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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 lonenkanalproteine

Die Erforschung von lonenkanalproteinen basierte Jahrzehnte lang vor allem auf der
Messung ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften mit Hilfe sogenannter Patch-clamp
Experimente (Hille 2001) (Neher & Sakman 1992). Diese lieRen meist nur indirekte
Ruckschlisse auf die Funktionsweise der Kanale zu. Es konnten so vor allem die
Spannungscharakteristiken der Kanal6ffnung ermittelt werden, die molekularen Grundlagen
der Kanalfunktionen blieben aber lange Zeit im Dunkeln. Erste Rilckschlisse ermoglichten
hier Mutationsstudien an Kanalproteinen die heterolog in Oocyten von Xenopus laevis
Uberexprimiert und gezielt vermessen werden konnten (Stuhmer, Pongs 1989).

Seit Mitte der 90er Jahre gab es aufgrund der Erfolge in der Sequenzierung verschiedener
Saugetiergenome und in der Proteinstrukturaufklarung rasche Fortschritte bei der
Identifizierung und strukturellen Charakterisierung von lonenkanalen.

Inzwischen ist eine Vielzahl von Kanaltypen bekannt, die wahrscheinlich auf ein Grundmotiv,
den Kaliumkanal, zurickzufihren sind. Kaliumkandlen kommen in allen Lebewesen von
Bakterien und Archaeen bis zum Menschen vor, andere lonenkanéle, wie Na*, Ca® und CI -
Kanale finden sich oft nur bei hdheren Organismen, die Uber eine komplexe Osmoregulation
bzw. ein Nervensystem verfligen.

lonenkanale besitzen vielfaltige Funktionen in der Osmoregulation und Signaltransduktion
vor allem im Muskelgewebe, neuronalen und sekretorischen Zellen. Die selektive
Permeabilitdt der Zellmembran einer Zelle wird im wesentlichen durch die darin
eingebetteten lonenkanalproteine bestimmt. In Verbindung mit den ebenfalls ionenselektiven
aktiven Transporterproteinen, wie z. B. der Na*'/K" ATPase (Lingrel & Kuntzweiler 1994),
konnen so in bestimmten Kompartimenten definierte lonenkonzentrationen erreicht und
aufrechterhalten werden, da die hydrophobe Lipiddoppelschicht der Membran fiir Wasser
und andere hydrophile Molekile praktisch impermeabel ist. Damit werden die
Vorraussetzungen fiir zahlreiche lebenswichtige Prozesse in der Zelle geschaffen: Die
entstehenden Membranpotentiale dienen als Energiequelle fir die Funktion von molekularen
Motoren und Transporterproteinen, der Ausbildung von Aktionspotentialen sowie der
Steuerung der Sekretion von Neurotransmittern oder Hormonen.

Im komplexen Organismus von Vertebraten konnen z.B. durch eine Mutation oder
fehlregulierte Expression eines lonenkanalgens betrachtliche Stérungen entstehen. Da viele
Kanalproteine in den verschiedensten Geweben exprimiert werden, kommt es oft zu

komplexen Krankheitsbildern.
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Tab.1.1: Typische lonenkonzentrationen im Cytosol und Interzellularraum von
Saugerzellen (nach H. Lodish et al.: Molecular cell biology 4th ed. 2000)

lon Cytosol (mM) Interzellularraum (mM)
K* 139 4

Na"® 12 145

Cl- 4 116

HCO3’ 12 29

X * 138 9

Mg 0,8 1,5

Ca”’ < 0,0002 1,8

(*) Proteine, die bei physiol. pH-Wert negativ geladen sind.

Mutationen bei Kaliumkanalen werden mit Herzrhythmusstérungen wie dem LQT Syndrom
bestimmten Formen der Epilepsie, Lahmungserscheinungen der Skelettmuskulatur,
Taubheit, aber auch Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes bei Neugeborenen in
Verbindung gebracht (Ashcroft 2006). Da viele der Kanalproteine auch in weiten Teilen des
Zentralen Nervensystems nachgewiesen werden konnten, sind auch Auswirkungen auf
hochkomplexe Vorgange wie Lernen und Erinnerungsvermdgen denkbar, die jedoch im
Maus-Knockoutmodell nur sehr eingeschrankt nachweisbar sind. Auch bei der Regulation
der Expression spannungsgesteuerter Kaliumkanale im ZNS und Epithelien zeichnen sich
wichtige Funktionen ab. So wird bereits ein Zusammenhang zwischen der Regulation der
Expressionslevel verschiedener spannungsgesteuerter Kaliumkanalproteine und den

entziindlichen Prozessen bei Multipler Sklerose beschrieben (Beeton & Chandy 2005).

1.2 Die Hauptklassen der Kaliumkanale

1.2.1 Allgemeiner Aufbau

Alle lonenkanalproteine besitzen eine zentrale tetramere Anordnung zweier a-helikaler
Transmembran-Elemente, die den eigentlichen Kanal fir die lonen bilden. Diese dienen
gleichzeitig als stabilisierendes Element flir das Selektivitatsfilter, welches durch den die
Helices verbindenden Poren-Loop (P-Loop) gebildet wird. Dieser Loop enthalt die fir
Kaliumkanale charakteristische hochkonservierte Signatursequenz TVGYG (Thr-Val-Gly-Tyr-
Gly). Mit Hilfe dieses Sequenzmotivs gelang es z. B. nach der Sequenzierung des humanen
Genoms im Human Genome Project (HUGO) viele bis zu diesem Zeitpunkt unbekannte
Kaliumkanalgene zu identifizieren.

Fir die Beschreibung der Transmembrantopologie der Kanalproteine wird haufig (z.B. von

der IUPHAR) eine Kurzschreibweise verwendet, die die Anzahl der Transmembranhelices
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(TM) pro Protein-Monomer und die Anzahl der Poren (P) des funktionellen Kanals in der
Formulierung nTM/mP angibt.

In Abbildung 1.1 sind die vier Hauptklassen der Kaliumkanale dargestellt.

Einige einfache Kanalproteine bestehen nur aus der zentralen Porenanordnung, wie z.B. der
bakterielle KcsA-Kanal. Der K,-Kanal der Sauger besitzt bereits N- und C-terminale

Domanen, die regulatorische Funktionen haben.

Abb. 1.1: Die vier Hauptklassen der Kaliumkanale (nach Choe 2002 Nature Rev.Neurosci.). (a) Die
Klasse der 2TM/1P Kanale enthalt die bakteriellen KcsA-Kanale und die K; Kanale der Sauger. (b)
Mitglieder der Klasse der 6TM/1P Kanale sind neben den spannungsgesteuerten Kaliumkanalen auch
ligandengesteuerte Kanale. Die (+) Zeichen symbolisieren die positiven Ladungen der S4 Helix als
Spannungssensor. (c) Die 8TM/2P Kanale sind Hybride aus 6TM/1P und 2TM/1P Kanalen und
wurden zuerst bei Hefen entdeckt. (d) Die 4TM/2P Kanale werden auch als ,Leakage channels’
bezeichnet und sind Angriffspunkt fir viele Anasthetika.

Spannungsgesteuerte Kaliumkanale, werden als K,-Kanalfamilie bezeichnet und besitzen
noch vier weitere a-helikale Transmembranelemente. Diese werden als S1 bis S4
bezeichnet, die eigentlichen Porenhelices als S5 und S6. Die S4 Helix besitzt an jeder 3.
Sequenzposition eine Aminosaure, deren Rest eine positive Ladung tragt. Dieses auffallige
Sequenzmotiv wurde als Spannungssensor identifiziert.

Wahrend spannungsgesteuerte Kaliumkanale aus vier unabhangigen, meist identischen
Proteinen bestehen, die in der Membran zum Tetramer assoziiert vorliegen und so den
funktionellen lonenkanal bilden, bestehen Natrium- und Kalziumkanale aus vier zu den
Transmembrandoméanen der Kaliumkanalproteine homologen Domanen, die jeweils Uber
einen Spannungssensor verfigen und durch untereinander nicht homologe cytosolische
Sequenzabschnitte verbunden sind. Diese variablen Sequenzabschnitte bilden die
regulatorischen Domanen des jeweiligen Kanals. Man geht daher davon aus, dass es sich
bei den Na*'- und Ca®-Kanidlen phylogenetisch um eine Weiterentwicklung des
urspriinglichen Bauprinzips der K,-Kanale handelt. Daflr spricht auch, dass bei niedereren

Organismen zunachst nur K*-Kanale auftreten.
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Auch bei den spannungsgesteuerten K* Kanalen Gibernehmen die weniger homologen N-
und C-terminalen cytosolischen Domanen regulatorische Funktionen. Speziell die N-
terminale Tetramerisierungsdomane ist hier hoch konserviert und von zentraler Bedeutung
(Yi, Minor & Jan 2001).

Weitere Vertreter der Kaliumkanale sind die bis heute weniger erforschten 8TM/2P und
4TM/2P Kanale. Diese Kanalproteine, die vermutlich als Dimere vorliegen und so mit 4P-
Loops funktionelle Kanale bilden kénnen, besitzen keinen Spannungssensor.

Die 4TM/2P Kanale, auch als ,Leakage Channels’ bezeichnet, wurden als die

Bindungspartner (Targets) zahlreicher Anasthetika identifiziert (Goldstein 2001).

1.3 Spannungsgesteuerte Kaliumkanale: Die Identifizierung der K,-Kanéale

Der erste identifizierte Vertreter der spannungsgesteuerten Kaliumkanale war der Shaker-
Kanal der Fruchtfliege Drosophila melanogaster. Aufgrund einer Mutation dieses
Kanalproteins trat unter Ether-Anasthesie heftiges Zittern auf. Patch-clamp Messungen an
Neuronen dieser Shaker-Mutante zeigten abnorm verlangerte Aktionspotentiale. Durch
Klonierung des Shaker-Wildtyps und anschlieRende elektrophysiologische Untersuchungen
des in Xenopus-Oocyten exprimierten 656AS langen Proteins konnte die K,-Kanalfunktion
nachgewiesen werden. (Salkoff & Wyman 1981). Die Mutation selbst flhrt zu einer Blockade
des Kanals, verhindert damit die typische Reaktion des Kanals auf die Depolarisierung der

Membran und fuhrt so zu den beschriebenen motorischen Auffalligkeiten.

1.3.1 Der Klassische Ball und Chain Mechanismus nach Armstrong

Schon lange Zeit vor der Entschlisselung der ersten Kaliumkanalstrukturen, wurde
basierend auf elektrophysiologischen Untersuchungen, bei denen der Effekt verschiedener
Kanalblocker-Substanzen wie TAE und langkettigerer Derivate quartarer Amine auf die
lonenleitfahigkeit der Kanadle bestimmt wurde, ein Modell fir die verschiedenen
Offnungszusténde der Kanéle erstellt (Armstrong & Bezanilla 1977). Demnach besitzt der
Kanal neben den zwei erwarteten Zustanden ,gedffnet’ und ,geschlossen’ noch einen
weiteren Zustand, der als inaktiviert bezeichnet wird. Dieser Zustand, unterscheidet sich vom
geschlossenen auch als deaktiviert bezeichneten Zustand dadurch, dass der Kanal nicht
mehr durch eine Depolarisation der Membran gedéffnet (aktiviert) werden kann. Dieses
Phanomen ist bei neuronalen Kanalproteinen auch als Refraktarzeit bekannt. Zur
Entwicklung der Ball-Hypothese fihrte die Beobachtung, dass die Inaktivierung eines Kanals

durch die Behandlung mit einer Protease verhindert werden konnte (Armstrong 1973) und
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erst nach einer definierten Zeitspanne eintrat. Bei Na® Kandlen wurde spéater ein
Verbindungsloop zwischen den 6TM Domanen als Ursache fiir die Inaktivierung identifiziert
(Yellen 1998). Der Inaktivierungsmechanismus der spannungsgesteuerten Kaliumkanale

jedoch entspricht fast genau diesem Modell.

deaktiviert aktiviert inaktiviert

él-—-' IHE’I

Abb 1.2: Allgemeines Schema zum Mechanismus der spannungsgesteuerten lonenkanéle.

