiten jedoch sechs oder sieben
Transmembrandomanen und eine P-Schleife besitzen (Wulff, 2009). Sie
werden durch einen intrazellularen Calciumanstieg aktiviert.

Kaliumkanale aus Tetrameren mit jeweils nur zwei Transmembrandomanen
und einer P-Schleife, wozu die einwarts gleichrichtenden Kir-Kanale (,inward
rectifier”) gehoren, die bei hyperpolarisierten Membranpotentialen im Bereich
des Gleichgewichtspotentials von K* (ca.-90mV) aktiviert werden und einen
hdéheren  Kalium-Influx als Efflux  bevorzugen. Bei positiveren
Membranpotentialen werden sie durch Polyamine oder Mg?* blockiert, was
einen Ausstrom von K* wahrend einer Depolarisation verhindert. Damit sind
sie wichtig fur die Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials (Ho et al.,
1993, Brandes, 2019). Hierzu gehdren auch die ATP-sensitiven Kaliumkanale
Katp, die z.B. in den B-Zellen des Pankreas die Insulinsekretion regulieren.
Glucose wird insulinunabhangig in die 3 -Zelle des Pankreas transportiert, das
einen erhohten ATP-Spiegel bewirkt, wodurch es zum Schluss der ATP-
sensitiven Kaliumkanale (Kir 6.2) mit konsekutiver Depolarisation kommt.
Durch eine nachgeschaltene Signalkaskade hat dies die Aktivierung
spannungsgesteuerter Calciumkanale mit Insulinsekretion zur Folge.
Tandemporen-Kanale (K2p), deren Untereinheiten aus jeweils vier
Transmembrandomanen und 2 P-Schleifen bestehen und schon als Dimer
einen funktionellen Kanal bilden. Hinsichtlich der Ausbildung von zwei P-
Schleifen innerhalb einer Untereinheit geht man davon aus, dass es sich um
eine Fusion zweier Untereinheiten handelt. Sie sind Grundlage der
Hintergrundsleitfahigkeit durch Kalium-Leakstrome, komplex regulierbar,

teilweise durch Depolarisation, Neurotransmitter, Temperatur, mechanische
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Dehnung oder pH-Wert. Physiologische Relevanz besitzen sie neben der
Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials  auch u.a. in

Blutdruckregulation, Herzerregung und Schlaf-Wach-Regulation.

Die spannungsgesteuerten Kaliumkanale (Kv-Kanale) bilden die grofte
Untergruppe der Kaliumkanalfamilie und werden in zwolf Subfamilien (Kv1-
Kv12) eingeteilt (Wulff et al., 2009). Einige Vertreter, darunter Kv1, Kv4 und Kv7
aktivieren bereits bei Membranpotentialen nahe dem Ruhemembranpotential und
werden daher als low-voltage-activated (LVA) bezeichnet (Johnston et al., 2010).
Kv4-Kanale zeichnen sich durch eine schnelle Aktivierung und Inaktivierung aus,
erzeugen den sogenannten A-Strom und bendtigen zur Reaktivierung eine
vorangegangene Hyperpolarisation (Maffie & Rudy, 2008). Im Gegensatz dazu
sind Kv7-Kanale nicht inaktivierbar und weisen eine langsame Kinetik auf. Sie
vermitteln einen stetigen, spannungsabhangigen Auswartsstrom, der das
Ruhemembranpotential stabilisiert onne wesentlich zur Repolarisation einzelner
Aktionspotentiale beizutragen (Brown & Adams, 1980; Brown, 2009). Kv4-Kanale
hingegen modulieren die Initiierung und Frequenz von Aktionspotentialen (Hille,
2001). Kv2- und Kv3-Kanale werden erst bei starkeren Depolarisationen aktiviert
(high-voltage-activated, HVA) und bestimmen damit malgeblich das
Feuermuster und die Repolarisationsdynamik neuronaler Aktionspotentiale
(Johnston et al., 2010). Im Fokus der vorliegenden Arbeit stehen die
spannungsgesteuerten Kaliumkanale Kv7.2 und Kv7.3 der KCNQ-Familie sowie
Kv4.3.

L https://www.degruyterbrill.com/document/doi/10.1515/s12269-015-
00082/html?srsltid=AfmBOorHkuMjulcU4wdHttu9RF1RPT) OM-dwxX8Jie-ZI0x3TDndSGS, Stand
09/2025
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1.3.1 Struktur und Funktion von spannungsabhangigen Kaliumkanalen
(Kv-Kanale)

Spannungsabhangige Kaliumkanale (Kv-Kanale) sind die gréfite und funktionell
vielseitigste Untergruppe der Kaliumkanale. Sie bestehen aus vier a-
Untereinheiten, die gemeinsam eine zentrale Pore bilden. Jede Untereinheit
weist sechs Transmembransegmente (S1-S6) auf. Die Segmente S1-S4 bilden
den Spannungssensordomane (Voltage-Sensing-Domain, VSD), wahrend S5-
S6 zusammen mit der P-Schleife (P-Loop) die Porendomane ausmachen (Noda
et al., 1984). Das Segment S4 enthalt mehrere positiv geladene Arginin-Reste,
die als Spannungssensoren fungieren (Lerche et al., 2000). Bei Anderungen des
Membranpotentials werden diese Ladungen, wie in Abb. 2 dargestellt,
verschoben und I6sen Uber den S4-S5-Linker eine Konformationsanderung in
der Porendoméane aus, die das Offnen oder SchlieBRen des Kanals steuert
(Jensen et al.,, 2012). Im Ruhezustand werden die positiv geladenen S4-
Segmente durch elektrostatische Anziehung zur negativ geladenen Innenseite
der Plasmamembran gezogen, wodurch die Pore geschlossen bleibt. Eine
Depolarisation bewirkt eine elektrostatische AbstoRung dieser Sensorladungen,
die mechanisch Uber den S4-S5-Linker auf die Porendomane Ubertragen wird
und zur Offnung des Kanals filhrt (Jensen et al, 2012). Neuere
molekulardynamische Simulationen und Cryo-EM-Analysen zeigen, dass sich die
S4-Helix stufenweise Uber mehrere Zwischenpositionen (,up®, ,intermediate®,
,2down®) um etwa zwei Helixwindungen bewegt. Dadurch wird eine fein abgestufte

Kontrolle des Gatings ermdglicht (Mandala & MacKinnon, 2022).
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P-loop () RazsG CamA

e

CamB

NHy*

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer K,7-Untereinheit sowie weiterer
spannungsabhangiger Kaliumkandle. Die abgebildeten Zylinder stellen die sechs
transmembranéren a-Helices dar, S4 den positiv geladenen Spannungssensor, S5 bis S6
die porenbildende Domane. C- und N-Terminus liegen intrazellular.

Dargestellt durch Punkte sind die hier untersuchten KCNQ2 Punktmutationen G315R (rot)
und R325G (ocker) im C-Terminus, welche in der Calmodulin-Bindestelle (CamA) und nahe
der PIP2-Bindestelle lokalisiert sind (Millichap et al., 2016)

Modifiziert nach Rogawski, 2000 und Millichap, 2016

Zug von S4 und Linker
Richtung negativ
geladener Innenseite der
Plasmamembran: Gate
geschlossen

Abscherung von S4 und
Linker Richtung
Extrazellularraum: Gate
offnet sich

Retigabin Bdg.stelle.

Abbildung 2: Querschnitt eines Kv7-Kanals.

(A): Bei Ruhemembranpotential wird der Spannungssensor S4 mit beinhaltenden positiv
geladenen Argininen in Richtung der negativ geladenen Innenseite der Plasmamembran
gezogen: Das Gate ist geschlossen.

(B): Bei Depolarisation erfolgt die elektrostatische AbstoBung von S4 und Innenseite der
Plasmamembran. Das Gate o6ffnet sich. Zusatzlich ist die angenommene Retigabin-
Bindestelle (r) am S5 Segment innerhalb der Kanalpore gezeigt.

Modifiziert nach Millichap und Cooper, 2012
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hochspezifische Passage von K*-lonen, wahrend Na*-lonen trotz geringerer
GroRe ausgeschlossen werden. Strukturelle Analysen zeigen, dass K*-lonen im
Selektivitatsfilter ihre Hydrathulle verlieren und durch direkte Wechselwirkungen
mit Carbonylsauerstoffen der P-Schleife stabilisiert werden. Kaliumionen kénnen
den Kanal ,nackt*? durchqueren. Dieses Prinzip erlaubt eine schnelle, aber
dennoch selektive lonentranslokation (,Knock-on-Mechanismus®; Kopec et al.,
2018). Bei Na*-lonen mit hoéherer Ladungsdichte ware die Dehydratisierung
energetisch ungunstig, ihre Hydrathllle wird deshalb nicht abgestreift und sie
konnen diese Wechselwirkungen mit der P-Schleife nicht eingehen. Zudem ist ihr
Durchmesser bei erhaltender Hydrathtulle zu gro3, weshalb ihnen der Durchtritt
durch den Kanal verwehrt und die Kanalselektivitat erhalten bleibt (Kopec et al.,
2018).

Die tetramere Organisation der Kv-Kanale zeigt eine deutliche Homologie zu
spannungsabhangigen Natrium- (NaV) und Calcium- (CaV) Kanalen, deren a-
Untereinheit aus vier homologen, in Serie geschalteten Domanen besteht. Diese
Serie entspricht funktionell den vier separaten Untereinheiten der Kv-Kanale
(Berg et al., 2002), das Hinweis auf eine gemeinsame evolutionare Abstammung

ist.

Pore

Natrium Kanal HTI!_;I_IZI—I_FI_I_I:I—ITI_I_I:I—UTI_I_EI—
514 53/ 5556

CalcumKanal L E NN N W WV W H T ITEF N - TITT N -

Shaker Kanal [ TN TW]

Abbildung 3: Homologie von NaV-, CaV- und Kv-lonenkanialen; vierfach in Serie
geschaltene Doméanen der NaV- und CaV-Kanale entsprechen funktionell der Anordnung
im Tetramer der a-Untereinheiten im Kv-Kanal.

Modifiziert nach Berg et.al., 2002

2 https://www.mpinat.mpg.de/619856/pr 1819 (Stand 09/25)
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1.3.2 Klassifikation der Kv-Kanale

Der erste klonierte spannungsabhangige Kaliumkanal Shaker wurde bei
Drosophila melanogaster identifiziert. Die Mutation fuhrt durch eine Reduktion
des A-Stroms zu charakteristischen Muskelzuckungen, die namensgebend
waren (Salkoff, 1981). In der Folge wurden weitere Kv-Kanal-Gene (Shab, Shaw
und Shal) kloniert, die jeweils homologe Genfamilien in Saugetieren besitzen:
Shaker (KCNA-), Shab (KCNB-), Shaw (KCNC-) und Shal (KCND-Genfamilie).
Kv-Kanale bestehen aus vier a-Untereinheiten mit jeweils sechs
Transmembransegmenten. Haufig lagern sich an die a-Untereinheiten
regulatorische B-Untereinheiten an, die selbst keine lonenkanale bilden koénnen,
jedoch die Kanalcharakteristik modifizieren (Rettig et al., 1994) oder die
Oberflachenexpression erhdhen (Shi et al, 1996). Mutationen in J-
Untereinheiten kénnen ebenso schwerwiegende neuronale Funktionsstérungen
verursachen wie in den a-Untereinheiten - beispielsweise SCN1B-Mutationen,
die mit dem Dravet-Syndrom assoziiert sind (Aeby et al., 2019). B-Untereinheiten
spannungsabhangiger Kv-Kanale besitzen meist keine Transmembrandomane
und binden intrazellular an die a-Untereinheiten (Parcej et al., 1992; Gulbis et al.,
1999).

Ein funktioneller Kv-Kanal setzt sich aus vier homo- oder heteromeren ao-
Untereinheiten zusammen. Nicht alle Untereinheiten sind miteinander
kombinierbar (Christie et al., 1990). Die Kompatibilitat wird typischerweise durch
Wechselwirkungen der T1-Domanen bestimmt, die sich N-terminal vor dem
ersten Transmembransegment (S1) befinden (Li et al., 1992). Die Untereinheiten
der Kv7-Kanale interagieren im Gegensatz dazu aber uUber ihren C-Terminus.
Durch unterschiedliche Kombinationen von a-Untereinheiten und durch
alternative SpleiRvarianten entsteht eine erhebliche molekulare Diversitat, die
eine Anpassung an verschiedene zellulare Funktionen ermoglicht (Christie et al.,
1990). Wie in Kapitel 1.3.1 beschrieben, erfolgt die Offnung der Kv-Kanalpore
durch eine Konformationsanderung mit Verschiebung des S4-Segments und
Linker. Inaktivierbare Kanale zeigen entweder eine langsame C-Typ- oder eine
schnelle N-Typ-Inaktivierung. Der Mechanismus der C-Typ-Inaktivierung ist

bislang nur teilweise verstanden; angenommen wird eine
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Konformationsanderung an der extrazellularen Seite der Pore, die das Schliel3en
des Kanals bewirkt. Die N-Typ-Inaktivierung folgt dagegen dem klassischen
,Ball-and-Chain“-Mechanismus (Armstrong & Bezanilla, 1973; Hoshi et al.,
1991): Der flexible N-Terminus einer a-Untereinheit schwenkt nach der

Aktivierung in die Kanalpore ein und blockiert diese reversibel.

1.3.3 Kv7-Kanale aus der Familie der Kv-Kalium

Kv7-Kanale sind eine phylogenetisch alte Unterfamilie der
spannungsabhangigen Kv7-Kanale. Orthologe Gene von KCNQ7 und KCNQ5
finden sich in allen Bilateria, das heifl3t vom Wurm bis zum Wirbeltier. KCNQZ2 und
-3, von denen man vermutet, dass sie durch Genduplikation entstanden sind,
sind dagegen junger und entwickelten sich erst innerhalb der Wirbeltiere (Wei et
al., 2005; Cooper, 2010). Trotz langjahriger Erforschung von Kv7-Stromen waren
sie die letzte grol’e Gruppe spannungsabhangiger Kaliumkanale, die kloniert
wurden; laut Jentsch wohl aus technischen Grinden wegen des hohen GC-
Gehaltes ihrer Sequenz (Jentsch, 2000).

Im menschlichen Genom ist KCNQZ2 auf Chromosom 20 und KCNQ3 auf
Chromosom 8 kodiert. Kv7-Kanale folgen dem typischen Aufbau von Kv-Kanalen
mit vier a-Untereinheiten mit jeweils sechs Transmembrandomanen, einer P-
Schleife flankiert von Segment S5 und S6 als porenbildende Doméane und
Aktivierungstor sowie einen Spannungssensor (S1-S4; VSD) mit positiv
geladenem S4-Segment, das je nach Subtyp vier bis sechs Arginine beinhaltet
(Lerche et al., 2000). Charakteristisch fur Kv7 ist der lange C-Terminus, der mit
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) und Calmodulin (CaM) interagiert.
Kv7-Kanale unterscheiden sich trotz des ahnlichen Aufbaus von anderen
spannungsabhangigen Kaliumkanalen in einigen Punkten (Cooper, 2011). Zum
einen fehlt Kv7-Kanalen die T1-Domane im N-Terminus, uber die Kv1-4
tetramerisieren. Die Tetramerisierungsdomane liegt bei Kv7-Kanale dagegen c-
terminal (Schmitt et al., 2000; Yus-Najera et al., 2002; Maljevic et al, 2003;
Schwake et al., 2003; Zhang et al., 2003). Der C-Terminus verfugt zudem uber
zwei Calmodulin-(CaM)-Bindestellen. CaM spielt eine wichtige Rolle in der
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korrekten Proteinfaltung, dem Trafficking, d.h. Ausschleusen des Genprodukts
aus dem endoplasmatischen Retikulum und Einbau in die Plasmamembran, dem
Assembly und in der funktionellen Regulation (Ca**-abhangige Modulation).
Durch die Interaktion von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) uber
Bindedomanen (c-terminal und im S4-S5-Linker) mit der VSD und Pore wird die
Kanaloffnung stabilisiert (Yus-Ngjera et al., 2002; Devaux et. L 2004, Chung et.
Al, 2006, Liu und Devaux, 2014). Ein weiterer Unterschied zu anderen Kv7-
Kanalen ist ein 80 Aminosauren langes, konserviertes ,Anker‘-Motiv (Ankyrin-G-
Bindestelle) weiter distal am C-Terminus, das unter Kv7-Kanalen nur Kv7.2 und
-.3 Kanale besitzen. Ankyrin-G vermittelt die Lokalisierung der Kv7-Kanale am
Axoninitialsegment (AIS) und an Ranvierschen Schnurringen, wo Kv7.2/7.3
haufig mit NaV-Kanalen colokalisiert sind. Diese raumliche Koinzidenz ist
funktionell ~wichtig fur die Kontrolle der Erregungsinitiation und
Wiederverfugbarkeit von NaV-Kanalen.