Da die Inaktivierung stets nach einer definierten Zeitspanne eintrat und dieser Effekt durch die
Behandlung mit einer Protease aufgehoben werden konnte, wurde schon lange vor der
Entschlisselung der ersten Kaliumkanal-Strukturen dieses Modell entwickelt. (nhach Armstrong 1977
verandert)

1.3.2 Typischer Aufbau der spannungsgesteuerten Kaliumkanéle

Abbildung 1.3 zeigt eine schematische Darstellung der Domanen eines K,-Kanals. Das
zentrale Element ist die Transmembrandomé&ne mit den sechs transmembran-a-Helices.
Auffallig ist hier vor allem die S4 Helix, die als Spannungssensor dient und in jeder dritten
Sequenzposition eine Aminosaure mit positiv geladenem Rest tragt. Die eigentliche Pore
wird von der S5 und der S6 Helix gebildet, die durch den Porenloop verbunden sind. Die S6
Helix nimmt duch das PXP Motiv, das sich etwa in der Mitte der Membran befindet, eine
leicht eingeknickte (kinked) Position ein, die mit dem Kanal6ffnungsmechanismus (Gating) in
Verbindung gebracht wird. Der Porenloop enthalt neben einer kurzen Porenhelix, die
ebenfalls in die Membran eingebettet ist, auch die TVGYG-Signatursequenz der K*-Kanéle,
die Teil des vom P-Loop gebildeten Selektivitatsfilters ist. Die Aminosauresequenz im
Bereich der Helices ist in hohem Male konserviert, ebenso wie die des Selektivitatsfilters
(Doyle 1998). Weit weniger stark konserviert sind die Sequenzen der ubrigen Loops, die sich
aulerhalb der Membran befinden. Dies gilt auch fur die N-und C-Termini des K,-Proteins, die
in das Cytosol hineinragen.

Eine Ausnahme bildet hier die T1- oder Tetramerisierungsdomane, die N-terminal der S1
Helix vorgelagert ist. Sie bewirkt die stabile Tetramerisierung der Kanalproteine. Der N-
Terminus selbst bildet bei schnellinaktivierenden Kanalen das Inaktivierungspeptid (IP), ein

etwa 20 bis 30AS langes Sequenzmotiv, das haufig ungefaltet vorliegt. Der ebenfalls meist



Einleitung 6

ungefaltete C-Terminus endet mit einer Erkennungssequenz fir die Bindung an PDZ-
Domanen, dem ETDV Motiv, das innerhalb der K, Kanalfamilien konserviert ist.

Es wird deutlich, dass Variationen in den nicht so hoch konservierten Domanen die
unterschiedlichen Funktionen bzw. die gezielte Regulation der einzelnen K,-Kanalproteine

ermoglichen.

6TM/A

Abb. 1.3: Aufbau eines K,-Kanals (O'Grady & Lee 2005) (A) Schematische Abbildung eines
Monomers eines K,-Kanals mit typischer 6TM/1P Konfiguration. Gemal® der Konvention ist der
Extrazellularraum oberhalb der Membran, das Cytosol unterhalb dargestellt. (B) Extrazellulare
Aufsicht der Anordnung der Transmembran-Helices. Die nahere Beschreibung erfolgt im Text.

Bei einigen Kandlen wurden noch weitere Funktionalitdten identifiziert, so tragt der N-
Terminus des K,1.4-Kanalproteins neben dem zuerst identifizierten IP noch einen weiteren
Sequenzabschnitt, der an der Inaktivierung beteiligt ist (Wissmann, Fakler et al. 2003).

Wie fast alle Transmembranproteine unterliegen auch K, Proteine posttranslationalen
Modifikationen. Beschrieben werden u.a. Serin-Phosphorylierungen, N-Glycosylierungen am
extracellularen S1-S2 Loop aber auch die Palmitoylierung an einem Cysteinrest im
cytosolischen S2-S3 Loop (Gubitosi-Klug 2005).

Viele K,-Kanale liegen in vivo im Komplex mit einer sogenannten K,3-Untereinheit vor, die in
der Regel am N-Terminus Uber ein funktionelles Inaktivierungspeptid verfligen

Diese l6slichen cytosolischen Proteine, die wie der Kanal selbst als Tetramer vorliegen
liegen als selbstandiges Gen im Genom vor und werden so unabhangig von den auch als
Kya Untereinheit bezeichneten eigentlichen Kanalproteinen exprimiert. Die K, Untereinheit
gehort zur Superfamilie der Aldo-Ketoreduktasen und besitzt dementsprechend eine
Bindungstelle fir NADPH (Gulbis et al. 1999). Deren enzymatische Aktivitat konnte zunachst
nicht nachgewiesen werden, sie wird jedoch im Zusammenhang mit einer maoglichen

Funktion als Redox-Sensor diskutiert.
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1.3.3 Die Unterfamilien der K,-Familie und ihre Nomenklatur

Nach den zuerst bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckten Kaliumkanalen,
die als shaker, shab, shaw und shal bezeichnet wurden, wurden auch die ab 1989 klonierten
Saugerproteine zunachst mit dazu analogen Bezeichnungen versehen: z.B. Raw fir ein zu
shaw homologes Protein der Ratte (Rattus rattus). Wurden weitere Proteine der selben
Unterfamilie entdeckt, so wurde zusatzlich numeriert. Parallel wurden, wie in Tabelle 1.2
ersichtlich, auch eher unsystematische Bezeichnungen verwendet die oft nur einen Teil der

Proteine einer Kanalfamilie umfassten oder in der Numerierung abwichen.

Tab. 1.2: Genbezeichnungen der spannungsgesteuerten Kaliumkanédle nach der K, und KCN
Nomenklatur, aus Grinden der Ubersichtlichkeit sind nur die Kanalfamilien dargestellt, zu den
Unterfamilien siehe Tabelle 3. Bei der KCN Nomenklatur wurden nur Gene von kanalbildenden
Proteinen bericksichtig, die mit * gekennzeichneten KCNH Kanale werden in der KCN Nomenklatur
zu einer Familie zusammengefasst, obwohl nur eine relativ geringe Sequenzhomologie besteht.
(Quelle: Gutman 2005 und IUPHAR 2002)

Ky KCN Anzahl Topologie Bezeichnung der
Nomenklatur Nomenklatur | Kanale des Proteins | Kanalproteine
Ky1 KCNA 8 6TM/1P Shaker-dhnliche K,
K2 KCNB 2 6TM/1P Shab-ahnliche K,
K3 KCNC 4 6TM/1P Shaw-ahnliche K,
K4 KCND 3 6TM/1P Shal-ahnliche K,

Modulator ohne
K5 KCNF 1 6TM/1P

Kanalfunktion

Modulator ohne
K6 KCNG 4 6TM/1P

Kanalfunktion
K.7 KCNQ 5 6TM/1P Ky

Modulator ohne

K.8 KCNV 2 6TM/1P
Kanalfunktion
Modulator ohne
K.9 KCNS 3 6TM/1P
Kanalfunktion
K10 KCNH* 2 6TM/1P eag
K11 KCNH* 3 6TM/1P erg
K12 KCNH* 3 6TM/1P elk
nn KCNJ 15 2TM/1P K. Kanale
nn KCNK 9 ATM/2P TWIK, TASK, TREK
nn KCNMA 1 TTM/1P maxi-Kca

nn KCNN 4 6TM/1P SKea bzw. IKc,
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Eine direkte Ubernahme der Bezeichnungen der Insektengene war schon deshalb nicht
mdglich, da die Kanalproteine einer Kanalfamilie bei Drosophila durch selektives SpleiRen
der von einem einzigen Gen abgelesenen mRNA entstehen, bei Sdugern jedoch als einzelne
Gene in jeweils einer Kopie im Genom vorliegen. Daher wurde ab 1993 mit der K,
Nomenklatur von der International Union of Pharmacology (IUPHAR) eine systematische
Bezeichnung der spannungsgesteuerten Kaliumkanale eingefiuhrt. Diese beruht auf der
phylogenetischen Verwandschaft der Kanalproteine (Gutman 1993). Eine Unterfamilie ist
hier als Gruppe von 6TM Kaliumkanalproteinen definiert, die mindestens 65%
Sequenzidentitat aufweisen.

Parallel wurde von der Human Genome Organisation die KCN Nomenklatur entwickelt
(White 1997), die jedoch auch strukturell und phylogenetisch nicht nah verwandte Effektoren
und Kanale wie z.B. K; einschlielst. Auch werden hier Kandle mit deutlich geringerer
Sequenzidentitat wie eag, erg und elk in einer Unterfamilie zusammengefasst.

Da auch in den folgenden Jahren weitere Kaliumkanale identifiziert und charakterisiert
wurden, musste die Nomenklatur laufend aktualisiert werden. Fir die Tabellen 1.2 und 1.3
wurde die K, Nomenklatur der IUPHAR von 2005 (Gutman 2005) und die KCN Nomenklatur

der HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) (http://www.gene.ucl.ac.uk) verwendet.

Tab. 1.3: Die Unterfamilien der K,1 und K,3 Familien mit einigen der alten Gen- bzw
Proteinbezeichnungen (sofern flr diese Arbeit relevant) und ihre funktionellen Eigenschaften. Quelle:
Gutman 2005

Ky KCN Andere Bezeichnungen Funktionstyp
Nomenklatur | Nomenklatur

K,1.1 KCNA1 RCK1, HuK (1), MK1 delayed rectifier

K,1.2 KCNA2 RCK5, HuK (IV), MK2 delayed rectifier

K\1.3 KCNA3 RCK3, HuK (lll), MK3 delayed rectifier

K/1.4 KCNA4 RCK4, HuK (Il), MK4 A-Typ, schnellinaktivierend
K\1.5 KCNA5S HuK (11) delayed rectifier

K,1.6 KCNAG6 RCK2, MK1.6 delayed rectifier

K\1.7 KCNA7 - delayed rectifier

K,1.8 KCNA10 K,1.10 delayed rectifier

K.3.1 KCNC1 Raw2, KShllIB delayed rectifier

K.3.2 KCNC2 Raw1, RKShIIIA delayed rectifier

K.3.3 KCNC3 RKShIIID A-Typ

K,3.4 KCNC4 Raw3, RKShIIIC A-Typ, schnellinaktivierend
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1.3.4 Allgemeine Kanalfunktion der K,-Kanéle

Die am besten untersuchte Funktion der spannungsgesteuerten Kaliumkanale ist der K* -
Ausstrom, der bei Neuronen im Verlauf eines Aktionspotentials auf die Depolarisierung der
zuvor gegenlber dem Cytosol negativ geladenen Membran durch den Einstrom von Na*
lonen folgt. Durch den Ausstrom von Kaliumionen erfolgt eine Repolarisierung der Membran,
so dass eine rasche Folge von Aktionspotentialen und damit die Codierung neuronaler
Signale ermoglicht wird. Durch die fir einige der K,-Kandle (K,1.4 und K,3.4)
charakteristische schnelle Inaktivierung der Kanale wird eine gerichtete Ausbreitung des
Aktionspotentials ermoglicht wahrend die charakteristischen lonenkonzentrationen durch die
Funktion der Na*/K* ATPase aufrechterhalten werden.

Nur wenige der K,-Kandle sind fur sich allein genommen schnellinaktivierend da sie ein
funktionelles Inaktivierungspeptid besitzen, viele weitere (vor allem Mitglieder der K,1
Familie) liegen jedoch spezifisch im Komplex mit K, Untereinheiten vor. Wie aufgrund ihrer
Funktion zu vermuten, finden sich vor allem im Zentralen Nervensystem und in den
peripheren Neuronen hohe Dichten von K,-Kanalproteinen. Insbesondere in den
dendritischen Bereichen, am Axon und Axonursprung sowie im Bereich der Synapsen
wurden mit Immunoflureszenz- und Immunohistochemischen Methoden hohe Dichten von
K,-Proteinen bestimmt. Im Bereich von Ranvier'schen Schnirringen ist die Kanaldichte
ebenfalls extrem hoch. Dabei ist eine spezifische Verteilung der verschiedenen K,-Kanale zu
beobachten, die vermutlich durch die Kanalfunktion bedingt ist. Auch bei enstprechenden
Untersuchungen an Gehirnschnitten von Ratten wurden entsprechende Verteilungsmuster
beobachtet, die sich auch mit dem Entwicklungsstadium der Tiere verandern (Beckh &
Pongs 1990). Neben diesen zu erwartenden Funktionen werden K, Kanale auch in Epithelien
exprimiert (O’Grady & Lee 2005). Hier wurde in Tumorgewebe der Brust, der Prostata und
des Dickdarms mittels RT-PCR eine deutlich erhéhte Expression bestimmter K,
Kanalproteine der K,1 bzw. K,3 Familie festgestellt.