Kv7-Untereinheiten konnen homo- und in bestimmten Kombinationen
heteromere Kanale bilden (Schroeder et al., 1998; Kubisch et al.,1999; Lerche et
al., 2000). So kann Kv7.3 sowohl mit Kv7.2, Kv7.4 und Kv7.5 interagieren, nicht
aber mit Kv7.1. Kv7.1 lagert sich mit R-Untereinheiten der KCNE-Familie (KCNE1
und KCNE3) zusammen (Kubisch et al., 1999; Yus-Najera et al., 2003; Devaux
et al., 2004; Cooper, 2010), nicht aber mit anderen Kv7- Untereinheiten (Berhanin
et al., 1996; Schroeder et al., 2000). Wie bereits genannt, interagieren die
auxiliaren R-Untereinheiten der KCNE-Familie mit Kv7-Kanalen und beeinflussen
ihre Funktionsweise. Sie haben - anders als die R-Untereinheiten der weiteren
Vertreter von Kv-Kanalen - eine Transmembrandomane (McCrossan et al., 2004,
Tristani-Firouzi et al., 1998).

Experimentell zeigen homomere Kv7.3-Kanale in heterologer Expression geringe
bis keine Strome, wahrend Kv7.2-Homotetramere deutlich leitfahiger sind.
Kv7.2/Kv7.3-Heteromere generieren in der Regel deutlich groRere M-Strome mit
in heterologen Systemen ~10-fach grofieren Stromamplituden (Yang WP et al.,
1998) und einem gesteigerten Plasmamembraneinbau (Schwake et al., 2000).

Kv7.2 und Kv7.3 haben ein Uberlappendes Expressionsmuster, wenngleich sich
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die Expressionsdichte der jeweiligen a-Untereinheiten in verschiedenen
Neuronen und Entwicklungsphasen unterscheiden (Schroeder et al., 1998). So
werden in der neuronalen Proliferationsphase vor allem Kv7.2 Homotetramere
exprimiert und erst in einer spateren Phase - wahrend der Differenzierung -
heteromere Kv7.2/ Kv7.3 Kanale gebildet (Hadley 2003, Tinel et al., 1998,
Safiulina e al., 2008). Die Expression von Kv7.2 und -3 ist im ZNS breit verteilt
(Kortex, Putamen, Nucleus caudatus, Thalamus, Amygdala, Hippocampus,
Substantia nigra, (Biervert et al., 1998; Schroeder et al., 1998; Yang et al., 1998)),
jedoch auch im peripheren Nervensystem vorhanden (Passmore et al., 2003 und
2012).

Funktionell bilden Kv7.2/7.3 den charakteristischen M-Strom: langsam
aktivierend, nicht-inaktivierend, auswartsgleichrichtend, mit einer Aktivierung im
Subschwellenbereich und daher relevant fur die Stabilisierung des
Ruhemembranpotentials und Unterdrickung repetitiven Feuerns (Cooper, 2000).
Neben dieser klassischen Rolle gibt es zunehmende Evidenz fur eine Bedeutung
von Kv7-Kanalen in neuronaler Entwicklung und Netzwerkreifung (Baculis et al.,
2020; Dirkx et al., 2020).

1.3.4 M-Strom

Der von Kv7.2- und Kv7.3 Kanalen vermittelte Strom wird als M-Strom (lw)
bezeichnet (Wang et al.,1998). Neben Kv7.2 und Kv7.3-Kanale vermitteln auch
Kv7.4 und Kv7.5-Kanale M-Strom (Lerche et al., 2000). Es handelt sich um einen
langsam aktivierenden, nicht inaktivierenden Auswarts-K*-Strom mit Aktivierung
bereits im Subschwellenbereich (ca. =60 mV) und vollstandiger Aktivitat bei
Depolarisation (Gutman, 2005; Cooper et al., 2000). Durch den Kaliumausstrom
wirkt der M-Strom hyperpolarisierend, stabilisiert das Ruhemembranpotentials
und unterdruckt repetitive Aktionspotentialentladungen. Durch die Colokalisation
von Kv7.2/7.3 mit spannungsabhangigen Natriumkanalen (NaV) an exzitatorisch
relevanten Punkten wie dem Axonhugel und den Ranvier-Schnurringen
schranken sie zum einen wiederholtes Feuern ein und sichern zum anderen die
NaV-Kanal Verfugbarkeit im steady-state (Chung et al., 2006, Battefeld et al.,

2014). Zusatzlich besteht eine hohe Expressionsdichte von Kv7.2 an
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prasynaptischen Endigungen, wo sie regulatorische Wirkung auf die
Neurotransmitterausschuttung haben (Battefeld et al., 2014).

Namensgebend fur den M-Strom war seine Eigenschaft, dass er durch Muscarin,
das Gift des Fliegenpilzes, gehemmt werden kann (Brown und Adams, 1980).
Der Mechanismus lauft Uber die Aktivierung des metabotropen, Gq-Protein
gekoppelten muskarinischen Acetylcholin-Rezeptor (mAchR). Der naturliche
Aktivator des mAchR ist Acetylcholin. Bei Bindung von Acetylcholin wird die Gq-
Untereinheit vom G-Protein abgespalten, die die Phospholipase C aktiviert.
Phospholipase C spaltet das an der intrazellularen Seite der Plasmamembran
lokalisierte Phosphatidylinositol-(4,5)-bisphosphat (PIP2), das zur Kanaloffnung
notig ist, zu Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). IP3 sorgt
als second messenger flr eine Freisetzung von Ca?* aus Ca?*-Speichern der
Zelle (v.a. Endoplasmatisches Reticulum). Ca?*-bindet an Calmodulin, wodurch
Calmodulin von der Calmodulin-Bindestelle am C-Terminus der Kv7.2- und Kv7.3
Untereinheit abdiffundiert, das zur Schlielung des Kanals und somit Drosselung
des M-Stroms fuhrt (Wen and Levitan, 2002; Yus-Najera et al., 2002).
M-Strom-Kanale lassen sich experimentell pharmakologisch durch Linopirdin
oder XE991 hemmen. Dies bewirkt eine Verschiebung der
Aktionspotentialschwelle in Richtung negativere Potentiale (Shah et al., 2008)
und somit eine neuronale Hyperexzitabilitdt (Delmas und Brown, 2005).
Ursprunglich wurden Linopirdin als Nootropika bei Alzheimer entwickelt und sollte
eine verstarkte Acetylcholinausschuttung bewirken. Es zeigte aber in der
klinischen Anwendung keine Verbesserung der Gedachtnisleistung (Rockwood
et al., 2014). Heute findet man sogar eher Hinweise auf reduzierte M-Strome im
Zusammenhang mit B- Amyloid-Ablagerungen (Colom et al., 2011), was somit
nach heutiger Sicht therapeutisch eher fir ein Profitieren von Kv7-Kanaléffnern
sprechen wuirde (Dirkx et al, 2020). Selektive Kv7-Kanal6ffner wie Retigabin
(RTG) wurden bereits in Tierversuchen bei Alzheimer eingesetzt (Zhuang e al.,
2024). Neuerdings wurde auch Gabapentin als indirekter Kv7-Offner identifiziert,
dessen Wirkung Uber dieselbe Tryptophan-Bindestelle im S5-Segment von Kv7.2
wie RTG erfolgt (Manville et al.,, 2018) und als ,precision therapy“ gesehen
werden kann (Soldovieri et al., 2020). Weitere Substanzen mit aktivierendem
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Effekt auf Kv7-Kanale sind Somatostatin, Cortistatin und Dynorphin (de Lecea et
al., 1996,).

1.3.5 Retigabin/Ezogabin

Das hier untersuchte Retigabin/Ezogabin ist ein direkter Kv7-Kanaloffner mit
Spezifitat fur Kv7.2-Kv7.5. Ausgangssubstanz fur Retigabin war das zentral
wirksame nicht-opioide Analgetikum Flupirtin, bei dem bereits antiepileptische
Effekte diskutiert wurden (Rostock et al.,1996). Es wurde ab 1980 urspringlich
im damals ostdeutschen Arzneimittelwerk Dresden entwickelt, dann von
GlaxoSmithKline produziert (Gunthorpe, 2012). 2011 erfolgte die Zulassung in
der EU und den USA (US-Marktzulassung unter dem Handelsnamen
Ezogabine). Schon im Juli 2012 wurde Retigabin wieder vom deutschen Markt
zuruckgezogen, nachdem es durch den Gemeinsamen Bundesausschuss keinen
Zusatznutzen gegeniiber Lamotrigin und Topiramat zugesprochen wurde®.
Wegen Hinweisen auf Pigmentveranderungen der Haut und Netzhaut erfolgte
2017 der weltweite Marktriickzug®.

Funktionell unterscheidet sich Retigabin erheblich von klassischen
Antikonvulsiva: Es wirkt nicht primar durch Hemmung von Na*- oder Ca?*'-
Kanalen oder Verstarkung der GABAergen Transmission, sondern durch
allosterische Offnung von Kv7 Kanalen (Kv7.2-5) (Schenzer et al., 2005; Wuttke
et al.,, 2005). Da Kv7-Kanale im Subschwellenbereich aktiv sind und einen
Kaliumausstrom bewirken, hat Retigabin einen hyperpolarisierenden Effekt auf
das Membranpotential und fuhrt damit zur Verringerung neuronaler Exzitabilitat
(Rundfeldt & Netzer, 2000).

Die Retigabin-Bindungstasche liegt zwischen S5 und S6 mit zwei
Schlusselaminosauren Tryptophan W236 und Glycin G301 (Schenzer et al.,
2005; Wuttke et al., 2005). Im Gegensatz dazu hat Retigabin auf Kv7.1 keinen

3 https://www.pharmazeutische-zeitung.de/2017-04/retigabin-geht-ende-juni-2017-weltweit-vom-markt/, Stand:
15.11.2018.
4https://www.bfarm.de/DE/ArzneimitteI/PharmakovigiIanz/Risikoinformationen/Rote-Hand-

Briefe_Informationsbriefe/_functions/RI_rhb_Filtersuche_Formular.html?resourceld=3495938&input_=38723308&pagelLo
cale=de&oneOfTheseWords=retigabin&versionNr_str=&dateOflssue_dt=&submit=Filtern, Stand: 15.11.2018.
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bis sogar inhibitorischen Effekt, das groftenteils auf strukturelle Unterschiede in
der Bindestelle mit fehlenden Schlisselaminosauren zurlckzufihren ist.

Aktuell wird mit XEN1101 - einem nachsten Generationen Kv7.2/Kv7.3-Offner mit
erhohter Kv7.2 und 7.3 Selektivitat - eine Phase Il/llb Studie bei fokalen
Epilepsien durchgeflhrt; erste Ergebnisse zeigen eine signifikante Reduktion der
Anfallshaufigkeit bei guter Vertraglichkeit (French et al., 2023).

1.4 KCNQ assoziierte Erkrankungen

KCNQ Mutationen verursachen seltene, aber zum Teil schwerwiegende
Pathologien (Jentsch et al., 2000, Lehman et al., 2017). Mutationen in KCNQ1
wird mit dem kongenitalen Long-QT-Syndrom assoziiert, das mit einer hohen
Pradisposition fur Herzrhythmusstérungen wie ventrikulare Tachykardien und
Torsade de Pointes einhergeht. KCNQ2 und KCNQ-3-Mutationen verursachen
u.a. selbst-limitierende benigne familidare neonatale Anfalle (BFNS) (Biervert et
al., 1998; Singh et al., 1998). In 60-80% der betroffenen BFNS-Familien ist eine
Mutation in KCNQ2 nachweisbar (Singh et al, 2003) oder seltener in KCNQ3
(Charlier et al.,1998; Singh et al., 2003).

Diese hereditar autosomal-dominant oder de-novo auftretende Erkrankung hat
eine unvollstandige Penetranz von ca. 80% (Plouin et al., 2012) und manifestiert
sich typischerweise innerhalb der ersten Lebenstage in Form von fokalen
tonisch/tonisch-klonischen epileptischen Anfallen und Apnoe und remittiert
spontan nach Wochen bis Monaten (Ronen et al., 1993). Im EEG zeigen sich
typischerweise keine spezifischen Muster. Die Prognose ist gut, jedoch kdnnen
10-15 % der Betroffenen im spateren Leben erneut Anfalle entwickeln (Miceli et
al., 2010). Bei den bisher entdeckten BFNS-Mutationen in KCNQ2 handelt es
sich um verschiedenste Mutationen (missense Mutationen,
Spleillstellenverschiebungen, non-sense Mutationen, Deletionen, Duplikationen
oder Leserasterverschiebungen), die nicht an bestimmten Pradilektionsstellen
auftreten, sondern Uber das ganze Gen verteilt sind (Millichap et al., 2016; Miceli
et al.,, 2016). In KCNQ3 wurden bis zur Erstellung dieser Arbeit im
Zusammenhang mit BFNS ausschliellich missense Mutationen identifiziert

22



(Soldovieri et al., 2011). Die meisten KCNQ2-Mutationen im Rahmen von BFNS
fuhren zu einem Loss-of-function mit Haploinsuffizienz (Nappi et al, 2024).
Bereits eine Reduktion des M-Stroms um 25% reicht aus um BFNS auszuldsen
(Schroeder et al., 1998). Das neonatale Auftreten und die spontane Remission
spiegelt die entwicklungsabhangige Reifung inhibitorischer Systeme wider: In der
frihen postnatalen Phase hat GABA noch exzitatorische Wirkung und entwickelt
erst im Verlauf inhibitorische Wirkung®, was mit der Reifung des K*/Cl -
Cotransporters (KCC2) zusammenhangt. Dieser bewirkt sekundar aktiv einen K*
und CI™-Efflux. In der frGhen postnatalen Phase ist dieser noch nicht ausreichend
exprimiert und somit ist der CI™-Spiegel intrazellular erhoht. Eine Aktivierung des
GABA-A Rezeptors bewirkt somit in der frihen Postnatalphase einen Ausstrom
(anstatt Einstrom wie in reifen Neuronen) von Cl™-lonen und damit eine
Depolarisation (Dzahala et al., 2005). Somit ist in dieser frihen Phase des
Lebens M-Strom einer der wichtigsten Strome mit inhibitorischer Wirkung und ein
mutationsbedingter Funktionsverlust resultiert in einer Ubererregbarkeit von
neuronalem Gewebe und einer erhéhten Anfallsanfalligkeit (Peters et al., 2005).
Neben den selbstlimitierenden benignen familidaren neonatalen Anfallen (BFNS)
konnen KCNQZ2 und -3 Mutationen auch zu einem schwereren Krankheitsverlauf
in Form der pharmakoresistenten, entwicklungsbedingten und epileptischen
Enzephalopathie (Developmental and epileptic encephalopathy (DEE)) fuhren
(Singh et al., 2003; Millichap and Cooper, 2012; Weckhuysen et al., 2012; Orhan
et al., 2014). In ~50% der DEE konnte eine genetische Ursache identifiziert
werden, wobei KCNQZ2 und -3 Mutationen den Hauptanteil ausmachen (Symonds
et al., 2019). Typischerweise handelt es sich um de-novo-Mutationen oder
autosomal-dominant vererbte Mosaik-Mutationen. Meist besteht ein Loss-of-
function durch missense Mutationen oder in-frame Insertionen/Deletionen.
Seltener wurden Gain-of function Mutationen identifiziert, die sich klinisch
hinsichtlich eines meist spateren Manifestationsalters, einer Reichweite von
milder bis schwerer kognitiver Einschrankung, z.T. fehlender neonataler Anfalle

oder Auftreten nicht epileptischer Myoklonien unterscheiden (Miceli et al., 2015

> MGZ Miinchen, https://www.mgz-muenchen.de/erkrankungen/diagnose/benigne-familiaere-
neonatale-und-infantile-epilepsie-bfne-bfnie-bfie.html., Stand 8.11.2018
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und 2022; Millichap et al., 2017; Dirkx et al., 2020). DEE auslésende Mutationen
konzentrieren sich in funktionell kritischen Regionen: im S4-Segment (VSD),
Selektivitatsfiter und in den C-terminalen Calmodulin- und PIP2-
Bindungsdomanen (Millichap, 2016). Klinisch zeigen sich meist motorische mit
teilweise vegetativen Komponenten und anschlieRender Apnoe. Im EEG sind
burst suppression Muster oder multifokale epilepsietypische Potentiale ableitbar
(Miceli, 2010/2018). Die Anfalle sind meist pharmakoresistent, lassen im Verlauf
jedoch nach. Im MRT zeigen sich uni- oder bilateral Hyperintensitaten (T1, T2)
im Thalamus und Basalganglien (Miceli, 2010/2018). Die Entwicklung der Kinder
zeigt meist starke Entwicklungsverzégerung mit motorischer, sprachlicher und
kognitiver Beeintrachtigung und meist schlechter Prognose.