Auch eine Beteiligung der verschiedenen Kandle an noch nicht genau identifizierten
Mechanismen der Zellproliferation, Wundheilung (Lotz et al. 2004) und Apoptose sowie eine
Funktion als Sensor fur die O,-Konzentration in Verbindung mit der K,B-Untereinheit als
Redox-Sensor (Lopez-Barneo et al. 2004) werden diskutiert. Neuerdings wird auch von einer
Anderung des Expressionsmusters der verschiedenen K,-Kanalfamilien in verschiedenen

Stadien der Zellproliferation berichtet (Miguel-Velado, Lopez-Lopez 2005).
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1.4 Strukturbestimmung bei K,-Kanalproteinen

Vor der Lésung der ersten Kiristallstruktur eines vollstdndigen K, Kanalproteins durch
MacKinnon und Mitarbeiter im Jahr 2005 wurden einfacher gebaute, meist bakterielle Kanale
als Modellstrukturen verwendet, um vor allem die Porenstruktur und Funktion zu
untersuchen.

Die Expression und Aufbereitung von Membranproteinen gestaltet sich haufig problematisch,
da ausreichend I6sliche und stabile Konstrukte in ausreichender Menge fur die Kristallisation
meist nur schwer herzustellen sind. Grund fir die Schwierigkeiten sind vor allem die
hydrophoben Transmembranbereiche der Kanalproteine die den Einsatz von Detergenzien
(vgl. auch Abschnitt 1.7 Proteinfaltung). Bei

Kaliumkanalproteinen waren meist ,Hilfsproteine’ wie Fab Fragmente oder die Anwesenheit

etc. erfordern der Kiristallisation von
einer K,8 Untereinheit erforderlich um eine ausreichende Stabilitdt der Proteine zu erreichen.
In der NMR ist ebenfalls eine ausreichend hoch konzentrierte und stabile Proteinlésung
erforderlich. Dies konnte bislang nur bei einzelnen cytosolischen Domanen wie dem IP (Antz,
Kalbitzer 1997) oder T1 Domanen (Kreusch, Choe 1998) erreicht werden. Fir die NMR
besteht durch die Gesamtgrofie der tetrameren K,-Proteine von Uber 200kD eine weitere
Limitierung, die zu Uberwinden zusétzlichen experimentellen Aufwand erfordert (sieche NMR,
Kapitel 1.8).

Im folgenden werden die einzelnen Domanen des K, Kanals dargestellt und ihre Funktionen
anhand verschiedener Modellstrukturen und der 2005 von MacKinnon et al. gelésten Struktur
Ky1.2 diskutiert. Tabelle 1.4

Zusammenstellung der wichtigsten Modellstrukturen und der an ihnen untersuchten

des shaker-ahnlichen Kaliumkanals enthalt eine

Kanalfunktionen. Die K,1.2 Struktur ist unter Punkt 1.4.5 ausfuhrlicher dargestellt.

Tab. 1.4: Ubersicht zu wichtigen (Modell-)Strukturen fiir die Untersuchung von K,-Kanalproteinen

K*-Kanal |Auflésung |Topologie |Zustand |Modell fiir folgendes Autoren, Jahr
Strukturelement

KcsA beste 2TM/1P geschlos- | Selektivitatsfilter Doyle 1998

Streptomy- | Struktur. sen MacKinnon 2001

ces 1.9A MacKinnon 2003

lividans

KvAP 3,2A 6TM/1P gedffnet | Spannungssensor Jiang, MacKinnon

Aeropyrum | 1,9 A (nur Kanal6ffnungs- et al. 2003

pernix Spannungs- mechanismus

sensor)

K,1.2 2,9A 6TM/1P geoffnet | Erste Struktur eines Long &

Ratte vollstandigen K, MacKinnon 2005
Kanalproteins
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1.4.1 Die Transmembran-Domaéane

Die Transmembrandomane der spannungsgesteuerten Kaliumkanale besteht neben der
eigentlichen Pore mit dem Selektivitatsfilter und dem Kanal6ffnungsmechanismus (gebildet
aus der S5 und S6 Helix) aus vier weiteren Transmembran a-Helices, von denen die S4

Helix als eigentlicher Spannungssensor identifiziert wurde.

A Voltage sensor Pora | T
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Abb. 1.4: (A) Die Transmembran-Topologie einer einzelnen K, Untereinheit. Daneben sind
Strukturmodelle einer einzelnen Spannnungssensor-Domane (B) und des Tetramers der Porenregion
(C) dargestellt. Die extracellulare Seite aller drei Modelle weist nach oben. Die Modelle wurden auf der
Basis der Strukturdaten des bakteriellen 6TM/1P Kanals KvAP erstellt: (B) PDB 10RQ (C) PDB
10RS. (Sands, Sansom Curr. Biol. 2005 Fig. 1)

Abbildung 1.4 zeigt die eigentliche Porenregion in ihrer funktionellen, tetrameren Form, die
Struktur der Ubrigen vier Helices mit dem Spannungssensor ist nur als Monomer dargestellt.
Beide Strukturen sind Kristallstrukturen des bakteriellen KvAP Kanals (Jiang, MacKinnon et
al. 2003). Abbildung 1.5 zeigt eine Aufsicht auf die in der Zellmembran gelegenen
Komponenten des humanen K,1.2 Kanals (MacKinnon 2005b). Auffallig ist, dass die S1 bis
S4 Helix sich nicht, wie in Abbildung 1.3 (B) angedeutet, direkt an die Porenregion mit der S5
und S6 Helix angelagert sind und eine kompakte Struktur bilden, sondern als selbsténdige

Doménen aus dem Komplex herausragen.

Abb. 1.5: Aufsicht auf die tetramere
Transmembrandomane des Kv1.2 Kanals
gesehen von der extrazellularen Seite der
Membran. (MacKinnon Science 2005b)
Auffallig sind die vom eigentlichen Poren-
Tetramer in die Membran hinausragenden
Helices. Dabei befindet sich die S4
Spannungssensor-Helix in unmittelbarer Nahe
zur S5 Helix der jeweils benachbarten
Untereinheit.
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1.4.2 Das Selektivitatsfilter: Signatursequenz und Schlissel zur Kanalfunktion

Die Struktur des Selektivitatsfilters und damit die Basis fur das Verstandnis der
ionenselektiven Funktion aller bekannten K* Kanéle konnte mit Hilfe der im Jahr 1998 von
MacKinnon und Mitarbeitern (Doyle, MacKinnon et al. 1998) veroéffentlichten Kristallstruktur
des KcsA Kanals entschlisselt werden. So wurde die zunachst in Mutationsstudien
(Heginbotham, MacKinnon 1994) identifizierte Signatursequenz auch strukturell ihrer

Funktion zugeoordnet.

8

o )
i
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o

Abb. 1.6: KcsA-Struktur mit Selektivitatsfilter (Zhou & MacKinnon JMB 2003) (A) Struktur von zwei der
vier Untereinheiten der Porenregion mit dem Selektivitatsfilter (rot dargestellt). Die Positionen von K*
lonen mit koordinierten Wassermolekilen in der zentralen Kavitat (mitte) und im Interzellularraum
(oben) sowie der ,nackten’ lonen im Selektivitatsfilter ist in der blauen Darstellung der
Elektronendichte wiedergegeben. Die Abbildung stellt den geschlossenen Zustand des Kanals dar
(siehe Gating). Die Uberlagerung der S6 Helices auf der Intrazelluldren Seite, die zur Bezeichnung
JIverted Teepee’ fiihrte, ist der Kristallstruktur bei 200 mM K™ mit einer Auflésung von 2,0 A gut zu
erkennen. (B) Elektronendichteverteilung im Bereich des Selektivitatsfilters, die konservierte TVGYG
Sequenz ist entsprechend beschriftet. 1 und 4 bezeichnen die Positionen von K’ lonen im
Selektivitatsfilter.

Wie an der KcsA-Struktur in Abbildung 1.6 (A) erkennbar befindet sich das Selektivitatsfilter
im extrazellularen Drittel der Lipiddoppelschicht der Zellmembran, auf der intrazellularen
Seite schlie3t sich eine als zentrale Kavitat bezeichnete hydrophile Erweiterung an, die im
geschlossenen Zustand vom Kanal6ffnungsmechanismus begrenzt wird. Dieser wird von
den sich Uberlappenden Endbereichen der S6 Helices gebildet. Diese Reusenférmige
Struktur wird auch als ,Inverted Teepee' bezeichnet. (Doyle 1998) Ist der Kanal gedffnet,
treten die S6 Helices auseinander und erméglichen so den Durchtritt hydratisierter K* lonen
in die zentrale Kavitdt. An der Membran besteht durch die Depolarisierung wahrend des
Aktionspotentials ein elektrochemisches Potential, das den Austritt positiv geladener lonen in

den Interzellularraum beglinstigt, Zusatzlich ist die K Konzentration im Zellinneren etwa 30
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fach hoher als im Interzellularraum, wahrend ausserhalb der Zellen Na* das vorherrschende
Kation ist (vgl. Tabelle 1.1). Da das Selektivitatsfilter nur ein Drittel der Dicke der Membran
einnimmt, besteht aufgrund der verkirzten Distanz der Kompartimente eine besonders hohe
Potentialdifferenz die den Durchtritt der lonen beschleunigt. Das eigentliche Selektivitatsfilter
tragt die Signatursequenz der Kaliumkanale, TVGYG. In der tetrameren Anordnung des
funktionellen Kanals (Doyle et al. 1998) sind diese Sequenzabschnitte des Porenloops
parallel so angeordnet, dass die K lonen ihre Hydrathiille abstreifen kénnen und statt
dessen an die Carbonyl-Sauerstoffatome des Proteinriickgrats und die Hydroxylgruppe des
Threoninrests der hochkonservierten Aminosauren der Signatursequenz koordinieren. Durch
den definierten Abstand der koordinierenden Sauerstoffatome kann so eine hohe Selektivitat
fir Kaliumionen erzielt werden, die mit einem Radius von 1,33 A genau in die
Koordinierungsposition passen. Na* lonen sind zwar mit 0,95 A Atomradius wesentlich
kleiner, kdnnen aber gerade deshalb ihre Hydrathille nicht vollstandig abstreifen und das

Selektivitatsfilter nicht passieren. Die Selektivitat von K* gegentiber Na* betragt so 1000:1.

b

Cuker configuration
SNl oo

Inner configuration

Abb. 1.7: Besetzungskonfigurationen des Selektivitatsfilters (Miller, Nature 2001) basierend auf
Ergebnissen von Zhou, Morais-Cabral & MacKinnon 2001 und Berneche & Roux 2001. Insgesamt
sind sechs Positionen fiir K'lonen in der Pore beschrieben. Beginnend mit dem noch Hydratisierten K*
lon in der Kavitat (Position 0) gelangen die lonen Uber die Positionen 1 bis 4 des Selektivitatsfilters zur
extrazelluldren und wieder hydratisierten Position 5. Da immer nur jede zweite Koordinationsstelle
besetzt werden kann, liegen zwei mégliche Konfigurationen vor: In der AuReren Konfiguration sind
Position 2 und 4 in der Inneren Konfiguration Position 1 und 3 besetzt.

Von den vier moéglichen Koordinierungsstellen fir K* lonen im Selektivitatsfilter sind immer
nur zwei besetzt, die lonen bewegen sich aufgrund der elektrostatischen Abstoflung nach
dem Eimerkettenprinzip durch das Selektivitatsfilter, wobei sich zwei verschiedene
Besetzugskonformationen ergeben (siehe Abbildung 1.7).

Da weder Konformationsanderungen der Pore noch stabile Bindungen der lonen an das
Protein erfolgen ist der Energieaufwand flir die Passage der lonen so gering, dass
Leitungsgeschwindigkeit mit etwa 10®° K* lonen pro Sekunde an das Diffusionslimit

heranreicht.
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Das Selektivitatsfilter ist jedoch nur in Gegenwart einer ausreichend hohen K* Konzentration
funktionell. Kristallstrukturen die bei niedrigen K* Konzentrationen aufgenommen wurden
(Zhou, MacKinnon Nature 2001) zeigen eine Deformation der Koordinationsstellen, die eine
normale Funktion des Kanals verhindern. Dieser Mechanismus wird auch als C-Typ

Inaktivierung bezeichet (siehe auch Inaktivierungsmechanismen, 1.5.4).

1.4.3 Der Kanaléffnungsmechanismus

Der Kanaldéffnungsmechanismus (Gating) ist wie das Selektivitatsfilter bei allen
Kaliumkanalen hoch konserviert. Er besteht im wesentlichen aus einem Glycinrest in der S6
Helix, der der Helix so eine gewisse Flexibilitdt verleiht und ein Auseinandergleiten des S6
Helixbiindels ermdglicht (Sands, Sansom 2005, Cuello, Perozo et al. 2004). K, Kanale
besitzen carboxy-terminal zum konservierten Glycin in dieser Region der S6 Helix zusatzlich
ein konserviertes PVP Sequenzmotiv, das ebenfalls als Angelpunkt fir eine solche
Bewegung dienen kdnnte und bei Mutationen zu Stérungen des Kanaléffnungsmechanismus
fuhrt (Labro, Snyders et al. 2003).

A Closed

{

Abb. 1.8: (Sands, Sansom Curr Biol 2005) Modelle der Shaker K, Porendoméne. Der geschlossene
Kanal wurde auf die KcsA Kristallstruktur modelliert, der gedffnete Kanal auf die KvAP Struktur. Es
sind jeweils nur zwei Untereinheiten dargestellt um die Ubersichtlichkeit der Darstellung zu erhalten,
der verengte Bereich der Pore (Gate) ist grin markiert. Neben den S5 und S6 Helices selbst ist die
innere Oberflache der Pore dargestellt, die sich durch die Offnung des Kanals deutlich vergrossert.
Neben der Bewegung der (inneren) S6 Helix ist auch eine Konformationsanderung im Bereich des
Selektivitatsfilters (Ball and Stick Darstellung) und des dusseren Poreneingangs erkennbar.

Durch das Auseinanderweichen der in diesem Bereich hydrophoben Helices und weitere
Konformationsanderungen wird firr die intracellular in hoher Konzentration vorhandenen K*
lonen der Weg in die Kavitat der Pore freigegeben (siehe Abbildung 1.8).

Dieser Mechanismus wird, je nach Kanalfamilie durch au3ere Parameter wie den pH Wert

(KesA), spezifische Liganden oder bei den spannungsgesteuerten K, Kanalen durch das
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elektrochemische Potential an der Zellmembran gesteuert. Hierzu sind Liganden bindende

Doméanen, bzw. ein Spannungssensor erforderlich.

1.4.4 Der Spannungssensor und seine Funktion

Im Gegensatz zu Liganden bindenden Domanen ist der Spannungssensor der K,-Kanale Tell
der Transmembrandoméane der Proteine. Schon fruh in der Geschichte der Erforschung von
lonenkanalen konnte unter geeigneten Bedingungen im Patch-Clamp Experiment die
Verschiebung positiver Ladungen in der Membranebene nachgewiesen werden. Dies
korrelierte mit der auffalligen Haufung positiver Ladungen innerhalb der S4 Helix der
Transmembrandoméane und fihrte zur Entwicklung eines ersten Modells der Funktion des
Spannungssensors bei dem eine Verschiebung der S4 Helix senkrecht zur Membranebene
als Folge einer Depolarisierung der Membran angenommen wurde. Dieses Modell wird auch
als Kanonisches- oder Sliding Helix Modell bezeichnet (Sands, Sansom 2005) . Basierend
auf den in den Jahren 1998 bis 2005 geldsten Modellstrukturen entstanden verschiedene
detailliertere Modelle fiir die Funktion des Spannungssensors und die Ubermittlung der durch
die Bewegung des Spannungssensors entstehenden Konformationsanderungen an den
Kanal6ffnungsmechanismus.

Das Paddle Modell (Jiang et al. 2003) postuliert, basierend auf der durch Fab-Fragmente
stabilisierten KvAP-Struktur, die einem geoffneten Kanal entspricht, eine paddelartig in die
Membranebene hinausragende Anordnung der S4 Helix die sich dann entsprechend dem
aktuellen Membranpotential der Membranoberflache annahert. Dieses Modell wird vor allem
aufgrund des angenommenen direkten Kontakts der positiv geladenen Argininreste mit der
hydrophoben Lipiddoppelschicht der Membran kritisiert (Sands, Sansom 2005). Im von
Cuello (Cuello et al. 2004) vorgeschlagenen Topologiemodell sind die Helices entsprechend
der Struktur der KvAP Spannungssensordoméne (vgl. Abbildung 1.1 B) angeordnet, alle
Helices durchspannen hier die Membran und die Argininreste des Spannungssensors sind
von diesen Helices gegen die hydrophoben Membranlipide abgeschirmt. Dieses Modell steht
im wesentlichen in Einklang mit der Kristallstruktur des K,1.2-Kanals. Diese erste
Kristallstruktur eines vollstandigen K,-Kanalproteins gibt auch Hinweise auf die Ubertragung
der Bewegung der S4 Helix an die S6 Helix und damit den Kanal6ffnungsmechanismus. Der
S4-S5 Linker befindet sich in unmittelbarer Nahe zum cytosolischen Ende der S6 Helix der
selben Untereinheit und ware somit in der Lage, eine Konformationsanderung an den

beweglichen Teil der S6 Helix zu Ubertragen (Long, MacKinnon 2005b).



Einleitung 16

1.4.5 K,1.2: Ein shaker-ahnlicher Kaliumkanal des Menschen

Die 2005 von Roderick MacKinnon und Mitarbeitern geldste Kristallstruktur (Long,
MacKinnon et al. 2005) des spannungsgesteuerten Kaliumkanals K,1.2 erlaubt erstmals den
Blick auf einen vollstandigen, tetrameren K, Porenkomplex der auch die ebenfalls tetramere
KiB2 Untereinheit tragt, diese ist jedoch N-terminal verkirzt und besitzt daher kein
Inaktivierungspeptid. Die mit 2,9 A relativ geringe Auflésung fihrt dazu, dass der T1-S1
Linker nur unvollstdndig abgebildet wird, gleiches gilt fir Teile des Spannungssensors. Das

verwendete Proteinkonstrukt enthalt keinen C-Terminus, es endet direkt mit der S6 Helix.

Abb. 1.9: Elektronendichtekarte (links) und Band-Darstellung (mitte) der Kristallstruktur von K,1.2
(Long, MacKinnon et al. Science 2005), rechts ist ein Monomer des K44 Komplexes dargestellt. Die
Aufldsung betragt 2,9 A .Die Kristallisationsbedingungen sind 30-40% PEG400 100-200 mM KCI oder
NaCl, 100 mM Tris-HCL pH 8,5, 20 mM DTT, 20 mM TCEP und 1m M EDTA bei 20°C.

1.5 Die Intrazellularen Doméanen und ihre Funktionen

Wesentliche regulatorische Funktionen werden bei den K,-Kanalproteinen von den
intrazellularen Domanen Ubernommen. Diese sind neben der Steuerung der
Tetramerisierung durch die T1 Domane auch mit der carboxterminalen Domane an der
Verankerung der Kanale an Gerustproteinen beteiligt. Die intrazellularen Domanen bzw. die
sie verbindenden Linkersequenzen tragen ebenfalls die Erkennungssequenzen flir den
geordneten Transport der Kanale an die Zelloberflache (Misonou &Trimmer 2004). Das N-
terminale Inaktivierungspeptid ist die wesentliche Komponente zur Erzeugung der

schnellinaktivierenden A-Typ Spannungscharakteristik.
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1.5.1 Die Tetramerisierungs Domane (T1)

Die T1 Domane nimmt im Bezug auf die Funktionalitat der K, Kanale und die Regulation der
Kanalfunktion eine Schllisselrolle ein. Neben der namensgebenden Funktion als
Tetramerisierungsdomane, die nicht nur die komplexe symmetrische Anordnung des
Selektivitatsfilters und der gesamten Porenanordnung stabilisiert, sondern auch die Bildung
von heterotetrameren K, Kanalkomplexen innerhalb der jeweiligen Unterfamilie der
spannungsgesteuerten Kaliumkanale ermdglicht, tragt sie auch das Inaktivierungspeptid und
die Bindungsstelle fir die K,p-Untereinheiten, die ebenfalls Uber ein Inaktivierungspeptid
verfligen koénnen. Darliber hinaus wurde nachgewiesen, dass die T1 Domane fir den
korrekten Transport des K,1.2-Proteins zur Oberflache des Axons notwendig ist (Gu & Jan
2003). Fur K,1.3 konnte gezeigt werden, dass einzelne Sekundarstrukturelemente sich
schon beim Austritt des naszierenden Polypeptids aus dem Ribosom enwickeln. Unmittelbar
nach der Synthese des T1-S1 Linkers erfolgt die Ausbildung der Tertidrstruktur der T1
Doméane und die damit gekoppelte Tetramerisierung des Proteins (Kosolapov & Deutsch
2004).

Als erste Kristallstruktur einer T1 Domane wurde 1998 die Struktur der AK,1.1 T1 Doméane
von Aplysia californica, einer Seeschnecke, veroffentlicht (Kreusch, Choe 1998). In
Abbildung 1.10 ist diese Struktur dargestellt, auffallig ist die dreischichtige Gliederung der
Sekundarstrukturelemente beginnend mit der N-terminalen B-Faltblatt-Schicht (grin), die von
zwei Paaren antiparalleler B-Strange gebildet wird, welche von zwei kurzen a-helikalen
Bereichen unterbrochen werden, so dass ein vierstrangiges p—Faltblatt entsteht. Die mittlere
Ebene (blau) besteht aus einer einzelnen 12 AS langen a-Helix, die in der carboxyterminalen
dritten Ebene von einem weiteren B-Strang und einer a-Helix gefolgt wird.

Diese carboxyterminale Ebene weist zur Membran, das aminoterminale B-Faltblatt, das zum
Cytosol ausgerichtet ist, dient als Bindestelle fir die K, Untereinheiten (Gulbis & MacKinnon
2000).

Abb. 1.10: Kristallstruktur der T1 Domane des Shaker Typ Kv Kanals AK,1.1, die Beschreibung erfolgt
im Text (Kreusch, Choe, Nature 1998)
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Die Oberflache der AK,1.1-Struktur zeigt eine ungleichmalige Verteilung der
elektrostatischen Ladungen (vgl. Abbildung 1.11). Die C-teminale potentielle Kontaktflache
zur TM-Region ist eher unpolar, die aminoterminale Oberflache jedoch deutlich polar, wie
auch die anderen zum Cytosol weisenden Flachen und der zentrale Kanal, der sich direkt in
der Achse des Tetramers befindet. Dieser Kanal wurde zunachst als mdglicher Eintrittsweg
der lonen in die zentrale Pore diskutiert, spatere Untersuchungen (Minor, Berger 2000)
zeigten jedoch, dass der zuvor postulierte Durchtritt von hydratisierten K*-lonen durch diesen
Kanal sowohl aufgrund der positiven, und damit das Kation elektrostatisch abstossenden
Oberflachenladung im Zentrum des Tetramers als auch wegen des zu geringen

Innendurchmessers nicht maglich ist.

Abb. 1.11: Oberflachendarstellung der AK,1.1 Struktur (Tetramer). Links eine Seitenansicht bei der
eine Untereinheit weggelassen wurde, um einen Blick auf die Interaktionsflichen der K,-
Untereinheiten zu ermdglichen, rechts die carboxyterminale Aufsicht auf das vollstandige Tetramer.
Das elektrostatische Potential ist farbig dargestellt von blau (+10 kT) nach rot (-7 kT) (Kreusch, Choe
Nature 1998)

Auch die Interaktionsflache zwischen den einzelnen T1 Monomeren ist deutlich hydrophil. Im
Gegensatz zu den Verhaltnissen bei sehr stabilen Protein-Protein Interaktionen, die in der
Regel Uber unpolare Interaktionsflachen funktionieren, wird das T1 Tetramer durch
hydrophile Wechselwirkungen stabilisiert, was bei weniger dauerhaften, z.B. regulatorischen
Interaktionen haufiger der Fall ist. Der selbst flir homologe Proteine auffallig hohe Grad der
Konservierung bestimmter Residuen im Bereich der eher hydrophilen Interaktionsflachen der
Untereinheiten wurde schon von Kreusch et al. (Kreusch, Choe 1998) festgestellt.

In systematischen Mutationsstudien mit der T1 Domane von K,1.2, in denen alle an den
Interaktionen der T1-Untereinheiten beteiligten Aminosduren sukzessive durch Alanine
ausgetauscht wurden, konnten Minor et al. zeigen, dass auch geringfligige Veranderungen

der Interaktionsflachen wie die Entfernung einer Wasserstoffbriicke oder eine isosterische
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Mutation zu einer deutlichen Veranderung der Spannungscharakteristik des Kanals oder zu
nicht funktionellen Kanalen flihrten. Dabei bewirkten auch Mutationen, die an der Oberflache
des Tetramers keine strukturellen Veranderungen hervorriefen teilweise deutliche
Veranderungen. Eine T46V Mutation fuhrte im Gegensatz zu den meisten anderen
Mutationen zu einer Stabilisierung des Tetramers, was darauf hinweist, dass die Interaktion
der T1 Domanen trotz der beobachteten Stabilitdt des T1 Tetramers nicht auf maximale
Stabilitdt, sondern offenbar auf eine regulatorische Funktion hin ausgelegt sind (Minor,
Berger 2000). Weiterhin konzentrieren sich die Aminosaurereste, die die
Spannungscharakteristik beeinflussen, in sogenannten ,hot spots’ in enger raumlicher
Nachbarschaft. Ein solches Verhalten wurde auch schon in friheren Mutationsstudien
beobachtet (Cushman 2000). Auffallig ist auch die Haufung solcher Reste an der C-
terminalen Oberflache des Tetramers, was auf eine Interaktion mit den Loops der
Transmembrandomane des Kanals hinweisen koénnte (Minor, Berger 2000) In diesem
Zusammenhang wird auch eine Konformationsanderung der T1-Domane in Verbindung mit

der Regulation der Kanal6ffnung diskutiert.