Die Phanotyp-Schwere korreliert mit dem molekularen Mechanismus: wahrend
bei der milderen Form — der selbstlimitierenden BFNS - eine Haploinsuffizienz,
d.h. eine partielle Kompensation der Funktionalitat des Genprodukts durch ein
wildtypisches Allel vorliegt, weisen DEEs typischerweise einen dominant
negativen Effekte auf (Miceli e al, 2013; Orhan et al., 2014; Nappi et al., 2024).
KCNQ2 und -3 werden jedoch nicht nurim ZNS, sondern auch im PNS exprimiert.
Mutationen kénnen hier zu peripherer Nervenhyperexzitabilitdt (PNH) oder
Myokymien fihren (Dedek K et al, 2001; Wuttke et al., 2007).

Von  KCNQ4-Mutationen ist die autosomal-dominante, progressive
Schwerhorigkeit (DFNA2) bekannt (Kubisch et al., 1999). Fur KCNQJ5, ein
hochkonserviertes Gen, das ein breites Expressionsmuster im Gehirn aufweist,
aber auch im Skelettmuskel exprimiert wird (Lerche et al., 2000), wurde lange
keine Erkrankung in Verbindung gebracht. Mittlerweile kennt mal allerdings
einige wenige missence-Mutationen in KCNQJ5, die mit einer intellektuellen
Beeintrachtigung und zum Teil pharmakoresistenter Epilepsie assoziiert sind
(Lehman, 2017).

1.5 Epilepsie

Epilepsie ist eine Erkrankung des Gehirns mit Pradisposition flr synchronisierte

neuronale Entladungen mit klinisch subjektiver oder objektiver Manifestation.
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Nach der S2k-Leitlinie 2023 (DGN/DGfE) wird eine Epilepsie diagnostiziert, wenn
gilt: (1) mindestens zwei unprovozierte Anfalle im Abstand von > 24 h, oder (2)
das Risiko eines erneuten unprovozierten Anfalls in den nachsten 10 Jahren Uber
60 % liegt (z.B. bei Epilepsietypischen Potentialen im EEG oder einem
strukturellen epileptogenen Fokus im MRT) oder (3) ein Epilepsie-Syndrom
vorliegt.

Abhangig, ob nur eine umschriebene Hirnregion oder neuronale Netzwerke, die
uber beide Grol3hirnhemispharen reichen, betroffen sind, fiUhren die plotzlichen
Potentialentladungen zu fokalen oder generalisierten Anfallen, deren Klinik je
nach beteiligter Hirnregion von nicht-motorischen bis motorischen Symptome
reicht. Die Unterscheidung in fokale vs. generalisierte Epilepsie ist therapeutisch
bedeutsam, da manche Antikonvulsiva - etwa Carbamazepin oder Phenytoin —
generalisierte Epilepsien verstarken kdnnen (Perucca, 1998).

Ein epileptischer Anfall kann als Teil einer Epilepsie auftreten, die genetische,
strukturelle, infektiose, metabolische oder immunologische Ursachen haben
kann. Alternativ. kann ein akut symptomatischer Anfall infolge einer
vorubergehenden Senkung der Krampfschwelle auftreten, ohne dass eine
Epilepsie vorliegt. Die Pravalenz eines einmaligen epileptischen Anfalls liegt bei
0,5%-1% der Allgemeinbevdlkerung (Grehl, 2016).

Die medikamentose Therapie von Epilepsien basierte bisher meist auf rein
symptomatischer Therapie mit dem Ziel der Anfallsunterdrickung. Meist wirken
Antikonvulsiva auf lonenkanédle, senken die neuronale Erregbarkeit oder
beeinflussen die Transmitterausschuttung. Trotz mehr als 30 verfugbarer
Antiepileptika bleibt bei rund einem Drittel der Betroffenen eine Therapieresistenz
bestehen. Modifikationen in Therapieansatz und -zielsetzung sind daher
notwendig und zielgerichtetere Therapien sind erforderlich. Ein Beispiel ist der
direkte Kv7-Kanaloffner Retigabin (bzw. selektivere Nachfolgepraparate),

welcher im Rahmen dieser Arbeit behandelt wird.
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1.6 Klinisches Bild der Trager der KCNQ2 G315R und R325G Mutation

Die hier untersuchten KCNQZ2 G315R und R325G missense-Mutationen wurden
im Rahmen der multizentrischen Studie von Weckhuysen et al. (2013)
identifiziert. Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit sind lediglich jeweils ein
Patient mit Mutation G315R bzw. R325G in KCNQ2 beschrieben (Weckhuysen
et al.; 2013). Bei beiden Mutationen handelt es sich um heterozygote de-novo-
Mutationen im C-Terminus der Kv7.2-Untereinheit innerhalb der proximalen
Calmodulin-Bindedoméane. Klinisch traten mehrfach tagliche tonische Anfalle
bereits am ersten Lebenstag auf, haufig begleitet von Apnoe-Episoden,
Sauerstoffsattigungsabfallen und Bradykardien. Letztere wurden von
Weckhuysen et al. als wahrscheinlich reflektorisch im Sinne des Bezold-Jarisch-
Reflexes, d.h. Minderung des Herztatigkeit im Rahmen einer Hypoxie zum Schutz
des Herzmuskels interpretiert und nicht als unmittelbare Folge der KCNQ2-
Mutation. Alle Mutationstrager  zeigten schwere neurokognitive
Entwicklungsstorungen mit Defiziten in Motorik, Sprache und kognitiver
Entwicklung — entsprechend dem klinischen Bild einer KCNQZ2-assoziierten DEE.
Der Patient mit G315R reagierte bezlglich der epileptischen Anfalle partiell auf
Antikonvulsiva (Levetiracetam, Topiramat, Diazepam) und erreichte ab dem 10.
Lebensmonat Anfallsfreihneit. Dagegen war beim R325G-Trager die
Anfallsfrequenz trotz Therapie mit Phenytoin und Levetiracetam nur reduziert,

eine vollstandige Anfallsfreiheit wurde nicht erreicht (Weckhuysen et al., 2013).

1.7 Kv4.3-Kanale und A-Strom

Kv4.3 Kanale sind spannungsabhangige, schnell aktivierende und inaktivierende
Kaliumkanale. Sie vermitteln einen transienten auswartsgleichrichtenden
Kaliumstrom (A-Strom) mit einer Aktivierungsschwelle von etwa -30 mV
(Franqueza et al., 1999; Gutman et al., 2005). Kv4.3-Strome tragen wesentlich
zur Repolarisation und Frequenzadaptation neuronaler Aktionspotentiale bei
(Tsaur et al., 1997) und spielen zudem eine zentrale Rolle in der Entwicklung des
Kleinhirns (Hsu et al., 2003; Oberdick et al., 1998). Im humanen Genom st
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KCND3 auf Chromosom 1 lokalisiert und ist ein homologes Gen zu Shal. Es
existieren zwei Isoformen von Kv4.3, die durch alternatives Spleil3en entstehen.
Die langere Isoform (um 19 Aminosauren verlangert) wird uberwiegend im Herz
exprimiert (Dilks et al., 1999). Im Zentralnervensystem werden beide Isoformen
vorwiegend in den dendritischen Kompartimenten von Pyramidenzellen und im
Hippocampus exprimiert (Hille, 2001).

Bisher sind KCND3-Mutationen hauptsachlich mit Assoziation zu kardialen
Erkrankungen publiziert. Wahrend ein Loss-of-function Vorhofflimmern (Ji Q, et
al., 2013), kardiale Hypertrophie und Myokardinfarkte (Rossow et al., 2004)
verursachen kann, ist eine Gain-of-function Mutation mit beschleunigter
Repolarisation im Rahmen des Brugada Syndroms bekannt (Giudicessi et al.,
2011).

Im Jahr 2012 wurde erstmals eine Verbindung zwischen KCND3-Mutationen und
der Spinocerebellaren Ataxie Typ 19/22 (SCA19/22) beschrieben (Lee et al.,
2012; Duarri et al., 2012).

Kv4.3 weist den typischen Aufbau spannungsabhangiger Kaliumkanale auf
(siehe Kapitel 1.3). Die Tetramerisierung erfolgt Uber die T1 Domane des N-
Terminus. Kv4.3-Untereinheiten bilden homo- oder heteromere Kanale mit
anderen Kv4-Familienmitgliedern. Die Kanaleigenschaften werden durch
auxiliare regulatorische Proteine wie beispielsweise des Kv-channel-interacting
protein 2 (KChIP) moduliert, das Auswirkungen auf die Expression,
Membranlokalisation und Inaktivierungskinetik hat (Chabala et al., 1993; Serodio
et al., 1994; Wang et al., 2007).

Bisher sind nur wenige KCND3-Mutationen im Zusammenhang mit einer
Spinocerebellaren Ataxie 19/22 bekannt. Zum Zeitpunkt der Arbeit sind zehn
Familien mit entsprechenden Varianten beschrieben (Duarri et al., 2012; Lee et
al., 2012; Duarri et al., 2013). Die untersuchte Deletion F227del wurde von Lee
et al. im Jahr 2012 identifiziert. Sie liegt im Segment 2 und ist Teil des
Spannungssensors (S1-S4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung einer Kv4.3 Untereinheit mit Markierung der hier
untersuchten Deletion F227del in S2 (griin)

Die Zylinder stellen die sechs transmembranadren a-Helices dar, S1-S4 bilden den
Spannungssensor, S5 bis S6 mit P-Loop bilden die porenbildende Domé&ne. C- und N-
Terminus liegen intrazellular.

1.8 Spinocerebellare Ataxie

Spinocerebelldare  Ataxien (SCA) bilden eine heterogene  Gruppe
neurodegenerativer, autosomal-dominant vererbter Erkrankungen, die zu einer
progredienten Degeneration und Dysfunktion des Kleinhirns flhren. Klinisch
dominieren eine Ataxie, Tremor und Dystonie (Jacobi, 2015).

Wahrend bei manchen Formen der SCA die Kleinhirndegeneration fuhrend ist,
zeichnen sich andere SCA-Formen zusatzlich durch aulRerhalb des Kleinhirns
liegende Pathologien aus (Hirnstamm, Rickenmark, Retina oder peripheres
Nervensystem; Taroni et al., 2004). Spat beginnende Ataxien sind oft erworben,
z.B. toxisch oder metabolisch. Ein symmetrischer, langsam progredienter Verlauf
mit positiver Familienanamnese spricht dagegen fur eine genetisch bedingte
Form mit autosomal-dominantem Erbgang. Weitaus haufiger als die SCA ist
jedoch die Friedreich-Ataxie mit demgegenulber autosomal-rezessivem Erbgang
und in der Regel fehlender positiver Familienanamnese.

Bislang wurden fur 32 SCA-Formen chromosomale Genloci beschrieben und 20
auslésende Gene identifiziert (Klockgether et al., 2011; Soong et al., 2007). Die
Nummerierung (SCA1-SCA32) erfolgt chronologisch nach Entdeckung.
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Nach Paulson (2009) lassen sich SCAs in drei pathogenetische Hauptgruppen
einteilen: (1) CAG-Triplett-Repeat-Expansionen im codierenden Bereich, (2)
intronische Triplett-Repeat-Expansionen und (3) klassische Punkt- oder
Strukturmutationen (missense, Deletionen, Insertionen, Duplikationen).

1) Die haufigste genetische Ursache der autosomal-dominant vererbten SCAs ist
die CAG-Triplett-Repeat Expansionen, die im Genprodukt zu einer Poly-
Glutaminserie fuhrt und Antizipation zeigt. Trotz gemeinsamem Mechanismus
(CAG-Expansion) innerhalb dieser Gruppe sind unterschiedlichste Gene von der
Expansion betroffen, die bisher kaum miteinander in Verbindung gebracht
werden konnten. Eine Theorie ist eine durch die Poly-Glutaminserie veranderte
Proteinfaltung und Aggregation, wobei es auch Hinweise gibt, dass eine
Aggregation nicht der krankheitsverursachende Mechanismus sein muss. Nicht
in allen Triplett-Repeat befallenen Neuronen fanden sich Proteineinschlisse und
einige Studien weisen darauf hin, dass die Aggregate eher einen protektiven
Effekt auf die betroffenen Neurone zeigen als den Zelltod bewirken. Eine
Vermutung ist, dass die abnormal gefalteten Proteine Interaktionen mit
beispielsweise Transkriptionsfaktoren eingehen und somit die Transkription
wichtiger Gene verandern (Paulson, 2009).

2) Eine 2zweite Gruppe entsteht durch intronische Triplett-Repeats. Der
Pathomechanismus ist bisher nicht vollstandig verstanden (Dick et al., 2006).

3) Eine dritte Gruppe der SCAs beruht auf klassischen Mutationen (missense,
Deletionen, Duplikationen). Die betroffenen Gene teilen keinen gemeinsamen
Signalweg, sondern beeinflussen unterschiedliche zellulare Prozesse. So wurde
beispielsweise eine Mutation in R-Spektrin, einem cytoskelettalen Protein, als
Ursache fur SCA5 entdeckt oder eine Deletion im Inositol-1,4,5-triphosphat-
Rezeptor 1-Gen fur SCA15 (Waters et al., 2006).

1.8.1 Spinocerebellare Ataxie 19 / 22

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 19 (SCA19) ist eine seltene, milde Form der
autosomal-dominanten Ataxie, die sich typischerweise zwischen dem 2. und 5.
Lebensjahrzehnt manifestiert. Klinisch zeigen sich Gangataxie, Dysarthrie und

29



variable kognitive Einschrankungen. Die Prognose gilt als gunstig und in der
Regel nicht lebensverklrzend.

Der Genlocus von SCA19 liegt auf Chromosom 1p21-g21 und uberlappt mit
demjenigen von SCA22, das durch Mutationen im selben Gen (KCND3)
verursacht wird, jedoch meist ein spateres Manifestationsalter (3.-5.
Lebensjahrzehnt) zeigt (Lee et al., 2012; Duarri et al., 2012). In einer
multizentrischen Studie von Lee et al. (2012) wurden bei mehreren ethnisch
unterschiedlichen Familien mit autosomal-dominanter SCA19/22 missense-
Mutationen sowie in zwei Familien eine in-frame Deletion (F227del) im KCND3-
Gen identifiziert, das fur den Kv4.3-Kanal kodiert, welcher A-Strom leitet. Sowohl
die Deletion als auch die missense-Mutationen fuhrten zu einem kompletten
Loss-of-function des Genprodukts. Im Falle von F227del konnte durch
Immunofluoreszenz nachgewiesen werden, dass die Dysfunktion auf einem

Defekt im Trafficking mit Nichteinbau in der Plasmamembran basiert (Lee, 2012).

1.8.2 Klinik der KCND3 Mutation F227del

Bei der in dieser Arbeit funktionell untersuchten KCND3 Mutation F227del
handelt es sich um eine de-novo-Mutation. Klinisch fand sich laut Synofzik eine
Ataxie, eine intermittierend auftretende Dystonie sowie eine hemiplegische

Migrane.

1.9 Heterologes Xenopus laevis Expressionssystem

Oocyten des slUdafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis stellen seit den
Arbeiten von Gurdon et al. (1971) ein etabliertes heterologes Expressionssystem
dar. Nach Injektion exogener cRNA exprimieren unreife Oocyten funktionelle
Proteine und erméglichen — ahnlich anderen eukaryotischen Systemen wie Hefe
— posttranslationale Modifikationen sowie den korrekten Einbau von
Membranproteinen in die Plasmamembran (Kusano et al., 1977). Aufgrund ihrer
grol3en Zellgrofle (~1 mm) lassen sich Xenopus-Oocyten leicht mikroinjizieren.