Side B N-terminal side
4 4 9 - L‘ by

f wl .
C-terminal side

Abb. 1.12: Mutationsstudie von Minor et al. (Minor, Berger Cell 2000). (A) Oberflachendarstellung des
Ky1.2 T1 Tetramers, eine Untereinheit wurde weggelassen um die Interaktionsflachen sichtbar zu
machen. Die untersuchten Aminosaurereste der Interaktionsflachen, sind farbig dargestellt: In rot
dargestellt sind Reste, die beim Austausch durch Alanin zu einer deutlichen Anderung der
Spannungscharakteristik des Kanas flihrten, grin dargestellie Reste zeigten keine Veranderung.
Violett eingefarbte Reste fuhrten bei Mutation dazu, dass kein funktionelles Kanalprotein mehr
ausgebildet wurde. (B) N- und C-terminale Aufsicht auf das Tetramer mit gleicher Farbcodierung,
auffallig ist die Haufung von sensitiven Resten an der C-terminalen Oberflache, hier werden
sogenannte ,hot spots’ ausgebildet.

Die Deletion der T1 Domane kann die Bildung des Tetramers verhindern, unter Bedingungen
der heterologen Uberexpression bilden sich jedoch Tetramere (Kobertz, Miller 1999), die
eine verlangsamte Kanal6ffnung und eine veranderte Spannungscharakteristik aufweisen.
Zwar kann die T1 Domane in chimdren Proteinen durch eine artifizielle

Tetramerisierungsdomane ersetzt werden, so dass ein funktioneller Kanal entsteht
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(Zerangue, Jan&Jan 2000), dieser Kanal besitzt jedoch ebenfalls eine deutlich veranderte
Spannungscharakteristik. Die Tetramerisierungsfunktion konnte zwar ersetzt werden, die
Feinabstimmung des Kanal6ffnungsmechanismus bleibt jedoch gestort. Dies ist zusammen
mit den Ergebnissen von Minor et al. ein deutlicher Hinweis auf eine regulatorische Funktion
der T1-Domane im Kontext des spannungsgesteuerten Kanaléffnungsmechanismus.

Die hohe Konservierung der T1 Doméane innerhalb der K, Familie ermdglicht die Ausbildung
von heterotetrameren Kanalen. Dies ist vor allem im Bezug auf die damit erneut variierende
Kanal6ffnungs- und Spannungscharakteristik eine weitere Méglichkeit der Regulation. Meist
werden die Heterotetramere innerhalb einer Unterfamilie ausgebildet. Es sind aber auch (vor
allem bei nicht-Shaker Kanalen) Heterotetramere aus verschiedenen Unterfamilien bekannt,
vor allem in Verbindung mit den Unterfamilien die als sogenannte regulatorische Proteine
keine nachweisbare eigene Kanalfunktion besitzen. Vor allem in Hinblick darauf, dass ein
einziges Inaktivierungspeptid ausreicht, um die Spannungscharakteristik eines Kanal von
einem delayed rectifier Kanal zum schnellinaktivierenden zu verandern, ergibt sich hier eine

Vielzahl von Mdglichkeiten zur Variation der Kanalfunktion.

Tab. 1.5: Bekannte Strukturen von T1 Domanen. Auffallig ist der oft unphysiologisch hohe
pH Wert der Kristalle, pH-Anderungen werden von Jahng et al. (Jahng, Choe 2002) mit
einer Konformationsanderung in Verbindung gebracht.

T1 Konstrukt PDB Nr. |Kristalisations- pH Autor
bedingungen Wert

AK,1.1 (Shaker) 1A68 Tris 8,5 Kreusch, Choe et al. 1998

(Aplysia californica)

AK,3.1 (Shaw) 3KVT unbekannt 8,5 Choe et al.1998

Kyl.2 33-131 1QDV MES 6,5 Minor et al. 1999

(R.norvegicus)

Ky1.2 33-119 1QDW | MES 6,5 Minor et al. 1999
+GdmHCI

K,1.2 33-119 T46V 1DSX Tris 8,5 Minor et al. 2000

AK,1.1 N136D 1EOD HEPES 7,5 Pfaffinger et al. 2000

K,1.1 (Rattus 1EXB Tris 8,6 MacKinnon et al. 2000

norvegicus) Komplex

mit K3,

K\4.2 (Shal) 1NN7 Tris 8,5 Choe et al. 2003

(R.norvegicus)

Ky4.3 (human) 181G Na/K P; 10,6 |Rhodes et al. 2004

K,1.2 rat 2A79 Tris 8,5 MacKinnon et al. 2005
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Eine Besonderheit der K,1 (shaker-ahnliche) Unterfamilie ist, dass sie nicht Uber ein Zn?
Bindemotiv verfigt. Dieses HX5CX,0CC Sequenzmotiv innerhalb der T1 Doméane ermdglicht
bei den K,2, K,3 und K4 Unterfamilien eine Stabilisierung des Tetramers durch die
Koordination je eines Zn®" lons an den vier Interaktionsflichen der Untereinheiten (Jahng,
Choe 2002; Bixby, Choe 1999).

Die Wechselwirkungen der T1 Domane mit dem Inaktivierungspeptid und dem C-Terminus,
die von verschiedenen Autoren diskutiert werden, werden im Folgenden zusammen mit der

Beschreibung der jeweiligen Domane vorgestellt.

1.5.2 Das Inaktivierungspeptid und seine Funktion:

Am  N-Terminus befindet sich bei schnellinaktivierenden  K,-Kanalen das
Inaktivierungspeptid, welches in Anlehnung an das ,Ball and Chain’ Modell auch als
Ballpeptid bezeichnet wird. Hierbei handelt es sich um einen etwa 20-30 AS langen Abschnitt
des Proteins, der oft positive Ladungen tragt. Werden bestimmte Teile dieses Bereichs oder
der gesamte Sequenzabschnitt deletiert, so geht die schnellinaktivierende
Spannungscharakteristik des Kanalproteins verloren. Das Inaktivierungspeptid ist durch eine
flexible Linkersequenz, deren Lange je nach Kanalprotein zwischen einigen wenigen
Aminosauren (K,3.4) und uber 100 AS (K,1.4) betragen kann, mit der T1 Domane
verbunden.

Nur wenige Kanalproteine wie K,1.4 und K,3.4 tragen ein eigenes funktionelles Ballpeptid,
dennoch finden sich in vivo sehr viele schnellinaktivierende Kaliumkanale. Dies ist zum einen
auf die Bildung von Heterotetrameren zurlickzufiihren, darlber hinaus tragen einige K-
Untereinheiten, die an die T1 Domanen binden, funktionelle Inaktivierungspeptide
(Wissmann, Fakler 1999) mit ausreichend langem Linker. Die N-Termini nicht
schnellinaktivierender Kanale sind ebenfalls flexible ungefaltete Peptide mit deutlich
unterschiedlicher Lange und wenig homologer Sequenz.

Auch die Inaktivierungspeptide selbst besitzen nicht in allen Fallen eine definierte Struktur.
Eine stabile Faltung zu einem globularen Peptid mit hydrophobem Kern konnte bisher nur fur
das K,3.4 IP nachgewiesen werden (Antz, Kalbitzer 1997), welches zusatzlich durch eine
Disulfidbriicke stabilisiert wird. Die meisten Peptide weisen lediglich einen oder zwei helikale
Abschnitte auf, die wesentlich weniger stabil sind (Wissmann, Fakler 2003). Solche helikalen
Elemente konnten auch bei einer B-Untereinheit eines BK Kanals (KCNMB2) nachgewiesen
werden (Bentrop, Fakler 2001).
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Abb. 1.13: Bekannte Strukturen der Inaktivierungspeptide von K,3.4 (links) und K,1.4 (rechts). Bei
K,3.4 (Antz, Kalbitzer 1997) ist die Oberflachenladung dargestellt, rot zeigt positive, blau negative
Ladungen an. K,1.4 (Wissmann, Fakler 2003) weist zwei helikale Bereiche auf, von denen der erste
(AS 20-38) zusammen mit dem unstrukturierten N-Terminus das eigentliche IP bildet. Die zweite,
kiirzere Helix (AS 40-50) besteht aus kleinen hydrophoben Aminosauren und dient mdglicherweise
zur Positionierung des eigentlichen IP.

Die meist wenig stabile Struktur der Inaktivierungspeptide steht vermutlich im
Zusammenhang dem mit dem Mechanismus der Interaktion des IP mit der Kanalpore.
Aufgrund der rdumlichen Verhaltnisse und der Ladungsverteilung im Bereich zwischen der
T1 Domane und dem Poreneingang wird angenommen, dass das Ballpeptid nicht im
gefalteten Zustand in die Pore gelangen kann (Zhou, MacKinnon um 2001, MacKinnon
2005). Die Bindung von zumindest Teilen des Ballpeptids steht in Konkurrenz zur Bindung
des Kanalblockers TEA und ist auch an Kanalen ohne T1-Domane nachweisbar. Auch eine
Wechselwirkung des IP bzw. seines Linkers mit der T1-Domane konnte gezeigt werden
(Baker, Wathrich & Choe 2006).

1.5.3 C-Terminus : PDZ Bindedomane und weitere mogliche Funktionen

Im Gegensatz zum N-Terminus ist das carboxyterminale Ende der K,-Kanale kaum erforscht.
Das einzige Sequenzmotiv, dessen Funktion definitiv geklart ist, ist das PDZ-Bindemotiv am
aulersten C-Terminus des Kanals (Kim, Sheng 1995). Dabei bindet das bei K,1-Kanalen
hochkonservierte Sequenzmotiv ETDV an die zweite PDZ-Doméane von PSD-95, welches
eines der wichtigsten Proteine innerhalb der Post Synaptic Density ist. So kann die
Lokalisierung der Kanale in den verschiedenen Bereichen der Zellmembran der Neuronen
gezielt beeinflusst werden (Imamura, Fujiyoschi 2002).

Aufgrund der rdumlichen Nahe zur T1 Domane und der meist vorhandenen K,f3-Untereinheit
werden auch Wechselwirkungen mit diesen Domanen vermutet. So konnten Sokolova et al.

in elektronenmikroskopischen Studien die raumliche Nahe des C-Terminus zur T1-Domane
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zeigen (Abbildung 1.14; Sokolova, Grigorieff 2003). Allerdings ist die geringe Aufldsung hier

limitierend fir die exakte Bewertung der Ergebnisse.

Abb. 1.14: Cartoon-Darstellung der mdglichen Konformation des C-Terminus ohne (A) und mit (B)
Anwesenheit einer K, Untereinheit basierend auf elektronenmikroskopischen Daten (Sokolova,
Grigorieff 2003). Der C-Terminus liegt nicht frei im Cytosol vor sondern ist an die T1-Domane bzw. die
K\B Untereinheit angelagert.

Des weiteren konnte von Mathew et al. gezeigt werden, dass bei dem schnellinaktivierenden
Ky1.4-Kanal ein Austausch der C-terminalen Domane durch den C-Terminus von nicht
schnellinaktivierenden K,1-Kanalen die Inaktivierungsrate und die Aufhebung der
Inaktivierung beeinflusst wird. Werden lediglich bestimmte Sequenzabschnitte deletiert, so
wird die Inaktivierungskinetik deutlich verlangsamt, ohne jedoch Spannungsabhangigkeit

oder lonenselektivitat zu beeinflussen (Sankaranarayanan, Mathew 2005).

1.5.4 Inaktivierungsmechanismen: N- und C-Typ Inaktivierung

Beide Formen der Inaktivierung kdénnen nur beim zuvor durch Depolarisierung der
Zellmembran aktivierten K,-Kanal stattfinden, d.h. nur im aktivierten Zustand sind die
beteiligten Bereiche des Proteins zuganglich (Yellen 1998). Die N-Typ Inaktivierung bedingt
das extrazelluldare Vorhandensein eines geeigneten Inaktivierungspeptids am N-Terminus
des K,-Proteins oder einer gebundenen K,p-Untereinheit mit IP. Die oft ungefaltet
vorliegenden Ballpeptide, die nur geringe Sequenzhomologie aufweisen, treten auf der
intrazellularen Seite der Membran in Wechselwirkung mit dem Transmembranteil. Dies
wurde bei elektrophysiologischen Messungen mit Kanalblockern vom TEA-Typ
nachgewiesen, die intrazellular appliziert die N-Typ Inaktivierung verhindern kénnen
(Yellen1998). Ursprunglich wurde ein Verstopfen des lonenkanals durch das Ballpeptid
postuliert, was inzwischen aber kontrovers diskutiert wird (MacKinnon 2005; Baker Withrich
Choe 2006).
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Dabei konnte aber noch keine genaue Bindestelle des IP bestimmt werden (MacKinnon
2005), auch eine indirekte Ubertragung einer Konformationsénderung nach der Bindung des
Inaktivierungspeptids an die T1-Domane des Kanalproteins oder eine Beteiligung der T1-
Doméane an der Stabilisierung der Bindung des IP (preinactivation binding pocket) ist
denkbar (Baker, Withrich & Choe 2006).

Open Closed Claszd Closzd
activation gate C-type inactivation Id-type inactivati on

Extracellular

Selectivity
filter

Cavity

Bundlz
crossing [

Intracel lular

Abb. 1.15: Inaktivierungsmechanismen (Yellen 1998) Die verschiedenen Mdoglichkeiten der
Inaktivierung bei Kaliumkanalen sind schematisch dargestellt. Von links nach rechts: gedffneter Kanal,
durch den Kanaléffnungsmechanismus (gate) geschlossener (deaktivierter) Kanal, C-Typ
Inaktivierung durch Konformationsanderung des Selektivitatsfilters und N-Typ Inaktivierung durch das
Inaktivierungspeptid.

Die C-Typ Inaktivierung ist nur bei fehlender N-Typ Inaktivierung detektierbar, z.B. bei
Kanalproteinen die kein eigenes IP tragen oder nach Deletion des IP. Dieser Typ der
Inaktivierung erfolgt wesentlich langsamer als die N-Typ Inaktivierung und kann durch
extrazellular applizierte Kanalblocker beeinflusst werden. Verschiedene Studien weisen
darauf hin, dass dieser Mechanismus vor allem durch relativ geringe Veranderungen der
Struktur des Selektivitatsfilters bedingt ist, die durch Ursachen wie eine unphysiologisch
niedrige K' lonenkonzentration verursacht werden (Yellen 1998). Fur einige der
Mechanismen der C-Typ Inaktivierung, bei denen das Selektivitatsfilter mit dem P-Loop

direkt beteiligt ist, wurde auch der Begriff P-Typ Inaktivierung gepragt.

1.5.5 Lokalisation und Funktion ausgewahlter K,1 und K,3 Kanéle

Diese Arbeit beschaftigt sich hauptsachlich mit der T1 Domane des shaker-dhnlichen
Kaliumkanals K,1.4. Im weiteren wurden auch Untersuchungen an K,1.3 und K,3.4
duchgefihrt. K, 1.4 und K, 3.4 sind die einzigen K, Kanale bei Saugetieren, die ein eigenes
funktionelles Inaktivierungspeptid besitzen. K 1.4 findet sich hauptsachlich in neuronalen

Geweben, Skelett- und Herzmuskelzellen wahrend K, 1.3 neben verschiedenen Hirnregionen
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auch in Zellen des Immunsystems und des Bindegewebes exprimiert wird und einen
wichtigen Angriffspunkt fir Immunsuppressiva bildet (Beeton & Chandy 2005). K,3.4 findet
sich im Gehirn und sekretorischen Organen sowie der Skelettmuskulatur.

Im Laufe der Zeit wurde die Expression der verschiedenen Kanale in diversen Geweben
nachgewiesen, wobei Knockout-Mausmodelle zum besseren Verstandnis ihrer Funktion
beitrugen. Durch die haufig beobachtete Heterotetramerisierung ist es schwierig die Funktion
eines bestimmten Kanals in vivo zu bestimmen. Sind die Partner der Heterotetramerisierung
und die Stoichometrie des Tetramers nicht bekannt, kann zwar die Spannungscharakteristik
des Kanals nach heterologer Expression in Xenopus-Oocyten oder geeigneten Zellkultur-
Modellen ermittelt werden, eine vollstdndige Entsprechung in vivo findet sich aber oft nicht.
In der nachfolgenden Tabelle sind die wichtigsten Erkenntnisse Uber die jeweiligen Kanale

zusammengefasst (Gutman 2005).

Tab.1.6: Vorkommen und Funktionen von K,1.3, K,1.4 und K,3.4, das Vorkommen der Kanéle ist in
der Reihenfolge der Haufigkeit aufgelistet. (Gutman 2005)

Kanal

Vorkommen

Funktion

K, 1.3
delayed rectifier

K, 1.4
schnellinaktivierend

K, 3.4

schnellinaktivierend

Gehirn, Lunge, Inselzellen, Thymus,
Milz Lymphknoten, Fibroblasten, B-
und T-Lymphozyten, pra-B Zellen,
Rachenmandeln, Makrophagen,
Mikrogliazellen, Oligodendrozyten,
Osteoklasten, Blutplattchen, Hoden

Gehirn, Lungentumoren,
Skelettmuskulatur, Herzmuskulatur,
Pankreas-Inselzellen

Nebenschilddrise, Prostata, Gehirn
(Hirnstamm, Hippocampus),
Skelettmuskulatur, Pankreas

Regulation des Membranpotentials und
des Kalzium Signaling in Lymphozyten
und Oligodendrozyten

Therapeutisches Ziel fur
Immunsuppressiva (Therapie von
Multipler Sklerose im Tiermodell)

Repolarisation nach Aktionspotential bei
Neuronen,
bei Ratten erhéhte Expression nach
Myocardinfarkt und Induktion von
Diabetes

Regulation des Ruhepotentials der
Skelettmuskulatur

1.6 Stand der Forschung

Aufgrund der Bestimmung zahlreicher Kristallstrukturen, sind strukturelle Informationen Gber
diejenigen Domanen der spannungsgesteuerten Kaliumkanale verfligbar, die eine stabile
Struktur aufweisen. So sind die Strukturen des Selektivitatsfilters und der Pore, der T1
Domane und der daran gebundenen B-Untereinheit weitgehend aufgeklart. Uber die haufig

ungefalteten N- und C-Termini der Proteine und vor allem ihre Wechselwirkungen mit der T1
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Doméne und der zentralen Transmembran-Porendomane ist verhaltnismaRig wenig bekannt.
Nur bei einigen wenigen Inaktivierungspeptiden wie K,1.4 und K,3.4 konnte eine Struktur
oder zumindest Sekundarstrukturelemente nachgewiesen werden (Wissmann 2003; Antz,
Kalbitzer 1997).

Die von MacKinnon et al. geléste Kristallstruktur des K,1.2 Proteins im Komplex mit der K,3,-
Untereinheit (Long, MacKinnon 2005) zeigt erstmals die raumliche Korrelation von T1-
Doméne und Transmembrandomane. Leider ist die Aufldsung mit 2,9 A relativ gering.
Informationen Uber die Lage des 31AS grof3en N-Terminus des Proteins (ein funktionelles IP
ist nicht bekannt) und den C-Terminus nach Ende der S6 Helix (78AS) sind in der Struktur
nicht enthalten, sie werden als ungeordnet beschrieben. Auch die T1-S1 Linkerregion konnte
aus der Kristallstruktur nicht naher bestimmt werden, sie ist im Strukturmodell durch zwei
Polyglycin Helices modelliert. Die Struktur ermdglicht dennoch eine Orientierung Uber die
raumlichen Verhaltnisse im Bereich des Ubergangs vom Poreneingang zur T1-Doméane.
Zwischen den radial nach aul3en weisenden Linkern ergeben sich vier von den Autoren als
Portale bezeichnete Offnungen, die mit einer GréRe von 15-20 A fiir den Durchtritt von K*
Kationen mehr als ausreichend sind. Im direkt angrenzenden Bereich der C-terminalen Helix
der T1 Doméne sind zahlreiche negative Oberflachenladungen vorhanden. Neben der
Attraktion der Kaliumionen wird hier auch eine mogliche Wechselwirkung mit dem I[P
vermutet.

Neue Untersuchungen von Baker et al. (Baker, Withrich & Choe 2006) weisen auf eine
Interaktion des Inaktivierungspeptids bzw des IP-T1 Linkers mit der T1-Domane hin. Durch
den Vergleich von N 'H TROSY NMR-Spektren zweier Konstrukte der N-terminalen
Domane des AK,1.1 Kanals, von denen eines IP und Linker (zusammen 65AS) tragt und das
andere nur aus der T1 Domane besteht, konnten insgesamt sechs Aminosaurereste der T1
Domane identifiziert werden, die Signalveranderungen bei Anwesenheit des IP und des
Linkers zeigen.

Diese Reste befinden sich in der Furche zwischen zwei T1 Monomeren, wobei vier Reste
zum einen und zwei Reste zum anderen Monomer gehéren und zusammen eine fast
durchgehende Interaktionsflache bilden. Fir drei der Residuen konnte in nachfolgenden
Mutationsstudien ein deutlicher Einfluss auf die Kinetik von Inaktivierung und Recovery der
Kanale gezeigt werden. Dabei war die Inaktivierung im Vergleich mit dem Wildtyp verzdgert,
bei schnellerem Recovery. Eine Interaktion des IP oder des IP-T1 Linkers, die zu einer Art
Positionierung des IP fihrt, scheint damit wahrscheinlich.

Eine derartige Positionierung kénnte auch den Ergebnissen einer Reihe
elektrophysiologischer  Untersuchungen von Mathew et al. zugrunde liegen
(Sankaranarayanan & Mathew 2005). In Experimenten mit einer Reihe von Konstrukten des

humanen K,1.4 Kanals, die entweder eine vollstdndige C-terminale Domane oder einen
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verkirzten C-Terminus besaften, oder deren C-Terminus durch den anderer K,1 Kanale
ausgetauscht war, konnten deutliche Unterschiede in der Kinetik der Inaktivierung und des
Recovery beobachtet werden. Die Anwesenheit einer mdglicherweise helikalen Sequenz im
C-Terminus des K,1.4 Kanalproteins flihrte zu einer Stabilisierung des inaktivierten Zustands
des Kanals. Dies weist auf eine Beteiligung der C-Terminalen Domane am Mechanismus der
schnellen Inaktivierung hin, zumal eine Beteiligung der Transmembrandomane an den

beobachteten Effekten ausgeschlossen werden konnte.

1.7 Proteinfaltung

Wie alle (Bio-)Molekile nehmen auch Proteine aufgrund thermodynamischer
Gesetzmaligkeiten einen mdoglichst energiearmen Zustand an. Bei Proteinen in wassriger
Lésung, die in der Lage sind, einen hydrophoben Core auszubilden, bedeutet dies im
Idealfall, dass ein kompakter Faltungszustand angenommen wird. Dabei weisen hydrophobe
Seitenketten der Aminosauren nach innen wahrend Wassermolekule aus dem Inneren des
Proteins ausgeschlossen werden.

Kleine Peptide oder Proteine, die stark hydrophil sind oder deren Aminosauresequenz viele
geladene Aminosauren aufweist, kdnnen jedoch keinen hydrophoben Core ausbilden und
liegen oft nicht oder nur teilweise gefaltet vor.

Entgegen der urspriinglichen Annahmen, nach denen nur ein gefaltetes Protein eine
Enzymaktivitat besitzt oder eine andere z.B. strukturelle Funktion erflillen kann, ist ein
ungefaltetes Protein oder eine ungefaltete Domane nicht notwendigerweise ohne Funktion.
Oft wird die Ausbildung der Struktur eines Proteins erst durch die Wechselwirkung mit einem
Bindungspartner, z.B. einem anderen Protein veranlasst. Dieser Vorgang wird als Induzierte
Faltung bezeichnet. Es wird heute geschatzt, dass bis zu 30% aller zytosolischen Proteine
ungefaltet vorliegen.