Zudem besitzen sie nur eine geringe Expression endogener lonenkanale, das sie
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besonders geeignet fur die funktionelle Charakterisierung exogen exprimierter

lonenkanale und Rezeptoren macht (Miledi & Sumikawa, 1982).

1.10 Zwei-Mikroelektroden-Voltage-Clamp (TEVC)

Die TEVC-Technik erlaubt es, an einer intakten Zelle ein definiertes
Membranpotential zu halten (,clampen®) und dabei die resultierenden
lonenstrome Uber die gesamte Zellmembran zu messen. (Sobczak et al., 2009).
Als Standardpraparat haben sich Oocyten von Xenopus laevis etabliert. lhr
grol3er Durchmesser (~ 1 mm) ermdglicht die Einfuhrung zweier Mikroelektroden
— eine zur Spannungsmessung und eine zur Stromeinspeisung — und damit eine
stabile Spannungskontrolle Uber die gesamte Membran. Sie exprimieren zwar
selbst Transportproteine, aber da sie eine ,promiske” (Sobczak et al, 2009)
exogene Proteinexpression aufweisen, lasst sich mit Xenopus leavis Oocyten
von fast jeder injizierten cRNA oder cDNA eine Uberexpression fremder
Genprodukte erzeugen mit insgesamt geringer Hintergrundaktivitat.

Mit der TEVC-Methode lassen sich Strom-Spannungs-Beziehungen spezifischer
lonenkanale quantifizieren und pharmakologische Effekte (z. B. Kanalblocker / -
aktivatoren) prazise untersuchen. Fur die Messung befindet sich die Oocyte in
einer ND96-Losung. Kennzeichen des Durchtritts der Elektroden durch die
Plasmamembran ist die Senkung des Potentials auf das Niveau des
Ruhemembranpotentials. Wie in Abb.5 dargestellt sind die Elektroden
Glaskapillare, gefullt mit einer Kaliumchloridlosung und einem chlorierten
Silberdraht (Ag/AgCl), der mit einem Verstarker verbunden ist. Die Elektrode U
misst das Membranpotential, verstarkt durch einen Ruckkopplungsverstarker
(Feedback Amplifier, FBA) und vergleicht es mit dem Sollwert. Uber die Elektrode
I wird der Strom, der zur Aufrechterhaltung des gewlinschten Membranpotentials
notig ist, injiziert. Die notige Stromstarke zur Aufrechterhaltung des bestimmten
Membranpotential dndert sich durch Offnen oder SchlieRen von lonenkanalen.
Um das gewiunschte Klemmpotential an der Zellmembran aufrecht zu erhalten,
wird Uber die Elektrode |* der dafur erforderliche Strom appliziert. I entspricht

somit dem transmembranen Strom (siehe Abb.5).
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Abbildung 5: Schemadarstellung einer Zwei-Elektroden Voltage Clamp Technik (TEVC).
Uber die Elektrode U‘ wird das Membranpotential U der Oocyte gemessen, die mit einem

Riickkopplungsverstarker (FBA Feedback amplifier) verbunden ist und die den Potential-
Istwert mit dem Sollwert vergleicht. Um das gewiinschte Klemmpotential an der
Zellmembran aufrecht zu erhalten, wird liber die Elektrode I° der dafiir erforderliche Strom
appliziert. I* entspricht dem transmembranen Strom.

Modifiziert nach Wagner et.al., 2000

1.11 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war

- die funktionelle Untersuchung der zwei Punktmutationen in KCNQ2
G315R und R325G, identifiziert bei zwei Betroffenen mit DEE, mittels
TEVC in Xenopus laevis-Oocyten.

- die Untersuchung der Wirkung von Retigabin auf G315R und R325G.

- die funktionelle Analyse der de-novo KCND3 Deletion F227del.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Ausstattung

37°C Inkubator

B5028

Heraeus

Agarose Gelkammer

Gel Electrophoresis Systems

Owl Separation

Systems
Zentrifuge flr Maxipreparation | Heraeus MULTIFUGE X1R Centrifuge | ThermoScientific
Zentrifuge fUr Minipreparation Centrifuge 5417R Eppendorf
Zentrifuge fir RNA/DNA MIKRO200R Hettich
Zentrifugen
Wasserfiltersystem Biopak Millipore
NanoDrop ND-1000 peqlLab
Oocyten Injektionssystem Roboinject Multi Channel
Systems
Oocyten Messsystem Roboocyte Multi Channel
Systems
PCR Thermocycler MJ Mini Personal Thermal Cycler BIO RAD
Pipetten Research Eppendorf
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf
Wasserbad 1083 GFL

2.1.2 Verbrauchsmaterial

1,5 ml Tubes Sarstedt
15 ml Tubes Sarstedt
50ml Tubes Sarstedt
96 well Plate Nunc
Filterspitzen Biosphere

Injektionsnadeln

Multi Channel Systems

Messkopfe Multi Channel Systems
PCR Tubes Sarstedt

Petrischalen Greiner bio-one

Phase Lock Gel 5Prime
Pipettenspitzen Eppendorf
Plastikpipetten Costar
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2.1.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien stammten, wenn nicht anders angegeben, von

den Firmen Sigma Aldrich (Deisendorf), Roth (Karlsruhe), Invitrogen, Roche
(Mannheim), Gibco, Thermo Fisher (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), AppliChem,

Biochrom, VWR, Finnzymes, Ampuva, und Bio-Rad und Stratagene (La Jolla,

CA).
2.1.4 Kits
Genopure Plasmid Maxi Kit Roche
High Pure PCR Product Purification Kit Roche
High Pure Plasmid Isolation Kit for mini prep Roche
QuickChange Site-directed Mutagenesis Kit Stratagene
SP6 mMassage Ambition

2.1.5 Enzyme

Enzyme, Restriktionsenzyme und zugehdrige

Hersteller verwendet.

Puffer wurden vom jeweiligen

Collagenase Biochrom, Berlin
Dpn | Thermo Fisher
Miu | ThermoFisher
Pac | ThermoFisher

Pfu Polymerase

Stratagene

Phusion

Thermo Fisher

RNase Inhibitor

Roche

Sp6 RNA Polymerase

Thermo Fisher

T7

Thermo Fisher

Nucleosid Triphosphat

Roche

T4-DNA Ligase

Thermo Fisher

2.1.6 Puffer, Losungen und Medien

Die Puffer und Losungen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit voll

entsalztem (VE) Wasser hergestellt und teilweise autoklaviert (LB-Medium, LB-

Medium fur LB-Platten).
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OR2 solution: Ca?* frei, pH 7,6:

NaCl 82,5 mM
KCI 2,5 mM
MgCl2 1,0 mM
HEPES 5,0 mM
Barth’s Solution (pH 7,4):
NaCl 88 mM
NaHCOs3 2,4 mM
KCI 1 mM
CaClz 0,41 mM
MgSO4 0,82 mM
Tris HCI 5,0 mM
ND96 10fach Losung (pH 7,5):
NaCl 93,5 mM
KCI 2 mM
CaClz 1,8 mM
MgCl2 2 mM
Hepes 5mM
Pipetten L6sung Roboocyte 2 (pH 7,2):
KCI T™M
Kac 1,5M
LB-Medium:
Hefe 5 g/l , Trypton 10 g/I, NaCl 10 g/I
Hefeextrakt 54l
Trypton 10 g/l
NaCl 10 g/l

LB-Platten: LB-Medium, 1.5 % Agar (w/v), 50 - 100 pyg/ml Antibiotika

LB-Medium
Agar 1,5% (w/v)
Antiobiotika 50-100 pg/mi
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2.1.7 Bakterienstamme

Es wurden Abkommlinge von One Shot Top 10 Chemically Competent E.coli

(Invitrogen) verwendet.

2.1.8 Vektoren

Fur die Expression von KCNQZ2 wurde der Vektor pTLN verwendet. Dieser
Expressionsvektor fur Xenopus laevis-Oozyten ist eine Abwandlung von pSP64T
(Krieg & Melton, 1984). Er enthalt zusatzlich einen SP6-RNA-Polymerase-
Promotor, ein Ampicillinresistenzgen sowie eine 5'- und 3'-UTR des Xenopus-[3-
Globin-Gens, was eine erhohte Expression ermoglicht. Downstream der 3-UTR
wurden zusatzliche Restriktionsstellen zur Linearisierung eingefugt (Lorenz et al.,
1996; Dedek, 2003).

Der fur die heterologe Expression von KCND3 verwendete pSGEM-Vektor ist
ebenfalls ein Expressionsvektor. Er stellt eine Modifikation des pGEMHE-Vektors
dar, dessen open reading frame von der 5'- und 3'-UTR des Xenopus-§-Globin-
Gens flankiert wird (Hollmann, 1994). pSGEM enthalt sowohl einen SP6- als auch

einen T7-Promotor sowie ein Ampicillinresistenzgen.

2.1.9 Primer

Die Primer wurden von Thermo Fisher Scientific (UIm) bezogen.

Primer Sequenz Anwendung
KCNQ2_G315R-F  5-GCATCTTGGGATCCCGGTTTGCCCTGAAG-3° Mutagenese

KCNQ2_G315R-R  5-CTTCAGGGCAAACCGGGATCCCAAGATGC-3  Mutagenese

KCNQ2_R207Q-F 5 -TGCAGATTCTGCAGATGATCCGCATGGA-3’ Sequenzierung

KCNQ2_G315R-F  5-GCATCTTGGGATCCCGGTTTGCCCTGAAG-3°  Sequenzierung

KCNQ2_R532wW 5-TGCGCTTCCTGAAGGTTCTGCGGATGATC-3'  Sequenzierung

KCND3_227del-F 5-GTGGCCTTCTGCCTGGACA-3' Mutagenese
KCND3_227del-R 5-GTGTCCAGGCAGAAGGCCAC-3' Mutagenese
T7 -F 5-TAATACGACTCACTATAGGG- -3 Sequenzierung

36



2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose ist ein Polysaccharid, das aus roten Meeresalgen gewonnen wird.
Agarosegele werden standardmaldig zur Auftrennung, Identifikation und
Reinigung von Nukleinsauren verwendet. Fir die Analyse der DNA mit einer
Molekulgrofle von etwa 2,6 kb (bei KCNQ2 und KCND3) wurde ein 1 %-iges
Agarosegel eingesetzt. Daflr wurde 1,2g Agarose in 120ml 1x TBE-Puffer
aufgekocht. Nach Abkuhlung auf etwa 60°C wurde 7pl Red Safe (iNtRon,
Biotechnology), ein DNA interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, hinzugegeben.
Vor dem Beladen des Gels wurde zu den DNA--Proben Orange-G im Verhaltnis
2:1 zugegeben, welches Glycerin enthalt. Dies erleichtert das Beladen der Probe
und zeigt ein ahnliches Laufverhalten wie ein 50bp DNA-Molekul, womit
gleichzeitig die Lauffront des Gels sichtbar gemacht werden kann. Als
GroRenstandard diente eine 10kB DNA-Leiter (1% TopVisor). Die Elektrophorese
erfolgte in 1x TBE-Puffer bei einer Feldstarke von 10 V/cm Uber etwa 1,5 h.

2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine molekulargenetische Methode zur
Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte. Eine hitzestabile DNA-abhangige
DNA-Polymerase synthetisiert dabei anhand einer einzelstrangigen DNA-
Matrize, ausgehend von einem Oligonukleotid-Primer, den komplementaren
Strang in 5-3'-Richtung. In dieser Arbeit wurde die PCR zur gezielten
Mutagenese eingesetzt, wobei Primer verwendet wurden, die die gewlnschte
Mutation enthielten (Mutagenese-Primer). Der PCR-Zyklus beginnt mit der
thermischen Denaturierung des DNA-Doppelstrangs, gefolgt von der
Hybridisierung der Primer an die komplementaren Sequenzen der Template-
DNA. Anschlie3end erfolgt die Strangverlangerung durch die thermostabile DNA-
Polymerase. Haufig wird hierfur die Tag-Polymerase aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus verwendet, die jedoch keine Proofreading-
Funktion besitzt. Die hier eingesetzte Pfu-Polymerase (aus dem

Archaebakterium Pyrococcus furiosus) sowie die Phusion-Polymerase (ein

37



Pyrococcus-ahnliches Enzym) verfligen Uber eine 3'-5-Exonukleaseaktivitat und
weisen daher eine deutlich geringere Fehlerrate beim Einbau von Nukleotiden

auf.

2.2.3 Zielgerichtete Mutagenese

Die 1982 von Zoller und Smith entwickelte zielgerichtete Mutagenese (site-
directed mutagenesis) basiert auf der Verwendung synthetischer
Oligonukleotide, die die gewunschte Mutation enthalten (siehe Kapitel 2.2.2
Polymerasekettenreaktion). In dieser Arbeit wurde die site-directed mutagenesis
mit dem QuickChange PCR Mutagenese-Kit (Stratagene) durchgefuhrt.

Die komplementaren Mutagenese-Primer (forward- und revers) enthielten die
gewunschte Mutation. Die Amplifikation der DNA erfolgte mittels PCR unter
Verwendung der Pfu- oder Phusion-Polymerase. Anschlieend wurde das PCR-
Produkt durch einen Dpnl-Verdau von der DNA-Matrize selektioniert.

Dpnl ist eine Endonuklease mit der Erkennungssequenz 5-GmSATC-3‘und
besitzt die Eigenschaft ausschliel3lich methylierte oder hemimethylierte DNA zu
spalten, nicht jedoch unmethylierte DNA. Da der hier verwendete
Bakterienstamm ein Methylierungssystem (dam*) aufweist, sind Plasmide — im
Gegensatz zu den PCR-Produkten — in der Regel methyliert. Folglich wird durch
Dpnl nur die wildtypische, methylierte DNA-Matrize verdaut, wahrend die neu
synthetisierte, mutierte und nicht methylierte DNA unverdaut bleibt.

PCR Protokoll KCNQ2 und KCNQ3

Primer fw (10uM) 0.5 ul
Primer rev(10pM) 0.5 ul
dNTPs (10mM) 0.5 ul
DNA Template (50ng/ul) 1ul
Pfu Reaction buffer (10X) 2.5l
Betaine 5ul
Pfu DNA Polymerase 0.5l
H20 14.5 pl
Total 25 ul
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PCR Protokoll KCND3

Primer fw (10uM) 0.8 ul
Primer rev(10uM) 0.8 pl
dNTPs (10mM) 0.6 pl
DNA Template (50ng/pl) 0,75 i
5x HF Phusion buffer 5ul
DMSO 0,4 pl
Phusion Polymerase 0.2 ul
H20 11.45pl
Total 20 ul

Da bei der zunachst gewahlten Annealing-Temperatur von 55 °C aufgrund
unspezifischer Primeranlagerungen zusatzliche, unerwunschte Mutationen
auftraten, wurde ein Temperaturgradient eingesetzt, um die optimale Annealing-
Temperatur zu bestimmen — also jene Temperatur, die eine spezifische
Primeranlagerung an die komplementare Matrizen-DNA ermoglicht und
unspezifische Bindungen verhindert. Das ermittelte Temperaturoptimum lag bei
58 °C. Fur KCNQ2 und KCNQ3 wurde eine vergleichsweise lange
Elongationsdauer gewahlt, da die Pfu-Polymerase lediglich eine

Synthesegeschwindigkeit von etwa 500 bp/min aufweist.

PCR Programm KCNQ2:

1. Denaturierung 95°C 50 sec
2. Denaturierung 95°C 50 sec
3. Hybridisierung 58°C 50 sec ] 17 x Zyklen
4. Elongation 72° 16 min
5. Elongation 72° 7 min
6. Kuhlung 4° Uber Nacht
PCR Protokoll KCND3:
7. Denaturierung 95°C 10 min
8. Denaturierung 95°C 30 sec
9. Hybridisierung 58°C 30 sec ] 19 x Zyklen
10.Elongation 72° 3:30 min
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11.Elongation 72° 10 min
12.Klhlung 4° Uber Nacht

Zur Beurteilung von Bandengrof3e und Qualitat des Reaktionsprodukt wurden 1-

5ul der Proben in einem Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.4 Aufreinigung

Das PCR-Produkt wurde durch das High Pure PCR Product Purification Kit
aufgereinigt, um verbliebene Enzyme, Pufferbestandteile und Primer zu

entfernen.