Die Faltung eines Proteins stellt einen cooperativen Prozess der Wechselwirkung eines
Proteins mit seiner Umgebung dar. Daher ist es oft schwierig, die fur eine korrekte Faltung in
vitro notwendigen Bedingungen zu ermitteln. Proteine oder Proteindomanen, die in ihrem
nativen Zustand im Komplex mit anderen Proteinen vorliegen oder beispielsweise mit
Membranen assoziiert sind, stellen hier eine besondere Herausforderung dar. Bei der
Ruckfaltung solcher Proteine beispielsweise nach der denaturierenden Aufreinigung aus
Inclusion Bodies sind auf3er den Ublicherweise zur Pufferung der Losung und zur Einstellung
der notwendigen lonenstarke erforderlichen Salzen oft auch Detergentien oder weitere
Zusatze erforderlich (Rudolph et al. 1997), um die naturliche Umgebung des Proteins zu

ersetzen.
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1.8 NMR Spektroskopie an Proteinen

Die NMR-Spektroskopie bietet neben der sequentiellen Zuordnung der Signale (Withrich
1986) und der darauf aufbauenden Proteinstrukturberechnung vor allem die Moéglichkeit, das
Verhalten der Proteine unter Bedingungen zu untersuchen, die der nativen Umgebung des
Proteins sehr nahe kommen. Im Gegensatz zur Rongenstrukturanalyse koénnen die
Messbedingungen innerhalb gewisser Rahmenbedingungen frei gewahlt werden. Die
Proteine liegen zur Messung frei beweglich in wassriger Lésung vor, Salzgehalt, pH-Wert
und mdogliche Additive wie Reduktionsmittel oder konservierende Agentien kdnnen variiert
werden.

Auch die Zugabe von Wechselwirkungspartnern der Proteine, also beispielsweise Substrate
oder Substratanaloga flr Proteine mit enzymatischer Aktivitat, interagierende Peptide oder
Proteine als Bindungspartner von Strukturproteinen etc. ist einfach maéglich, anschliellend
sind erneute Messungen mit derselben Probe mdglich. So kdnnen vollstandige
Titrationsreihen erstellt werden, die Informationen Gber Interaktionsflachen der Proteine oder
Kinetiken einer Wechselwirkung liefern kénnen.

Die Auflosung der aufgenommenen NMR-Spektren ist neben der Feldstarke des zur
Verfligung stehenden Spekirometers und seiner technischen Ausstattung (z.B.
Cryoprobenkopf) abhangig von der Grélke des zu beobachtenden Molekiils (Proteins). Bei
zunehmender GréRe tritt neben der Uberlagerung von Signalen mit &hnlicher chemischer
Verschiebung auch eine Verbreiterung der Signale aufgrund der durch die langsamere
rotatorische Korrelationszeit verkirzten transversalen Relaxationszeiten (T,).

Bei Proteinen mit einer molaren Masse von weniger als 15 kDa kann eine
Strukturbestimmung allein anhand zweidimensionaler homonuclearer Protonenspektren,
Ublicherweise 2D NOESY, TOCSY und COSY Spektren durchgefuhrt werden. Bei grof3eren
Proteinen sind in der Regel heteronucleare Spektren erforderlich. Dazu werden "°N und *C
isotopenmarkierte Proben verwendet, da die natiirlich vorhandenen Isotope'N und "2C nicht
magnetisch aktiv sind. Markierte Proben erhalt man, indem die zu untersuchenden Proteine
heterolog in Bakterien oder Hefen exprimiert werden, denen nur entsprechend isotopenreine
Substrate als N- und C-Quelle zur Verfugung stehen. Nach Aufreinigung der Proteine
kénnen 2D HSQC Spektren aufgenommen werden.

Betragt die Masse des Proteins mehr als etwa 35 kDa, reicht die Auflésung
zweidimensionaler Spektren nicht mehr aus, da zum einen wegen der héheren Anzahl an
Aminosaureresten verstarkt Uberlagerungen auftreten und zum anderen aufgrund der Masse
des Molekils die Signale verbreitert sind. Durch die Einfihrung der Tripelresonanzspektren

konnten mit der Verwendung einer weiteren Dimension die Signale entzerrt und
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Uberlagerungen aufgeldst werden. Normalerweise werden fiir eine sequentielle Zuordnung
das HNCA und das HN(CO)CA Spektrum verwendet.

Durch die Entwicklung der TROSY-Spektren (Pervushin, Withrich et al. 1997; Pervushin
2000) konnte die Aufldsung erneut verbessert werden. Bei weiter zunehmender Gré3e der
Proteine ist zusatzlich die Perdeuterierung der Proteine durch die Expression in Medium mit
D,O statt Wasser als Losungsmittel erforderlich. Hierdurch wird eine Veminderung der
Protonendichte erreicht, die die Relaxation vermindert. Auf’erdem werden bei Verwendung
geeigneter Pulsprogramme nur noch "N Protonen detektiert, die mit dem wéssrigen
Lésungsmittel austauschen.

Da die isotopenreinen Substrate relativ kostenintensiv sind, ist eine sorgfaltige Vorbereitung
und Optimierung der Proteinexpression und -aufreinigung erforderlich, um wirtschaftlich zu
arbeiten.

Ein Sonderfall bei den groRen Proteinen stellen Homooligoimere dar. Solange nur ein
Oligomerisierungszustand vorliegt und nicht eine Mischung verschiedener Oligomere, die
miteinander im Gleichgewicht stehen und alle Monomere in der gleichen Konformation
vorliegen, wird nur ein Satz von Signalen beobachtet, der einem Monomer entspricht. Die
Linienverbreiterung entspricht jedoch der Masse des Oligomers, da ja nur dieses in der

Lésung frei diffundieren kann.

1.9 Zielsetzung der Arbeit

Nachdem die Struktur und Funktion des Selektivitatsfiters und die Funktion des
Kanal6ffnungsmechanismus der spannungsgesteuerten Kaliumkanale vor allem
elektrophysiologisch inzwischen gut erforscht sind, und auch die Grundlagen der schnellen
Inaktivierung durch das Inaktivierungspeptid (IP) aufgeklart sind, wendet sich das Interesse
zunehmend den molekularen Grundlagen der beobachteten Effekte zu. Vor allem die
Tetramerisierungsdomane mit ihren moglichen regulatorischen Funktionen durch
Wechselwirkungen mit den weiteren cytosolischen Domanen des Kanals steht dabei im
Zentrum des Interesses. Wahrend die T1 Domanen innerhalb der Unterfamilien der K,
Kanéle eine hohe Sequenzidentitdt aufweisen, besteht im Bereich der N-terminalen
Sequenzabschnitte von IP und zugehoérigem Linker sowie im Bereich des ebenfalls
cytosolischen C-Terminus der Proteine eine hohe Variabilitdt in der Lange und Sequenz der
Doméanen. Diese variablen Sequenzabschnitte werden mit den zum Teil sehr
unterschiedlichen Kanal6ffnungs- und Inaktivierungseigenschaften der sonst sehr ahnlichen

Kanalproteine in Verbindung gebracht.
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Ziel dieser Arbeit ist es, erstmals ein System von Proteinkonstrukten zu etablieren, das eine
direkte Untersuchung der Interaktionen der T1 Doméne eines schnellinaktivierenden
spannungsgesteuerten Kaliumkanals mit diesen variablen Bereichen des Proteins erméglicht
und anschliefend die entsprechenden Experimente durchzufiihren. Die Anwendung der
Kernmagnetresonanzspektroskopie (NMR) erméglicht die Beobachtung sowohl gefalteter als
auch ungefalteter Proteine und Peptide unter variablen Bedingungen, die der nativen
Umgebung des Proteins und seinen Loslichkeitseigenschaften angepasst werden kénnen.
Auch die Interaktionen der Proteinkonstrukte untereinander sind mit NMR-Methoden
detektierbar.

Als Basis fiir die NMR Untersuchungen werden Proteinkonstrukte bendétigt, die neben den fir
die Untersuchungen benoétigten Sequenzabschnitten auch Uber eine ausreichende Stabilitat
in Losung verfligen und dabei ihre native Struktur annehmen. Darlber hinaus sollten die
Proteinkonstrukte, deren Interaktionen untersucht werden sollen, die gleichen
Lésungsbedingungen besitzen, um Artefakte zu vermeiden.

Da vor allem die schnelle Inaktivierung untersucht werden soll, wurden als Zielproteine der
Arbeit vor allem K, Kanalproteine ausgewahlt, die Uber ein elektrophysiologisch funktionelles
und bereits in der NMR strukturell charakterisiertes Inaktivierungspeptid verfugten. Die
bereits vorhandenen oder wahrend dieser Arbeit klonierten Konstrukte waren hinsichtlich
ihrer heterologen Expression, Aufreinigung und Lésungsbedingungen zu optimieren. Als
Grundlage fir die Untersuchung von Interaktionen der Domanen werden TROSY-HSQC-
Spektren bendtigt, die eine sequentielle Zuordnung der erhaltenen Signale im NMR-
Spektrum ermdglichen. Bei gréReren oder multimeren Proteinkonstrukten ist dazu die
Aufnahme dreidimensionaler Spektren von 'N- und '*C-markierten Proteinproben
erforderlich.

Nach diesen vorbereitenden Arbeiten sollen Untersuchungen der Wechselwirkungen der T1
Doméane mit den raumlich benachbarten N- und C-terminalen cytosolischen Domanen
durchgefiihrt werden, um die molekularen Grundlagen der in vielen elektrophysiologischen
Experimenten  beobachteten Effekte zu entschlisseln. Dazu sollen NMR-
Titrationsexperimente durchgefiihrt werden, die eine direkie Beobachtung der einzelnen

Aminosauren der Konstrukte ermdglichen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Gerate

Magnetrihrer Heidolph MR 3001K
pH-Meter Beckmann @ 32

Vortex Genie2 Scientific Industries
Biofuge pico Heraeus Instruments
Zentrifuge Hettich Universal 30 RF
Zentrifugen Beckman Avanti™ J20 und J25

Mikroliterpipetten: Gilson Pipetman Serie

Milli-Q Reagent water System: Millipore Continental Water Systems (Molsheim/Frankreich)

Analysenwaage Sartorius BP61S

Feinwaage Mettler PM600

Gefrierschrank (-80°C) Jouan Series 2 VX530
Glasgerate: Schott Duran

Sterilarbeitsbank Jouan MSC 12

PCR-Gerat Eppendorf Mastercycler personal
Inkubator: Jouan

Schuttelinkubator Infors HAT (Infors, Bottmingen/Schweiz)
Netzgerat Biorad Power Pac 300

Zentrifuge: Beckman Model J-6B centrifuge
Apparatur fir SDS-PAGE cti
Horizontalschuttler Heidolph Promax 1020
Spectrophotometer Beckman DU® 640
Peristaltikpumpe: Minipuls3 Abimed/Gilson

Leersaulen flr die Ni-NTA Affinitatsreinigung: Werkstatt Biologie, Universitat Regensburg

FPLC-Anlage: AKTAfplc™ (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

NMR-Spektrometer: Bruker Avance 600 MHz mit Cryoprobe TXI Avance Pobenkopf (Bruker

Biospin GmbH, Karlsruhe)
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2.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien und Reagentien wurden von den Firmen Merck KGaA
(Darmstadt), Gerbu (Gailberg), Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen), Carl
Roth (Karlsruhe), und United States Biochemical (Cleveland, USA) bezogen. Verwendet

wurde, wenn nicht gesondert angegeben, die jeweils hochst verfliigbare Reinheitsstufe.

Isotopenreine Chemikalien "*NH4CI, "*C-Glucose und D,O (99%)

wurden bezogen von Spectra Stable Isotopes, Columbia, MD, USA.

Thrombinprotease: Merck KGaA (Darmstadt)

2.1.3 Wichtige Verbrauchsmaterialien

Konzentratoren fir Ultrafiltration:

Centricon Plus-20 (Amicon Bioseparations/Millipore Corporation, Bedford, USA)
Membran: Ultracel PL (Zellulosderivat); MWCO 10.000

Vivaspin 2, 6, 20 (Vivascience, Sartorius Group, Goéttingen)
Membran : PES (Polyethersulfonsdure) MWCO 10.000 und 5.000

Dialysierschlauche:
Cellutrans Roth MWCO 8-10.000 , regenerierte Cellulose (Carl Roth GmbH Karlsruhe)

(5x in Millipore H,O ausgekocht; Lagerung in 20% EtOH)

Sterilfiltration :

Steritop Flaschenaufsatzfilter: Millipore Corporation, Bedford, USA

2.1.4 Fertigsaulen und Saulenmaterial fur die Proteinreinigung

Fertigséaulen fir die Gelfiltration (GE Healthcare, Uppsala, Schweden):

Saule Bettvolumen Material Trennbereich
HR 10/30 24 ml Superdex 75 3-70 kDa
Hiload 16/60 120 ml Superdex 75 prep grade 3-70 kDa

Hiload 16/60 120 ml Superdex 200 prep grade  10-600 kDa
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Saulenmaterial fur His-Tag Affinitatsreinigung:

Ni-NTA Superflow (Qiagen, Hilden)

Selbstgepackte Saulen, Bettvolumen je nach Anwendung 1 ml bis 55 ml.
2.1.5 Proteinstandards

Fir die Shagger-Gele wurde der Dalton Mark VII-L Proteinstandard (Sigma) eingesetzt

Der selbst zusammengestellte Proteinstandard fur analytische Gelfiltrationen besteht aus:

Substanz Molare Masse (kDa) Konzentration (mg/ml)
Immunglobulin G 150 3,0
Transferrin 81 3,0
Ovalbumin 43 3,0
Myoglobin 17 3,0
Aprotinin 6,5 3,0
Vitamin By, 1,35 0,5

Far die NMR-Diffusionsmessung wurde neben Polyacrylamid (Roth), Vitamin B4, und
Transferrin auch RNAse A (17,4 kDa) eingesetzt.