2.2.5 Dpnl-Verdau der DNA-Matrize

Die aufgereinigten Proben wurden in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal® Uberfuhrt, in
dem der Dpnl-Verdau der methylierten elterlichen DNA durchgefuhrt wurde.
Dazu wurden 16 pl des Reaktionsansatzes mit 1 pyl der Endonuklease Dpnl

versetzt und 2 h bei 37 °C im Thermocycler inkubiert.

2.2.6 Ligation

Die Ligation des PCR-Produkts erfolgte mit der T4-DNA-Ligase. Zu 1-5 ul des
verdauten Mutageneseprodukts wurden 2 pl 5x Ligationspuffer gegeben und mit
H,O auf ein Gesamtvolumen von 10 ul aufgeflllt. AnschlieRend wurden 0,5 pl
T4-Ligase hinzugefugt, die Probe vorsichtig geschuttelt, kurz zentrifugiert und 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde das Reaktionsgemisch

auf Eis gestellt.

2.2.7 Herstellung kompetenter Zellen (Calciumchlorid-Methode)

Die Idee bei der Herstellung chemisch kompetenter Zellen ist, dass Ca?*-lonen
Poren in der Zellmembran bilden, die Durchlassigkeit der Zellmembran dadurch
erhoht wird und nach einem Ausloser wie ein Hitzeschock oder Elektroporation
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durch die Maskierung der negativen Ladung von DNA den Ubertritt von Fremd-
DNA Uber die Zellmembran erleichtert.

Zur Herstellung kompetenter Zellen werden 2 ml LB-Medium mit Top10 E.coli
Stocklésung beimpft, die bei -80°C gelagert wurden, und in einer Ubernachtkultur
bei 37°C im Schittler inkubiert. Mit 300 pl dieser Ubernachtkultur wurde ein
grolieres Volumen an Antibiotika freiem LB-Medium (50 ml) beimpft und bis zum
Erreichen einer optischen Dichte ODsgs von 0,5-0,6 inkubiert. Hier hat das
bakterielle Wachstum seine stationare Phase erreicht, eine weitere Inkubation
wlrde eine geringere Kompetenz der E.colis bewirken. Daraufhin wurde die
Kultur 15 min auf Eis abgekuhlt und fur 8 min zentrifugiert (4000rpm bei 4 °C).
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 20ml, 100 mMolarer eiskalter
CaClz2 Loésung resuspendiert und eine Stunde inkubiert. Nach einer erneuten
Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, mit 1,5 ml Calciumchlorid gelést
und 0,5ml 50% Glycerol hinzugeflgt und gut gemischt. Die Lagerung von 50 pl
Aliquots kompetenter Zellen erfolgte bei -80°C.

2.2.8 Transformation

Far die Transformation wurden 50 pl der chemisch kompetenten E.colis (Top10)
und 2ul der zu transformierenden DNA auf Eis gemischt und 30 min auf Eis
inkubiert. In diesem Schritt wird die DNA in die Bakterien eingeschleust. Die
Effizienz der DNA-Aufnahme wurde durch einen 30 sec Hitzeschock bei 42°C im
Warmeblock ohne Schutteln erhoht. Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz
fur 2min erneut auf Eis gestellt. 250 pyl des SOC-Mediums, einem bakteriellen
Nahrmedium mit geringem Salzgehalt, wurde zugegeben, bei 37°C eine Stunde
unter leichtem Schutteln inkubiert (300rpm) und die Bakterien danach auf
vorgewarmte LB-Agarplatten mit entsprechendem  Selektionsmedium
ausplattiert. Die Plasmide pTLN und pSGEM besitzen als Selektionsmarker ein
Ampicillinresistenzgen, weshalb beide Kulturansatze auf LBamp-Platten
ausplattiert wurden. Um separierte Kolonien zu erhalten wurden zwei
verschiedene Volumina der Bakterienkultur ausplattiert - einmal 20 pl und einmal

80 ul. Nach 12-24 Stunden Inkubation wurde mit einzelnen Kolonien LBamp fur
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eine Ubernachtkultur angeimpft, aus denen eine Kryokultur sowie eine
Plasmidpraparation gemacht werden konnte. Um sicher zu gehen, dass das
Plasmid ausschliellich die gewlnschte Mutation enthielt, wurden
Sequenzierungen durchgefuhrt.

2.2.9 Kryokultur

Zur Herstellung von Kryokulturen aus transformierten Bakterien wurde ein
Glycerin-Stock angelegt. 0,5ml der Ubernachtkultur wurden mit 0,5 ml Glycerol
(80%) aufgeschichtet, durch Invertieren gut gemischt und sofort bei -80°C
eingefroren. Wurden die transformierten Bakterien erneut bendtigt, konnte mit

einer sterilen Pipette erneut Kulturmedium beimpft werden.

2.2.10 DNA-Isolation aus Bakterien

Mithilfe der Kits (Miniprep: High Pure Plasmid Isolation Kits, Roche bzw. flr
Maxiprep:Genopure Maxi Kit, Roche) wurde die Plasmid-DNA aus den Bakterien
nach dem Prinzip der alkalischen Lyse der Bakterien und der anschliefienden
chromatographischen Aufreinigung der Plasmid-DNA Uber Zentrifugationssaulen
mit einer Silikamembranbeschichtung, gewonnen. Fir die Gewinnung kleiner
DNA-Mengen wurde eine Minipraparation nach Angaben des Herstellers (Roche)
durchgefuhrt. Nach Sicherstellung durch Sequenzierung, dass die Mutagenese
erfolgreich war und keine weiteren unerwunschten Mutationen entstanden sind,
folgte die Gewinnung groRerer Mengen an DNA durch eine Maxiprep. Die
Ausbeute an gewonnener DNA ist abhangig von der Plasmidgrélie, Kopienzahl
und von den transformierten Bakterien. Bei beiden Plasmiden handelte es sich
um high copy Plasmide.

2.2.11 Miniprep

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des High Pure Plasmid Isolation
Kits (Roche). Mit einzelnen Kolonien wurden 5-8ml LB- Medium mit dem Zusatz

des Selektionsantibiotikums Ampicillin (1:500) angeimpft. Nach einer Inkubation
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von 12-14 Stunden (37°C, Schiittler: 200rpm) wurden von der Ubernachtkultur
jeweils 0,5 ml fur die Langzeitaufbewahrung im Glycerinstock entnommen. Die
restliche Bakterienkultur wurde 5min zentrifugiert (6000 x g, RT), der Uberstand
verworfen und das Pellet in der RNase beinhaltenden Resuspensionslosung
(bestehend aus Glucose/Tris/EDTA) resuspendiert. Dann wurden 250 ul Lyse
Puffer (NaOH und SDS) hinzugegeben und vorsichtig durch Invertieren gemischt.
In diesem Schritt wurden die Bakterien lysiert und die Loésung wurde viskds und
klar. 350 pl vom Neutralisierungspuffer (Kaliumacetat pH 5,2) wurden
hinzugegeben, erneut nur vorsichtig gemischt, wobei Kalium-SDS Flocken
ausfielen. Die Zellbruchsticke, chromosomale DNA und Kalium-SDS-Flocken
wurden abzentrifugiert (10 min, 13000 x g, RT), wogegen die freigesetzte
extrachromosomale Plasmid-DNA sich im Uberstand befand. Dieser wurde (iber
das Silica-Saulchen des Kits gegeben, und die Plasmid-DNA band unter
Hochsalzbedingungen an die Silikamembran. In zwei Waschschritten mit
ethanolhaltigem Puffer mit anschlieBender Zentrifugation (1min, 13000 x g, RT)
wurden die Saulen von Proteinen, Salzen und evtl. Zelltritmmern gereinigt und
der Durchfluss verworfen. Das Silica-Saulchen wurde in ein neues Eppendorf-
Gefal platziert und die Plasmid-DNA in Niedrigsalzmilieu eluiert. Dazu wurden
50 pl Elutionspuffer Uber die Saule gegeben, 2 min inkubiert, und die gewunschte

DNA durch anschlieRende Zentrifugation eluiert.

2.2.12 Plasmid Maxi Praparation

Fir die Maxi Praparation wurde das Genopure Maxi Kit (Roche) verwendet, das
die gleichen Schritte wie die Mini Prep beinhaltet, lediglich gemaR der
Herstelleranleitung gréRere Volumina zwischen 30-150 ml Bakterienkultur

verwendet.

2.2.13 Konzentrationsbestimmung von RNA/DNA

Die Konzentration der Nukleinsauren wurde photometrisch mittels eines
Spektrophotometers (NanoDrop 1.0) bei der Wellenlange von 260nm gemessen.
Als Blank diente 1ul ddH20, als Probe 1l jedes aufgereinigten PCR-Produkts.
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Mit dem Quotienten der Absorptionswerte von 260 nm und 280 nm wurde die
Reinheit der Nukleinsdure ermittelt. Dieser Quotient sollte bei reiner DNA-
Losungen bei ca. 1,8 liegen, bei reinen RNA-LOsungen bei 2,0. Die Grolle der
Nukleinsaure wurde durch eine Agarose Gelelektrophorese Uberpruft. Liegt der
Quotient deutlich unter dem Sollquotient, deutet es auf eine Verunreinigung

durch Proteine oder Phenol hin.

2.2.14 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Proben wurde durch GATC Biotech, Konstanz,
durchgefuhrt. Probenvoraussetzung war ein Volumen von 10 pl mit 5yl DNA mit
der Konzentration von 100 ng/pl und 5ul Sequenzierungsprimer mit der

Konzentration von 5pmol/ul. Verdinnt wurden die Proben mit Ampuwa H20.

2.2.15 DNA-Linearisierung und Nukleinsauren Reinigung

Vor der in vitro Transkription wurde die DNA, die sich auf dem zirkularen Vektor
befand, linearisiert, um eine Transkription uber das 3’-Ende der gewunschten
Sequenz hinaus zu vermeiden. Mit einem Restriktionsenzym, das eine
Schnittstelle hinter dem Open reading frame besitzt, wurde der Vektor
geschnitten. Fir pTLN wurde Mlu1 und fur KCND3 Pacl verwendet. Zu 10ug DNA
wurden je 2 ul Restriktionsenzym und 5 pl 10x Puffer (passend zum verwendeten
Enzym) hinzugegeben. Die Proben wurden mit H20 bis zum Gesamtvolumen von
50 ul aufgefullt und zwei Stunden bei 37°C verdaut.

Nach dem Verdau folgte die Nukleinsauren Reinigung durch eine Phenol-
Chloroform-Extraktion. Phenol bildet leicht Wasserstoffbricken aus, kann aber
auch hydrophobe Wechselwirkungen mit Aminosaureseitenketten eingehen. Es
ist deshalb ein gutes Mittel um die DNA von Verunreinigungen, meist durch
Proteine, zu trennen und Protein-Nukleinsauren-Komplexe zu dissoziieren. Die
Proteine sammeln sich in der Phenolphase an, oder wenn denaturiert in der
Interphase. Allerdings muss dazu das Phenol mit Pufferldsung auf einen pH von
7,8 aquilibriert sein, da sich ansonsten auch die DNA darin 16st. Chloroform

denaturiert Proteine, was eine Phasentrennung verscharft, ebenso der
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zugegebene Isoamylalkohol, der starkes Schaumen und Verwischen der
Phasengrenze verhindert. Die DNA-Fallung basiert auf einer Alkoholprazipitation.
Es wurden zu den linearisierten Proben 100 pl H20 und 150 ul Phenol/Chloroform
dazugegeben und gemischt, 2min bei 13 0000 rpm abzentrifugiert. Der wassrige
Uberstand, in dem sich die DNA befindet, wurde ohne die Interphase zu beriihren
in ein neues Reaktionsgefal® abpipettiert. Dann wurde zu der wassrigen Phase
100 pl Chloroform/Isoamylalkohol gegeben, gemischt und wieder abzentrifugiert.
Die DNA befand sich wieder in der wassrigen oberen Phase. Diese wurde in ein
anderes Gefald Uberfihrt und 10 yl Ammoniumacetat und 300 ul 100% Ethanol
dazugegeben, erneut abzentrifugiert und 60 min bei -80°C inkubiert. Die
ausgefallene DNA wird abzentrifugiert (15-60 min bei 12000 rpm, 4°C) und
befand sich im Pellet. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde mit 200
pl 70% Ethanol gewaschen. Ethanol wurde durch eine letzte Zentrifugation
(15min bei 12000 rpm, 4°C) und anschliel3ende Lufttrocknung entfernt. Die DNA
wurde mit 10 pl DEPC Wasser aufgenommen und elektrophoretisch auf GroRe

und Menge uberpruft.

2.2.16 RNA-Synthese

Das zu transkribierende Insert befand sich im Fall KCNQZ2 und -3 in einem pTLN-
Vektor und im Fall von KCND3 auf einem pSGEM-Vektor, die vor der in vitro
Transkription linearisiert wurden. Die Wahl der RNA-Polymerase hangt vom
jeweiligen RNA-Promotor ab. pTLN besitzt einen SP6 Promotor, pPSGEM einen
SP6 und T7-Promotor.

Fur die in vitro Transkription wurden auf Eis:

2 ul der linearisierten DNA

16 ul DEPC H20

2,5 ul 10x Puffer (je nach RNA Polymerase)

1 Ml TNTPs

2,5 ul Cap-Analogon

1 yl RNAse Inhibitor gemischt und

1 ul RNA-Polymerase (Sp6 Polymerase fur KCNQZ2 und -3 bzw. T7 Polymerase
fur KCND3) hinzugegeben.
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Das Reaktionsgemisch wurde bei 37°C unter Schatteln fur eine Stunde inkubiert.
Im Anschluss wurde das Transkriptionsprodukt durch Zugabe von 1pl
rekombinanter DNase | von DNA gereinigt (Roche, Inkubation fir 15 min bei 37°C
unter Schuitteln). DNase | hydrolysiert DNA, lasst RNA aber intakt. Fur die
Nukleinsauren Aufreinigung wurde das Reaktionsgemisch mit 100 yl DEPC H20
verdunnt und zusammen mit 125 ul Phenol/Chloroform auf ein Phase Lock Gel
pipettiert, invertiert und abzentrifugiert (5min, 14000 rpm). Denaturierte Proteine
und hydrolysierte DNA befanden sich wie in der Nukleinsauren Reinigung bei der
Linearisierung in der Interphase, die RNA im wassrigen Uberstand. Dieser wurde
abpipettiert und die RNA durch Alkoholfallung unter Zugabe von 375 ul 100%
Ethanol und 12,5 pl 3M Natriumacetatlésung ausgefallt (-80°C, 30min). Die
ausgefallte RNA wurde abzentrifugiert (15 min, 14000 rpm, 4°C), eventuelle
Phenolreste durch 70% Ethanol ausgewaschen. Zum Schluss wurde das
luftgetrocknete Pellet in 15 ul DEPC Wasser gelost und im Kontrollgel uberpruft
(Grofke fur KCNQ2 und KCND3 2,636 kb).

2.3 Oocyten-Praparation

Die Oocyten des afrikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis wurden vom
Institut fir Physiologie der Universitat Tubingen oder von EcoCyte Bioscience
(Castrop-Rauxel, Deutschland) bezogen. Die Oocyten sind im Reifestadium V/VI,
weshalb ein Teil des Ovars entfernt werden muss. Das enthommene
Ovarfragment wurde mechanisch in kleinere Sticke geteilt. In einer mindestens
einstlindigen Inkubation unter standigem Schwenken in Kollagenase Typ Il (1
mg/ml), gelost in OR2-Lésung, wurde das Bindegewebe und Follikelepithel
entfernt. Der Verdau wurde durch dreifaches Waschen in zuerst calciumfreier
OR2- Losung, dann in einer Barth Losung beendet. Die Oocyten wurden in eine
96 well Platte plaziert, mit je einer Oocyte pro Well plus 200ul Barth-Losung mit
dem Zusatz von 50 pg/ml Gentamycin. Die Injektion der RNA erfolgte mittels
eines automatisierten Systems Roboocyte2 (Multichannel System, Reutlingen).

Es wurden einheitlich pro Platte 50-70nl RNA mit einer Konzentration von 0,8
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Mg/ul je Oocyte injiziert, was einer RNA-Menge von 25-56 ng entspricht. Die
injizierten Oocyten wurden 2-4 Tage bei 17°C inkubiert.

2.4 Zwei-Elektroden Voltage clamp (TEVC) und das Voltage Clamp
Protokoll

Nach 2-4 Tagen Inkubation bei konstanten 17°C mit heterologer Expression von
Kv7.2 und 7.3 bzw. Kv4.3 wurden die Zellen mit dem automatisierten Zwei-
Elektroden- Voltage-clamp System (TEVC; Roboocyte 2, Multichannel System,
Reutlingen) bei Raumtemperatur (20-22°C) gemessen. Beide
Glasmikroelektroden wurden mit 1 M KCI/1,5M KAc Ldésung gefullt, ihre
Widerstande lagen in der verwendeten Badlésung (ND96) zwischen 0.3 und 1
MQ. Die Strome von Kv7 wurden mit einer Frequenz von 1kHz aufgenommen,
Kv4.3 mit einer Frequenz von 5kHz. Die Aktivierung von Kv7.2 und Kv7.3 erfolgte
von einem Haltepotential von -80mV in zwei sekiindigen Depolarisationsschritten
um 10mV von -80 bis +50 mV, gefolgt von einem 0,5-sekindigen Potential auf -
30mV zur Messung des Tail Currents, um die Triebkraft des Kationenflusses
allein durch das Anlegen von Spannung moglichst konstant zu halten. Fur die
Retigabin Messungen wurde die Zellmembran in 20 mV Schritten auf
Testpotentiale von -100 bis +60mV depolarisiert. Die Oocyten wurde vor und
nach der Applikation von in Barth Solution geléstem Retigabin (c=10 uM)
gemessen. Kv4.3 wurde von einem Haltepotential von -100 mV in 10mV
Intervallen von -80mv bis +70 mV depolarisiert.

2.5 Datenanalyse

Die Messungen der TEVC-Untersuchungen wurden mit Roboocyte2
(Multichannel System, Reutlingen) durchgeflhrt. Ausgewertet und geplottet
wurde mit Roboocyte 2+, Excel (Microsoft, USA), Clampfit 10.2 (pClamp, Axon
Instruments, Sunnyvale, CA), Origin (Origin-Lab Corp., Northampton, USA) und
SigmaPlot 12.0 (Systat Software GmbH).
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Die maximalen Stromamplituden wurden wahrend eines 2-sekindigen
Depolarsierungsschritt auf +40mV gemessen. Sie wurden auf den Mittelwert von
am selben Tag gemessenen Oocyten mit Expression wildtypischer Kv7.2 bzw.
Kv7.2 + Kv7.3 Kanale normalisiert. Die normalisierten Amplituden verschiedener
Versuchstage wurden zusammengefasst.

Das Strom-Spannungsverhaltnis der Aktivierung wurde ermittelt Gber die
Relation zwischen den Stromen im Tail von jedem Testpotential (Intervall 10mV
von -80 -+40mV) und des maximalen Stroms. Die erhaltenen Datenpunkte
wurden mit einer Boltzmannfunktion gefittet: | = Imax/(1+exp((V-V0,5)/K))+C mit |
als gemessene Stromamplitude, Imax als maximaler Strom, Vi, als Potential, bei
der eine halbmaximale Aktivierung erreicht ist; k als Steigungsfaktor, und C als
Steigungskonstante.

Die Zeitkonstanten der Aktivierung und Deaktivierung wurden durch einen
Datenfit mit einer first order Exponentialgleichung fur jeden Spannungsschritt
beschrieben.

Alle Daten wurden mit Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angezeigt. Die
Ermittlung statistischer Signifikanz erfolgte anhand des one way analyses of
variance (ANOVA) on ranks und paired t-Test mit SigmaPlot 12.0. Fir die
Untersuchung des Grads an Konservierung der genomischen Abschnitte, die von
der Mutation in KCNQZ2 und KCND3 betroffen sind, erfolgte ein Aminosauren
Alignment mit Hilfe von Clustal Omega von EMBL-EBI und NCBI.
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3 Ergebnisse

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war die funktionelle Untersuchung zweier
missense-Mutationen G315R und R325G in KCNQ2, welche im proximalen C-
Terminus der a-Untereinheit von Kv7.2 liegen. Identifiziert wurden die Mutationen
bei Neugeborenen mit einer pharmakoresistenten, entwicklungsbedingten und
epileptischen Enzephalopathie (DEE) in einer multizentrischen Studie von
Weckhuysen et al. (2013). Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der
Analyse der pharmakologischen Wirkung des Kv7-Kanaloffners Retigabin
(Ezogabin) auf die mutierten Kv7.2-Kanale in Coexpression mit Kv7.3, um
mdgliche therapeutische Effekte zu evaluieren. Im dritten Teil der Arbeit wurde
die funktionelle Konsequenz der Deletion F227del in KCND3 untersucht, welches
zur Deletion von Phenylalanin in Segment S2 des Kv4.3-Kanals fuhrt. Diese
Mutation wurde bei einem Patienten mit autosomal-dominanter spinocerebellarer
Ataxie identifiziert.

Alle funktionellen Analysen erfolgten im heterologen Xenopus laevis-
Expressionssystem unter Verwendung der Zwei-Mikroelektroden-Voltage-
Clamp-Technik (TEVC).

3.1 Sequenzvergleich

Kaliumkanale enthalten konservierte Domanen, die essenzielle strukturelle und
funktionelle Determinanten fur ihre elektrische Aktivitat und Regulation darstellen
(Capera et al., 2019). Daher war es von Interesse zu untersuchen, in welchem
MalRe die Aminosauresequenzen der hier analysierten Mutationen
phylogenetisch konserviert sind. Das Alignement der Aminosauresequenzen von
Kv7.2 zeigte, dass die Positionen G315 und R325 innerhalb konservierter
Bereiche unter Wirbeltieren liegen, was auf eine funktionelle Relevanz dieser
Regionen hinweist. R325 ist ebenso im Shab-und Shal-Genprodukt in Drosophila
melanogaster konserviert. Bei Kv4.3 zeigte sich, dass auch Phenylalanin auf
Position 227 in allen Wirbeltieren und und bis auf Shab in allen Homologen
(Kv1;Kv3 und Kv4) von Drosophila konserviert ist. Durch die Lokalisation der

untersuchten Mutationen in konservierten Bereichen kann man annehmen, dass
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bei Kv7.2 der Ausstausch der neutralen Aminosaure Glycins mit der basischen

Aminosaure Arginin bzw. bei Kv4.3 die Deletion des unpolaren Phenylalanins

F227del potentiell von funktioneller Relevanz ist.
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Abbildung 6: Multiples Alignment der Aminosaurensequenz von Kv7.2 (Isotyp a, Isotyp c),
verschiedener Wirbeltiere und Shaker, Shab, Shaw, Shal aus Drosophila melanogaster.
Die Pfeile markieren die Position der missense-Mutationen G315R (blau) und R325G

(schwarz).

Auf homologen Positionen der Aminosaure 315 in Kv7.2 ist bei allen Wirbeltieren die

neutrale Aminosaure Glycin eingebaut, auf Position 325 das basische Arginin.

In den Homologen Kv1-4 ist Glycin auf Pos. 315 durch die ebenfalls neutrale Aminoséaure
Asparagin (N). ersetzt. Arginin auf Position 325 ist auch im Shab- (Kv2) und Shal-(Kv4)
Genprodukt erhalten. Das Alignment erfolgte mit Clustal Omega.
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Abbildung 7: Multiples Alignment der Aminosdurensequenz vom humanen Kv4.3
verschiedener Wirbeltiere und den spannungsabhidngigen Kaliumkanalen Shaker, Shab,
Shaw, Shal aus Drosophila melanogaster. Position F227 (Pfeil) ist in allen Wirbeltieren wie
auch in Shaker, Shaw, Shal konserviert. Das Alignment erfolgte mit Clustal Omega.

3.2 KCNQ2

Bei den hier untersuchten Punktmutationen in KCNQZ2 G315R und R325G
handelt es sich um missense-Mutationen. In der Variante G315R wurde die
neutrale Aminosaure Glycin durch die basische Aminosaure Arginin ersetzt,
wahrend in R325G Arginin durch Glycin ausgetauscht wurde. Beide Mutationen

betreffen den proximalen C-Terminus.

3.2.1 Funktionelle Untersuchung homomerer Kv7.2-Kanale

Die funktionelle Untersuchung der Mutationen G315R und R325G in Kv7.2
erfolgte in Xenopus laevis Oocyten unter Verwendung einer automatisierten
Zwei-Mikroelektroden-Spannungsklemmtechnik (TEVC, Robocyte2,
Multichannel Systems) 2-4 Tage nach der cRNA-Injektion gemal dem
beschriebenen Messprotokoll (siehe Kapitel 2.4 und 2.5).

Bei der homomeren Expression beider Mutationen fand sich ein kompletter Loss-
of-function (siehe Abb. 8 und Abb.9). Die gemessenen Strome ahnelten eher
endogenen Stromen als dem typischen M-Strom (nicht dargestellt). Die
Stromamplituden waren im Vergleich zum wildtypischen Kv7.2-Kanal stark
reduziert (G315R: Reduktion um 96 % gegenuber WT; R325G: Reduktion um 95
%).
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Abbildung 8: Streudiagramm der normalisierten Stromamplituden einzelner Zellen bei
homomerer Expression von Kv7.2 WT bzw. Mutation G315R und R325G. Kv7.2: n=10;
G315R: n=9; R325G: n=12
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Abbildung 9: Normalisierte Stromamplituden bei homomerer Expression von Kv7.2 WT
bzw. Mutation G315R und R325G. Kv7.2: Normalisierter Mittelwert: 1,0 £ 0,10; n=10; G315R:
n=9, Mittelwert: 0,04 * 0,01; R325G: n=12, Mittelwert: 0,05 * 0,01; Statistisch signifikante
Unterschiede (ANOVA on ranks) werden dargestellt als *p<0,05.
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Zur weiteren Untersuchung der Auswirkungen der Mutationen wurde der
Stromvergleich im Injektionsverhaltnis 1:1 durchgefuhrt, d. h. ein Anteil
wildtypischer cRNA wurde mit einem Anteil Wasser oder mutierter cRNA
kombiniert. Als Kontrolle wurden die Strome mit der Expression von zwei Anteilen
wildtypischer cRNA (Kv7.2/Kv7.2) verglichen, das einem homozygot
wildtypischen Zustand entspricht. Bei Haploinsuffizienz waren bei Expression
von wt Kv7.2/Mutation (1:1) gleich hohe Stromamplituden wie bei Injektion von
wt KCNQ2-cRNA/H20 zu erwarten gewesen sowie maximal um 50 % reduzierte

Amplituden im Vergleich zu Expression von wt Kv7.2/Kv7.2.

Kv7.2 WT/WT Kv7.2 WT/H,O
(1:1)
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Abbildung 10: Charakteristische Stromverlaufe bei Expression von wt Kv7.2, wt Kv7.2/H20
sowie WT Kv7.2 /G315R (1:1) und WT Kv7.2/R325G (1:1) bei Testpotentialen von -80 bis
+50mV (A10mV).
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Die gepoolten Messergebnisse der Stromamplituden von Kv7.2/G315R (1:1)
zeigten im Vergleich zu Kv7.2/Kv7.2 eine Amplitudenreduktion um 57%,
Kv7.2/R325G (1:1) eine Reduktion um 69%. (siehe Abb. 11). Im Vergleich der
Kombinationen Mutation/WT (1:1) mit Kv7.2/H,O (1:1) waren die Amplituden
beider Mutationen unterhalb denen von Kv7.2/H,O: bei G315R um 14 %, bei
R325G um 26 %. Somit erreichten die Amplituden in einer 1:1 Coinjektion von
mutierter und wildtypischer cRNA nicht die 50%-Marke von Kv7.2/ Kv7.2 und
lagen unterhalb des Kv7.2/H20 Niveaus. Beide Ergebnisse sprechen fur einen
dominant negativen Effekt. Aufgrund der geringen Zellzahl wurde das
Signifikanzniveau (p < 0,05) nicht durchgehend erreicht; die Daten zeigen teils
nur einen Trend. In Zusammenschau mit den reduzierten Amplituden in
Coexpression mit Kv7.3 (1:1:2) um mehr als 25% (siehe Kapitel 3.2.2) kann

jedoch von einem dominant negativen Effekt ausgegangen werden.
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Abbildung 11: Normalisierte Stromamplituden bei Expression homozygot wt Kv7.2/ Kv7.2
Kanale, nach Injektion einem Anteil wt KCNQ2-cRNA mit einem Anteil H.0 (Kv7.2/H,0;
entsprechend einer Haploinsuffizienz), nach Coexpression wt und mutierter Kv7.2-
Untereinheiten (1:1). Es zeigte sich bei WT/ Mutation (1:1) eine >50 % Reduktion im
Vergleich zu Kv7.2/Kv7.2 und geringere Stromamplituden als bei Kv7.2/H,0.

Dies ist vereinbar mit einem dominant negativen Effekt.
Kv7.2: n=4; Normalisierter Mittelwert 1,0 £ 0.36; Kv7.2/H,0: n= 6, Mittelwert=0,57+0,09;
Kv7.2/G315R (1:1): n=4, Mittelwert=0,43* 0,05; Kv7.2/R325G: n=3, Mittelwert=0,31%+ 0,04.
Das Signifikanzniveau von p < 0,05 wurde nur bei Kv7.2/R325G (1:1) im Vergleich zu
Kv7.2/Kv7.2 erreicht.
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3.2.2 Funktionelle Untersuchung heteromerer Kv7.2/ Kv7.3-Kanale

Die Coexpression von wildtypischen Kv7.2 und Kv7.3 a-Untereinheiten fuhrte

unter Annahme der Zusammenlagerung zu einem heteromultimeren Kanal zu

sechs- bis zehnfach hoheren Stromamplituden im Vergleich zu homomeren

Stromamplituden [uA]

Kv7.2-Kanalen (siehe Abb. 12).
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Abbildung 12: Charakteristische Stromverlaufe von homomeren Kv7.2 vs. heteromeren

Kv7.2/Kv7.3 Kanélen.
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Abbildung 13: Streudiagramm der Verteilung der normalisierten Stromamplituden bei
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Expression heteromerer Kanile aus wildtypischen (wt) Kv7.2-Untereinheiten (UE),
mutierten

Kv7.2-UE und Kv7.3-UE im Verhaltnis 1:1:2 im Vergleich zu wt-Kv7.2/Kv7.3 (1:1)-Kanalen.
Kv7.2+Kv7.3 (1:1): n=31; G315R (1:1:2): n=18, R325G (1:1:2): n=13

0,8

0,6 ek

0,4

Normalisierte Stromamplituden

0,2 S

0,0

T T T
Kv7.2+Kv7.3 (1:1) G315R (1:1:2) R3256 (1:1:2)

Abbildung 14: Normalisierte Stromamplituden bei Expression heteromerer Kanile aus
wildtypischer (wt) Kv7.2-Untereinheiten (UE), mutierter Kv7.2-UE und Kv7.3-UE im
Verhaltnis 1:1:2 im Vergleich zu wt-Kv7.2/Kv7.3 (1:1) Kanalen.

Kv7.2/Kv7.3 (1:1): n=31; Mittelwert= 1£0,05; G315R (1:1.2): n=18, Mittelwert:0,35 * 0,05;
R325G (1:1:2): n=13, Mittelwert: 0,48 * 0,05; Statistisch signifikante Unterschiede (ANOVA
on ranks) werden dargestellt als *p<0,05, **p<0,01 und ***p <0,001

Bei Injektionsverhaltnissen in der physiologisch vermuteten Stdchiometrie von
1:1:2 von KCNQ2-Wildtyp, -Mutation und KCNQ3 zeigte sich im Vergleich zur
homomeren Expression eine deutliche Steigerung der Strome. Jedoch waren sie
im Vergleich zum wildtypischen heteromeren Kv7.2/Kv7.3-Kanal signifikant >
25% reduziert: Reduktion G315R (1:1:2) um 65%, R325G (1:1:2) um 52%. Auch
in dieser Konstellation spricht das Ergebnis fur einen dominant negativen Effekt
(siehe Abb.14).

Anders als die Stromamplituden, ist wie in Abb.15 dargestellt das Strom-
Spannungsverhaltnis der Aktivierung bei G315R und R325G in 1:1:2
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Coexpression nicht verandert. lhre Steigungskonstante k ist unverandert
gegenuber wildtypischer heteromerer Kanale. Da mutierte Homotetramere
nahezu keinen Strom vermittelten, konnte ein Strom-Spannungsverhaltnis hierfur

nicht bestimmt werden.
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—0— G315R (1:1:2)
00 4 —w— R325G (1:1:2)
-100 -elso -6IO -e;o -2|o cl) 2Io 4Io 60
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B Viz(mV) SEM n
Kv7.2+Kv7.3 -41,3 +0,82 8
G315R (1:1:2) -41,4 + 0,50 6
R325G (1:1:2) -40,6 +1,16 9

Abbildung 15: Strom-Spannungsverhaltnis der Aktivierung der coexprimierten Kanale
(1:1:2). Die Datenpunkte wurden mit einer Boltzmannfunktion gefittet. V12 ist die
halbmaximale Aktivierung, ihre Werte sind in Tabelle B dargestellt. Es lag keine
Verschiebung der Aktivierungskurve vor.
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Auch die Aktivierungskinetik der 1:1:2 coexprimierten Kv7.2 und -3 Kanale mit c-
terminal lokalisierten Mutationen zeigt keine signifikanten Veranderungen im
Vergleich zu wildtypischen Kv7.2/Kv7.3 Kanalen (siehe Abb.16.).
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600 - —8— Kv7.2+ Kv7.3 (1:1)
—0— G315R (1:1:2)
—w— R325G (1:1:2)
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Abbildung 16: Aktivierungskinetik der coexprimierten Kv7.2 und -3 Kanile (1:1:2). Die
Zeitkonstanten Tau-Aktivierung wurden durch einen first order Exponentialfit berechnet.
Beide Mutationen G315R (1:1:2) und R325G (1:1:2) zeigten in ihrer Aktivierungskinetik
keine signifikanten Verdanderungen. Kv7.2/Kv7.3 (1:1): n=9, G315R (1:1:2): n=10; 325G
(1:1:2):n=10

Auffallig dagegen war der Vergleich der Ruhemembranpotenziale (RMP) von
Oocyten, in denen wildtypische bzw. mutierte Kv7.2- und Kv7.3-Untereinheiten
exprimiert wurden (siehe Abb.17). Zellen mit wildtypischer Kv7.2-Expression
zeigten ein RMP von ca. -59 mV, wahrend das RMP bei der Bildung homomerer
G315R- und R325G Kanale bei - 29 mV lag. Dies entspricht in etwa dem
endogenen RMP der untersuchten Oocyten im Reifestadium V-VI (vgl. RMP bei
alleiniger H,O-Injektion: =31 mV).
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Abbildung 17: Vergleich der Ruhemembranpotenziale (RMP) bei Expression wt Kv7.2 bzw
wt Kv7.2/7.3 Kanale vs. mutierter Kv7.2-Kandle G315R und R325G, bei Coexpression
wt/mutierter Kv7.2-UE (1:1) und heteromerer Kv7.2/Kv7.3-Kanale (1:1:2). Zur Kontrolle
Zellen ohne heterologe Expression (H20)

Beide Mutationen zeigten gegeniiber dem Wildtyp eine signifikante Positivierung des RMP.
Durch Coexpression von wildtypischen Kv7.2- und Kv7.3-Untereinheiten konnte ein
teilweiser Rescue beobachtet werden mit jedoch weiter bestehender signifikanter
Positivierung des RMP. Bei Expression homomer mutierter Kv7.2-Kanile entsprach das
RMP dem von Oocyten im Reifestadium V-VI.

A: Kv7.2/ Kv7.2: n=14, Mittelwert -59,3 * 1,3; Kv7.2 + Kv7.3: n=31, Mittelwert= 59,8 + 1,5;
G315R: n= 16, Mittelwert -29,3 * 1,43; Kv7.2/G315R (1:1): n= 4, Mittelwert=-52,0 * 1,9;
G315R(1:1:2): n=19, Mittelwert -54,4 * 1,3; H,0: n=5, Mittelwert=31,0 £2,0

B: K\7.2: n=14, Mittelwert -59,3 * 1,3; Kv7.2 + K,7.3: n=31, Mittelwert= 59,8+ 1,16; R325G:
n=8, Mittelwert= -29,0 * 1,3; R325G (1:1): n=3, Mittelwert= 45,7 * 1,5; R325G (1:1:2) n= 11,
Mittelwert=-49,7 * 1,8;

Statistisch signifikante Unterschiede (ANOVA on ranks) werden dargestellt als *p<0,05,
**p<0,01 und ***p <0,001
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Bei Coexpression der mutierten Kv7.2-Untereinheiten mit wildtypischer Kv7.2-a-
Untereinheiten (1:1) war im Vergleich zu homomeren mutierten Kanalen eine
Negativierung des Ruhemembranpotenzials (RMP) nachweisbar (RMP von
G315R (1:1): =52,0 mV vs. G315R: -29,3 mV; RMP von R325G (1:1) -45,7 mV
vs. R325G -29,0mV). Signifikant war dies bei R325G (1:1), bei G315R konnte es
nur als Trend gezeigt werden. Eine zusatzliche Anlagerung von Kv7.3-
Untereinheiten in den tetrameren Kanal erbrachte bei wildtypischen Kv7.2-
Kanalen keine Veranderung, wahrend sie bei den untersuchten Mutationen einen
weiteren leichten Shift in Richtung hyperpolarisierte Potentiale bewirkte: G315R
(1:1:2) RMP von -54,4 mV (A +5,4mV vs Kv7.2/7.3), R325G (1:1:2) RMP von
-49,7 mV (A +10,1mV vs Kv7.2/7.3). Beide Ergebnisse entsprechen noch immer

einer signifikanten Depolarisation des RMP gegenlber dem wildtypischen Kanal.

3.2.3 Retigabin

Im diesem Versuchsteil wurde die Auswirkung von Retigabin (10 uM) auf die von
G315R und R325G betroffenen Kv7.2-Kanale untersucht. Retigabin wirkt als
direkter Kv7-Kanaloffner und stellt somit eine Art "precision therapy" dar (siehe
Kapitel 1.3.5).

Im untersuchten Strom-Spannungsverhaltnis zeigte die Zugabe von Retigabin
(RTG) bei wildtypischen heteromeren Kanalen (Kv7.2/Kv7.3) eine Verschiebung
um =12 mV in Richtung Hyperpolarisation. Der gleiche Shift wurde bei R325G
(1:1:2) beobachtet (-12 mV). Bei G315R (1:1:2) fluhrte Retigabin zu einer
Verschiebung der Strom-Spannungskurve um sogar -22 mV in Richtung
negativere Potentiale.
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Abbildung 18: (A) Strom-Spannungs-Kurven mit und ohne Retigabin (RTG, 10 uM). Sowohl
bei wt Kv7.2/Kv7.3 als auch bei G315R (1:1:2) und R325G (1:1:2) bewirkte RTG eine
signifikante Verschiebung der Aktivierung in Richtung Hyperpolarisation.

(B). Halbmaximale Aktivierungspotentiale (V12). Verschiebung von V;; unter RTG des wt
Kv7.2/Kv7.3 von -41,3 % 0,8 auf -53,2 #1,0 mV (p< 0,001) und bei R325G (1:1:2) von -40,6
#1,2 auf -52,5 mV (p<0,001). Bei G315R (1:1:2) zeigte sich ein noch ausgepréagterer Shift in
Richtung Hyperpolarisation von -41,4 + 0,50 mV auf -63,4 £ 1,01 mV (p < 0,001; n = 6-8).

61



3.3 KCND3

In diesem Versuchsteil erfolgte die funktionelle Untersuchung im Xenopus laevis-
Oozyten-Expressionssystem mittels TEVC einer in-frame-Deletion F227del im
KCND3-Gen, das fur den spannungsabhangigen, schnell aktivierenden und
schnell inaktivierenden und auswarts gleichrichtenden Kaliumkanal KV4.3
kodiert. Die Deletion liegt in einem konservierten Bereich bei Wirbeltieren, dem
Homologen Shal, dem ebenso A-Strom leitenden Shaker sowie dem delayed
rectifier Shaw. Die Mutation betrifft das Transmembransegment S2, das Teil des
Spannungssensors ist (siehe Abb.4). Die Deletion wurde als Ausloser der
Spinocerebellaren Ataxie 19/22 (SCA) 2012 von Lee et al. beschrieben. Im
Gegensatz zu Lee et al. mit identifizierter hereditar aufgetretenen Mutation

handelt es hier um eine de-novo Mutation.

3.3.1 Funktionelle Untersuchung von Kv4.3-Kanalen

Mit der Zwei-Mikroelektroden-Voltage-Clamp Technik (TEVC, Roboocyte2,
Multichannelsystem) erfolgten 2-4 Tage nach cRNA-Injektion die Messungen der
Kv4.3-Kanal exprimierenden Oocyten. Von einem Haltepotential von -100 mV
wurden die Oocyten in 10mV Intervallen von -80mv bis +70 mV depolarisiert. Wie
in Abb. 19 dargestellt, zeigen die wildtypischen Kv4.3-Kanale schnell
aktivierenden und schnell inaktivierenden auswarts gerichteten Kaliumstrom (A-
Strom), wahrend Uber die homomeren F227del-Kanale kein A-Strom ableitbar
waren. Die gemessenen Strome der Deletion waren nicht vom endogenen Strom
abgrenzbar. In den homomeren mutierten Kanalen war somit ein kompletter
Loss-of-function zu verzeichnen. Auch bei Coexpression von wildtypischen mit
mutierten a-Untereinheiten im Verhaltnis 1:1 war kein typischer A-Strom
nachweisbar. Der mittlere Peak current war auch in wt-Kv4.3//F227del (1:1) um
94 % reduziert; ein Rescue war nicht erkennbar. Somit ist von einem

ausgepragten dominant-negativen Effekt auszugehen.
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Abbildung 19: Charakteristische Rohdaten der Stromverlaufe bei (A) wildtypischer
Expression von Kv4.3- Kanale (B) Expression bei Coinjektion wt KCND3/H20, was einen
monoallelischen Ausfall widerspiegelt, (C) Expression von F227del und (D) Expression

von wt Kv4.3/F227del (1:1). Die Testpotentiale lagen zwischen -80 - +70mV (10mV).
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Abbildung 20: Streudiagramm der normalisierten Stromamplituden einzelner Zellen bei
Expression von wildtypischer Kv4.3-Kanale, bei Coinjektion von einem Teil H,0 anstatt
KCND3-cRNA (Kv4.3/H20 (1:1)), Expression von F227del sowie wt Kv4.3/F227del (1:1).
Kv4.3: n= 8, Kv4.3/H20 (1:1): n=2, F227del: n=5, Kv4.3/F227del (1:1): n=5.
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Abbildung 21: Normalisierte Stromamplituden bei Expression wildtypischer Kv4.3-Kanile,
bei Coinjektion von einem Teil H20 anstatt KCND3-cRNA (Kv4.3/H20 (1:1)), Expression von
F227del sowie wt Kv4.3/F227del (1:1). Sowohl die Strome des homomeren mutierten
Kanals F227del als auch bei Coexpression von wildtypischen und mutierten Kv4.3-
Untereinheiten (Kv4.3/F227del (1:1)) fand sich ein kompletter Loss-of-function (F227del
Reduktion um 93%, Kv4.3/F227del (1:1 Reduktion 94%).

Kv4.3: n=8, Mittelwert 1.0 £ 0.28; Kv4.3/H20: n=2, Mittelwert 0.40% 0.02; F227del: n = 5,
Mittelwert 0.07 % 0.04, K Kv4.3/F227del: n=5, Mittelwert 0.06* 0.04. Statistisch signifikante
Unterschiede (ANOVA on ranks) werden dargestellt als *p<0,05, **p<0,01 und ***p <0,001
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4 Diskussion

41 KCNQ2/KCNQ3

Die funktionelle Charakterisierung der beiden de-novo-Mutationen G315R und
R325G in KCNQZ2 im heterologen Xenopus laevis-Oozyten-Expressionssystem
mittels Zwei-Mikroelektroden-Voltage-Clamp (TEVC) zeigte in beiden Fallen
einen Loss-of-function mit deutlicher Reduktion des M-Stroms. Die Mutationen
wurden bei zwei Neugeborenen mit einer entwicklungsbedingten und
epileptischen Encephalopathie (DEE) in einer multizentrischen Studie von
Weckhuysen et al. 2013 identifiziert. Fur G315R lagen bislang keine funktionellen
Daten vor; die hier erhobenen Ergebnisse fur R325G stimmen jedoch mit
friheren Untersuchungen in CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary) Uberein
(Soldovieri et al., 2016).

Kanale, die ausschlieBlich aus mutierten Kv7.2-Untereinheiten bestanden,
zeigten keinen vom Hintergrund abgrenzbaren Strom. Die Simulation der
heterozygoten Situation durch Coexpression von mutierten und wildtypischen
Kv7.2-Untereinheiten (1:1) fuhrte zu einem partiellen Rescue, wobei die
Dysfunktion des Kanals starker ausgepragt war als es durch eine reine
Haploinsuffizienz erklarbar ware: Die Reduktion der Stromamplituden von
Wt/Mutation (1:1) betrug in beiden Fallen Uber 50 % vs.dem homozygot
wildtypischen Zustand (Kv7.2/Kv7.2). Auch im Vergleich zur Injektion von einem
Anteil wildtypischer KCNQZ2-cRNA plus einem Anteil Wasser (Kv7.2/H20) -
entsprechend einem monoallelischen Funktionsausfall- konnten bei beiden
Mutationen (Wt/Mutation (1:1)) verminderte Amplituden nachgewiesen werden.
Somit scheinen die exprimierten G315R und R325G Kv7.2 a-Untereinheiten nicht
eine insuffiziente, sondern eine dysfunktionelle Auswirkung auf die Ausbildung
wildtypischer Kanale zu besitzen. Wir sahen einen dominant negativen Effekt fur
beide Mutationen.

Dieses Ergebnis stimmt mit fruheren Beobachtungen Uuberein, die eine
Korrelation zwischen dem Grad des funktionellen Defizits und der klinischen

Schwere zeigen: Varianten, die benigne familiare neonatale Krampfanfalle
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(BFNS) verursachen, zeigen in vitro meist eine Haploinsuffizienz, wahrend DEE-
assoziierte Varianten einen dominant negativen Mechanismus aufweisen (Miceli
et al., 2013; Orhan et al., 2014). Diese Genotyp-Phanotyp-Korrelation bestand
auch in dieser Arbeit. Ursachen fur die beobachtete Reduktion der Kaliumstrome
konnen, wie in jungeren funktionellen Studien gezeigt, eine verminderte
lonenleitfahigkeit, reduzierte Kanalexpression, gestortes Trafficking, abnormes
Gating oder eine veranderte Antwort auf Regulatorproteine sein (Nappi et al.,
2024). Beide untersuchten Mutationen liegen im proximalen C-Terminus der
Kv7.2 a-Untereinheit nahe der hochkonservierten A-Domane, die fur die
Tetramerisierung essenziell ist, und der Cp-Domane, die ebenfalls die Subunit-
Assemblierung unterstutzt (Maljevic et al., 2013). Sie befinden sich innerhalb der
Calmodulin(CaM)-Bindedomane, welche fur die korrekte Faltung, Trafficking und
die Tetramerisierung von Kv7.2 entscheidend ist (Weckhuysen et al., 2013;
Maljevic & Lerche, 2014). Da funktionelle Kv7-Kanale nur als Tetramere in die
Plasmamembran eingebaut werden (Papazian, 1999), konnten die Mutationen
die Interaktion mit anderen a-Untereinheiten beeintrachtigen und so den Einbau
verhindern. Zudem kann die Integration einer defekten Untereinheit den
gesamten Kanal ,vergiften® (dominant-negative interference), wie fur DEE-
assoziierte KCNQZ2-Varianten beschrieben (Millichap et al.,, 2016). Beide
Mutationen liegen c-terminal unmittelbar distal des Transmembransegments S6,
einem Bereich, der sowohl an der Pore als auch am Gating beteiligt ist. C-
terminal sind ebenso PIP,-Bindestellen lokalisiert. PIP2 wirkt als essenzieller
Cofaktor, der Uber mehrere cytosolische Bindungsstellen (am C-Terminus,
Spannungssensonsor (VSD) und Porendomane (PD)) eine
Konformationsanderung induziert, den Spannungssensor mechanisch mit der
Porendomane koppelt und somit die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals
erhoht (Zhang et al., 2013). Eine reduzierte PIP,-Bindeaffinitat bewirkt eine
Dysfunktion des Gatings und ware somit als Mechanismus der M-Stromreduktion
durch die hier untersuchten Mutationen denkbar. Da fur einen funktionellen Kanal
auch immer alle vier a-Untereinheiten 6ffnen und schlie®en miussen, kann eine
Fehlfunktion in einer einzigen Untereinheit zum Funktionsausfall des gesamten

lonenkanals fuhren (Millichap, 2016). Experimentell zeigte die heteromere
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Coexpression (1:1:2) von Kv7.2/Kv7.3 zusammen mit den Mutationen keine
signifikanten Veranderungen der Aktivierungskinetik oder
Spannungsabhangigkeit. Damit ist ein gestortes Gating als Hauptursache der M-
Stromreduktion bei G315R und R325G unwahrscheinlich.

Des Weiteren konnte bei Expression beider KCNQ2-Mutationen eine signifikante
Veranderung des Ruhemembranpotentials (RMP) beobachtet werden, welches
als ,schicksalsbestimmender® Faktor fur neuronale Proliferation und
Differenzierung gilt (Dirkx et al., 2020; Sontheimer et al., 1989; Rao et al., 2015).
Oozyten, die wildtypische Kv7.2- oder Kv7.2/Kv7.3-Kanale exprimierten, zeigten
ein RMP von etwa -59 mV. Homozygot mutierte Kanale zeigten ein deutlich
depolarisiertes RMP, ahnlich dem endogenen Oocyten-RMP im Reifestadium V-
VI. Bei Simulation des heterozygoten Zustands (wt/Mutation (1:1)) kam es zu
einer Verschiebung in Richtung negativere Potentiale , dennoch waren die RMP
im Vergleich zu wt Kv7.2-Kanalen sigifikant depolarisiert. Die zusatzliche
Coexpression von Kv7.3-Untereinheiten (1:1:2) fihrte — im Gegensatz zu den
Wildtypbedingungen — zu einer weiteren partiellen Negativierung, die RMPs
blieben jedoch weiterhin um 6—-10 mV depolarisiert (RMP von G315R (1:1:2):
-54,4 mV; RMP von R325G (1:1:2): —-49,7 mV). Diese Ergebnisse stimmen mit
Daten aus NGNZ2-Neuronen jungerer Studien Uberein, die aus
patientenabgeleiteten iPSC-Modellen gewonnen wurden. In diesen zeigte sich
bei Expression mutierter KCNQZ2-Kanale in einer fruhen Messung (nach 3—4
Tagen) eine Depolarisation des RMP um ~ 7 mV gegenuber Wildtypzellen (Rosa
et al.,, 2025). Der Reifegrad dieser NGN2-Neuronen entspricht in etwa der
menschlichen fetalen Hirnentwicklung im 2. Trimester (Rosa et al., 2020).
Oozyten des Stadiums V-VI, wie sie typischerweise fur heterologe
Expressionsexperimente eingesetzt werden, befinden sich in der Prophase | der
Meiose und reprasentieren ebenso ein frihes Reifestadium (Meneau et al.,
2020). Wie Dirkx et al. (2020) betonen, ist die Aufrechterhaltung eines
phasenspezifischen RMPs wahrend der neuronalen Entwicklung essenziell. In
frihen Entwicklungsphasen, die durch Zellproliferation gepragt sind, ist ein
depolarisiertes RMP charakteristisch. Dieses wird durch niedrige M-Stréome

hervorgerufen, bedingt durch die Expression des verkurzten fetalen Transkripts
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e (Dirkx et al., 2020), dem zwei PIP2- Bindedoméanen fehlen (Suh & Hille, 2002).
Mit zunehmender Expression des langeren Transkripts ¢ (Linta et al., 2013),
dessen Produkt funktionelle Kv7.2-Kanale bildet, verschiebt sich das RMP in
Richtung Hyperpolarisation, was als Signal flr neuronale Differenzierung gilt
(Dirkx et al., 2020).

Die beobachtete Depolarisation der RMPs bei G315R und R325G im Xenopus-
Oozyten-Expressionssystem im Vergleich zur Expression wildtypischer
Kv7.2/Kv7.3-Kanale konnte somit den Hinweis in Zellkulturexperimenten auf eine
Entwicklungsverzdgerung bei Mutationen, die eine M-Strom-Reduktion bewirken,
unterstreichen. In iPSC-Neuronen (Rosa et al., 2025) konnte bei Depolarisation
des RMP anstatt einer Hyperexzitabilitdt, das als zentraler Mechanismus von
KCNQ2-assoziierten Epilepsien gilt (Miceli et al., 2015), eine gestorte AP-
Generierung und Reduktion der ersten Synchronisationen (,giant depolarization
events* (GDEs); Rosa et al., 2025) nachgewiesen werden. Die in unreifen Zellen
beobachtete Reduktion der AP-Rate und Nachlassen der Amplitude in
stimulationsinduzierten Messungen des Aktionspotentialverhaltens konnte Folge
der Colokalisation von Kv7.2 und Kv.7.3-Kanale mit spannungsabhangigen
Natriumkanalen sein, welche zur Aktivierung eine vorherige Hyperpolarisation
bendtigen. Der experimentell nachgewiesene weitere Rescue des RMP durch
Coexpression von Kv7.3. ist klinisch wahrscheinlich fur die postnatale neuronale
Entwicklung von Bedeutung, da eine relevante Kv7.3 Expression erst ab der
Geburt beginnt (Zinel et al., 1998, Zhang et al., 2016).

Retigabin ist ein mittlerweile vom Markt genommener allosterischer Kv7-Offner,
der Uber die Bindung an einer hydrophoben Tasche zwischen S5 und S6 an
Schlusselaminosauren wie einer Tryptophan-Seitenkette in der S5-Helix bindet
und so den Kanal im gedffneten Zustand stabilisiert. Passend zu friheren Studien
konnte gezeigt werden, dass Retigabin das Strom-Spannungsverhaltnis sowohl
bei wildtypischer Kv7.2/Kv7.3 (1:1) Kanalexpression als auch bei Expression
beider Mutationen G315R und R325G (1:1:2) signifikant in Richtung negativerer
Potentiale verschiebt, mit einem Shift zwischen -12 bis -22 mV (WT (1:1:2) A-
12mV; G315R (1:1:2) A-22mV, R325G (1:1:2) A-12mV). Warum die
Verschiebung bei G315R so viel deutlicher ist, bleibt unklar. Moglicherweise fuhrt
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der Austausch der kleinen, flexiblen Glycin-Seitenkette gegen eine grol3e, positiv
geladene Arginin-Gruppe zu einer erhdhten Zuganglichkeit der Bindungstasche
zwischen S5 und S6 fur Retigabin und somit hherem Medikamenteneffekt.

Durch die Verschiebung der Strom-Spannungs-Verhaltnisse in Richtung
Hyperpolarisation kdnnten — bei vergleichbarem Verhalten in vivo — sowohl
Patienten mit der G315R- als auch mit der R325G missense-Mutationen von
einer Therapie mit Retigabin bzw. einem selektiveren Kv7-Kanaloffner der
zweiten Generation wie XEN1101, der sich aktuell in klinischen Phase-Il/lIb-
Studien befindet (Loscher, 2025), profitieren. Der durch die reduzierte
Kanalfunktion bedingte verminderte M-Strom konnte durch eine schon bei
negativeren Potentialen aktivierte Kanaloffnung teilweise kompensiert werden.
Postnatal bewirkt dies klinisch eine Reduktion der Anfallshaufigkeit (French et al.,
2023), in fetalen Zellen kdnnte es eine Hyperpolarisation des Membranpotentials
bewirken und somit die neuronale Reifung und Netzwerk-Synchronisation

unterstitzen. Weitere Studien sind hierzu erforderlich.

4.2 KCND3

Die funktionelle Untersuchung (ebenso im Oocyten-Expressionssystem, TEVC)
des A-Strom vermittelnden Kv4.3 Kanals mit F227del, welche im Rahmen einer
Spinocerebellaren Ataxie (SCA) identifiziert wurde, zeigte einen kompletten
Loss-of-function sowohl bei der Expression homomerer Deletionskonstrukte als
auch bei Coexpression mit wildtypischen Kv4.3 a-Untereinheiten (1:1).

Die Deletion der aromatischen Aminosaure Phenylalanin an Position 227 des
Proteins Dbetrifft das Transmembransegment S2 wund ist Teil des
Spannungssensors. Somit lag die initiale Vermutung nahe, dass die
Sequenzveranderung in S2 eine Verschiebung des Strom-Spannungsverhaltnis
und Offnungsverhalten bewirken kénnte. Allerdings konnte bei der homomeren
Expression von F227del-Untereinheiten sowohl bei Expression nur mutierter
Kv4.3-Untereinheiten als auch bei Coexpression mit wildtypischen Kv4.3
Untereinheiten  (1:1) kein Strom abgeleitet werden. Das Strom-
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Spannungsverhaltnis und die Aktivierungskinetik konnten somit nicht beurteilt
werden.

Diese Ergebnisse sind deckungsgleich mit denen von Lee et al.,, 2012. Sie
konnten daruber hinaus durch Immunfluoreszenzfarbungen nachweisen, dass
die Deletion F227del - trotz Lokalisation im Spannungssensor und nicht im fir die
Tetramerisierung von Kv4 bedeutsamen N-Terminus - ein gestortes Trafficking
bewirkt. Das veranderte Protein wurde nicht Uber das endoplasmatische
Retikulum ausgeschleust, sondern verblieb intrazellular. Atiologisch ist denkbar,
dass die Deletion der neutralen, unpolaren Aminosaure eine Storung der
Helixgeometrie und Hydrophobizitat bewirkt und somit einem Trafficking

entgegensteht (Lee et al., 2012).

5 Zusammenfassung

Kv7 Kanale stabilisieren die Zelle durch den sogenannten M-Strom im
Subschwellenbereich von APs, kontrollieren dadurch die Erregbarkeit der Zelle
und repetitives Feuern. Kv7.2 und -3 Kanale werden hauptsachlich in neuronalem
Gewebe exprimiert, sowohl im ZNS als auch im PNS. Mutationen in KCNQ2 und
-3 konnen u.a. zu selbstlimitierenden benignen familiaren neonatalen Anfallen
(BFNS) fuhren, konnen aber auch Ursache schwererer Verlaufe wie der
entwicklungsbedingten und epileptischen Enzephalopathie (DEE) sein.

Kv4 sind spannungsabhangige Kaliumkanale, die A-Strom vermitteln. Neben der
Repolarisation spielen sie eine grof3e Rolle bei der Regulation der AP-Frequenz.
Lange wurden sie vor allem mit kardialen Erkrankungen in Verbindung gebracht
wie Vorhoffimmern, Herzhypertrophie und dem Brugada-Syndrom. KCND3
wurde erstmalig 2012 als verursachendes Gen der Spinocerebellaren Ataxie Typ
19/22 identifiziert.

Der erste Teil dieser Arbeit bestand aus der Untersuchung von zwei c-terminal
lokalisierten de-novo-Punktmutationen in KCNQ2 G315R und R325G, die bei
neugeborenen Kindern mit einer entwicklungsbedingten und epileptischen
Encephalopathie (DEE) identifiziert wurden. Die Fragestellung war, inwieweit
sich das elektrophysiologische Verhalten der mutierten Kanale von wildtypischen
unterscheidet. Mittels Mutagenese, in vitro-Transkription und cRNA-Injektion
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wurden die Kanale im heterologen Xenopus laevis Oocyten-Expressionssystem
exprimiert und das elektrophysiologische Verhalten Uber die Zwei-
Mikroelektroden Voltage Clamp Technik (TEVC) gemessen. Beide KCNQ2-
Mutationen G315R und R325G zeigten einen Loss-of-function (LoF): Bei
Expression von lediglich mutierter a-Untereinheiten fand sich ein kompletter LoF,
in Coexpression mit zusatzlich wildtypischer Kv7.2 a-UE (1:1) zeigte sich
weiterhin eine Uber 50% Reduktion der Stromamplituden, das fur einen dominant
negativen Effekt spricht. Eine Anderung des Gatings war nicht nachweisbar.
Ursachlich fur den dominant negativen Effekt kann somit wegen der c-terminalen
Lokalisation beider Mutationen innerhalb der Calmodulin-Bindedomane ein
gestortes Trafficking, Tetramerisierung oder eine Funktionsstorung des
Gesamtkanals bei Integration einer dysfunktionalen a-Untereinheit sein.

Beim Vergleich der Ruhemembranpotentiale, welches fur Proliferation und
Differenzierung ein relevanter Faktor ist (Dirkx et al, 2020), fand sich bei
Expression nur mutierter Kv7.2-Kanale eine massive Deploarisation des RMP
von ca +30mV in beiden Mutationen. Bei Coexpression der Mutationen mit
wildtypischen Kv7.2-Untereinheiten (1:1), entsprechend eines heterozygoten
Zustands, bestand weiterhin eine Depolarisation von +7 bis 14 mV, im
heteromultimeren Zustand mit Kv7.3 a-Untereinheiten (1:1:2) weiterhin von +5
bis 10mV. Dass eine Depolarisation bei reifen Neuronen mit einer erhdohten
Exzitabilitat und somit auch erhohter Anfallsbereitschaft einhergeht, ist in
friheren Studien mehrfach nachgewiesen worden (Miceli et al., 2015). Dass in
unreifen Zellen eine Depolarisation des RMP auch eine Reduktion der AP-
Frequenz und Synchronisation bewirken kann, moglicherweise durch eine
geringere Aktivierung spannungsabhangiger Natriumkanale, die mit M-Strom
vermittelnden Kanalen u.a. im Axonhlgel colokalisiert sind, und somit eine
Stérung der neuronalen Reifung und Netzwerkbildung bewirken kann, war
Gegenstand jungerer Studien (Rosa et al, 2025). Die in dieser Arbeit
nachgewiesene Verschiebung des RMP in Richtung Depolarisation in Oocyten,
Stadiums V-VI, die ebenso einem frihen Reifestadium entsprechen,

unterstreicht eine mogliche Auswirkung des veranderten RMP auf
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Zelldifferenzierung, neuronale Entwicklung und Entstehung einer DEE neben der
erhohten Anfallsbereitschaft peri- und postnatal.

Retigabin (RTG) - ein Antikonvulsivum, das als allosterischer Modulator den
Offenzustand von spannungsabhangigen Kaliumkanalen KCNQ2-5 stabilisiert,
verursachte eine Verschiebung des Strom-Spannungs-Verhaltnis in Richtung
hyperpolarisierende Membranpotentiale sowohl bei den wildtypischen
Kv7.2/Kv7.3 als auch mutierten Kanalen G315R (1:1:2) und R325G (1:1:2).
Besonders ausgepragt war der Shift bei Mutation G315R (1:1:2) sogar um -22
mV (dazu im Vgl.: WT und R325G: A-12mV). Erklarbar ist dies ggf. durch eine
grolde Nahe der Mutation zur Retigabin-Bindestelle und durch den Austausch der
kleinen Glycin-Seitenkette gegen eine grol3e, positiv geladene Arginin-Gruppe
mit moglicherweise erhdhter pharmakologischer Zuganglichkeit in der
Bindungstasche.

Im Teil der funktionellen Untersuchung von KCND3 F227del mit Deletion der
aromatischen Aminosaure Phenylalanin an Position 227 im Segment S2 im
Spannungssensor war ein kompletter Loss-of-function zu beobachten. Auch in
der Coexpression deletierter Kv4- mit wildtypischen Untereinheiten (1:1)
vermittelten die Kv4 Kanale keinen Strom. Wie durch eine vorherige Studie
immunhistochemisch nachgewiesen (Lee et al., 2012) ist dies durch eine gestorte
Faltung und Trafficking bedingt und nicht durch eine Veranderung des Gatings.
Eine Erklarungsmoglichkeit konnte sein, dass die Deletion der neutralen,
unpolaren Aminosaure eine Stérung der Helixgeometrie und Hydrophobizitat
verursacht und somit den Einbau in die Plasmamembran verhindert (Lee et al.,
2012).
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