Alle in den Standards eingesetzten Proteine und Referenzsubstanzen wurden, sofern nicht

anders gekennzeichnet, von Sigma (Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) bezogen.

2.2 Haufig verwendete Puffer und Lésungen

2.2.1 Puffer-Stammlésungen

Natriumphosphatpuffer:

Stammlésungen 1 M Na,HPO, und 1 M NaH,PO,, der jeweils benétigte pH-Wert wird durch
Mischen der Lésungen eingestellt. (Kurzbezeichnung NaP; ).

Kaliumphosphatpuffer:

Stammlésungen 1 M Ko;HPO,4 und 1 M KH,PO,, der jeweils benétigte pH-Wert wird durch

Mischen der Lésungen eingestellt. (Kurzbezeichnung KP; ).
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Kaliumacetatpuffer
Stammlésungen 1 M Essigsaure und 1 M Kaliumacetat, der jeweils bendtigte pH-Wert wird

durch Mischen der Lésungen eingestellt.

Tris-Puffer:
Stammldsung 1M Tris-Base, pH-Wert wird durch Titration mit 25% HCI (p.a.) eingestellt.

2.2.2 Puffer fur Ni-NTA System

tTM

Basispuffer (Verandert nach QlAexpressionist'™, Qiagen, Hilden)

GdmHCI 6 M
NaH,PO, 100 mM
Tris 10 mM
B-Mercaptoethanol 10 mM
Imidazol 5mM

Alle Puffer werden vor dem Einstellen des pH-Werts mit 3-Mercaptoethanol ad 10 mM im

Endvolumen versetzt, der pH-Wert wird mit 10 M NaOH bzw. HCI eingestellt:

Puffer A: Lysepuffer pH 8.0
Puffer C: Waschpuffer pH 6.3
Puffer D: Waschpuffer pH 5,9
Puffer E: Elutionspuffer pH 4,5

2.2.3 Ruckfaltungspuffer

Ruckfaltungspuffer fur K, 3.4 Konstrukte (pH je nach Angabe)

TDZ: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10mM DTE und 1 mM ZnSO,
bei Rickfaltung pH 9,0 NMR Messung bei pH 8,0

TDE: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10mM DTE und 5 mM EDTA

KDZ: 100 mM Kaliumacetat, 10 mM DTE und 1 mM ZnSO,

pH 4,5 (Rickfaltung und NMR Messung)

Ruckfaltungspuffer fur K,1 Konstrukte

KP;:, 150 mM Kaliumphosphat pH 6,5
(bei cysteinhaltigen Konstrukten zusatzlich 10 mM DTE)



Materialien und Methoden 35

2.2.4 Sonstige Stammldsungen

EDTA: 0,5 M EDTA eingestellt mit KOH oder NaOH je nach weiterer Verwendung auf pH 8,0

2.3 Materialien und Medien fir die Proteinexpression

2.3.1. E. coli Stamme

Rosetta™(DE3)pLysS (Novagen)
E.coli B F ompT hsdSg (rs'mg’) gal dcm lacY1 (DE3) pLysSRARE (Cm")

BL21(DE3) (Novagen)
E.coli B F ompT hsdSg (rsmg’) gal dcm (DE3)

Das verwendete Expressionsystem basiert auf dem lac-Operon, die klonierten Genfragmente
stehen unter der Kontrolle des lac-Inhibitors, der im Plasmid enthalten ist und werden durch
die T7 RNA Polymerase transkribiert. Die Induktion erfolgt Gber IPTG (lsopropyl-p-D-
thiogalaktopyranosid), ein nicht  verstoffwechselbares  und membrangangiges
Galaktoseanalogon (Dubendorff et al. 1991).

Die Rosetta™ Proteinexpressionsstimme tragen auf einem als pRARE bezeichneten
Plasmid die Sequenzen zusatzlicher tRNAs, die eine Reihe von bei E.coli relativ selten
genutzten Codons erkennen. So kdnnen die bei Saugern haufig vorkommenden Codons in
der Proteinexpression ohne Verzdgerung erkannt werden, ein Stocken oder gar
Kettenabbruch wird vermieden. Die Proteinexpression wird so bei Konstrukten, die viele

seltene Codons enthalten, deutlich verbessert (Dong et al. 1996).

2.3.2 Kulturmedien

TB Medium (Terrific Broth) (Tartof & Hobbs 1987)

Bacto-Tryptone 12 g
Bacto-yeast extract 24 g H,O (Millipore) ad 900ml
Glycerin 4 ml autoklavieren
TB-Puffer: KzHPO, 0,72 M
KH,PO, 0,17 M autoklavieren

Nach dem Abkuhlen werden je 900ml Medium 100ml Puffer zugegeben.
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NMM (New Minimal Medium) nach S. Wohlgemuth (Geyer et al.1997) verandert

Minimalmedium:

SL-6Stammldsung:

10 x SL-4:
Stammldsung

NazHPO4 7,5 g
KH2PO4 3,0 g
NaCl 0,59
MgSOQO, x 7 H,O 0,25¢g
CaCl,x 2 H,O 0,014 g
ZnS0O,4 x 7 H,O 100 mg
MnCl, 30 mg
H3BO3 300 mg
CoCl, x 6 H,O 200 mg
CuCly, x 2 H,O 10 mg
NiCl x 6 H,O 20 mg
Na,MoO, 30 mg
EDTA 500 mg
FGSO4 X7 Hzo 200 mg

H,O (Millipore) ad 900 ml
autoklavieren

H,O (Millipore) ad 1 L,
sterilfiltrieren
(bei 4 °C lagerfahig)

H,O (Millipore) ad 90 ml (immer frisch ansetzen)

SL-6 1,0ml
10 x SL-4 0,9ml
H,O (Millipore) ad 10ml, sterilfiltrieren

Ansatz fiir 1L gebrauchsfertiges MM:

Minimalmedium
SL-Mix

Glucose 200 mg/ml (sterilfiltriert)
NH4CI 200 mg/ml (sterilfiltriert)

900 ml
10 ml

20ml (=4 g/L)
5ml (=1g/L)

H-O (Millipore, steril) ad 1 L

Speziell fur die Medienherstellung mit D,O ergeben sich folgende Anderungen des

Protokolls:

Da nicht autoklaviert werden kann, werden Medium und 10x SL4 Lésung direkt mit D,O
(99%) angesetzt und sterilfiltriert, das SL Mix mit D,O statt H,O aufgefillt. Der Wassereintrag
durch die Verwendung der wassrigen SL6 Lésung ist vernachlassigbar. Auch IPTG und
Antibiotika wurden in wassriger Lésung zugesetzt, Glucose und Ammoniumchlorid jedoch als
Feststoff vor der Sterilfiltration (Steritop-Filter, Millipore) zugegeben. Das Medium wurde

sofort verbraucht, kleinere Aliquots fur Vorkulturen bei —20 °C gelagert und bei Bedarf

aufgetaut.

Antibiotika-Stammlésungen (nach Muhlhard 1999)

Stammldsungen sterilfiltriert

Carbencillin(Cb)

Arbeitskonzentration

50mg/ml in H,O

Chloramphenicol (Cm) 34mg/ml in Ethanol

Kanamycin (Kan)

30mg/ml in H,O

25ug/ml
68ug/ml
30ug/ml
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2.4 Molekularbiologische Materialien und Methoden

Die Klonierung der verkirzten K,3.4 T1 Konstrukte erfolgte analog zu den wahrend meiner
Diplomarbeit durchgefiihrten Klonierungen (Schreier 2002). Im Folgenden sind nur die
verwendeten spezifischen Restriktionsendonucleasen sowie alle wahrend dieser Arbeit

verwendeten Vektoren und Expressions- bzw. Vermehrungsstamme aufgefihrt.

Restriktionsendonucleasen: Nde I, und Hind Ill, NewEngland Biolabs, Beverly USA
Hilfsstamm fir Plasmidvermehrung : E.coli DH5a
Plasmide (Novagen/Merck Biosciences): pET 20b+ (alle T1 Konstrukte)

pET 19b (Ky1.4 C84 Konstrukt)
pET 41a (Ky1.4 IP Konstrukt)

2.5 Proteinbiochemische Standardmethoden

2.5.1 SDS-PAGE nach Shagger & von Jagow und Nativgele

Zur Kontrolle der Proteinreinigung wurde an Stelle der meist Ublichen denaturierenden
diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Lammli (Lammli 1970) die
Methode nach Shagger und von Jagow (Shagger 1987) eingesetzt, da sie bei der relativ
geringen Grole der hier im denaturierten Zustand immer monomer vorliegenden Proteine
eine bessere Auftrennung bietet. Die Acrylamidkonzentration betrug im Sammelgel 4,1 %, im
Trenngel 16,5 %. Als Anodenpuffer werden 200 mM Tris/HCI pH 8,9 eingesetzt, der
Kathodenpuffer enthalt 100 mM Tris/HCI, 100 mM Tricin und 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,25. Die
Gelelektrophorese wurde bei Gelen der GroRe 6x9 cm bei konstanter Stromstarke von 40
mA und einer Dauer von ca. 75 min durchgeflihrt. Die Detektion der Proteinbanden erfolgt

durch Coomassie Blau Farbung analog zur Lammli Methode.

TCA-Fallung guanidinhaltiger Proben
Da sich Proteinproben in guanidinhaltigen Puffern nicht flir die Gelelektrophorese eignen
werden sie zunachst mit Trichloressigsaure (TCA) gefallt, das Pellet in H,O gewaschen und

in Probenpuffer aufgenommen:
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50 pl Probe werden mit 450 pl H,O aufgefullt und mit 75 pl TCA (50% in H,O) versetzt. Nach
vortexen wird 5 min auf Eis inkubiert, anschlieRend das Prazipitat abzentrifugiert. Das Pellet

wird mit 450ul H,O gewaschen und anschlieRend in SDS-Probenpuffer aufgenommen.

Nativgele
Wurden nach der Shagger-Methode aber ohne Zugabe von SDS durchgefihrt. Da nur
Proteine (Ky3 Konstrukte) untersucht wurden, die unter den in der Methode beschriebenen

Bedingungen I8slich waren, konnte die Methode sonst unverandert Ubernommen werden.

2.5.2 GroRenausschlusschromatographie

Die GroRenausschlusschromatographie oder Gelfiltration wird vor allem zum Entsalzen oder
Umpuffern von Proteinen, und zur Proteinreinigung eingesetzt. Dabei erfolgt eine
Auftrennung der Proteine, die nur vom hydrodynamischen Radius des Proteins abhangig ist,
da keine spezifische Interaktion des Proteins oder anderer zu trennender Makromolekile mit
der Saulenmatrix erfolgt. Die Saulenmatrix, ein quervernetztes Dextran, bildet porose
Partikel. Zu groRe Molekiile bewegen sich im Ausschlussvolumen, verlassen die Saule also
zuerst wieder, wahrend kleinere Molekile sich auch durch die Dextranpartikel bewegen
kdnnen und so langer auf der Saule verbleiben. So kann z.B. ein Proteingemisch aufgetrennt
werden.

Mit einer eine FPLC-Anlage (AKTAfplc™, GE Healthcare) sind auch analytische
Gelfiltrationen moglich, da die Saulenlaufe sehr gut reproduzierbar und damit auch gut
vergleichbar sind. Da die verwendete Saulenmatrix durch ihre chemische Struktur
weitgehend inert ist und ihre Eigenschaften sich in unterschiedlichen Puffern kaum
verandern, kénnen auch die Auswirkungen unterschiedlicher Puffersubstanzen oder
Salzkonzentrationen auf ein Protein oder ein Proteinoligomer untersucht werden. Besonders
die Beurteilung von Oligomerengemischen ist so gut moglich, da z.B.
Gleichgewichtszustidnde zwischen unterschiedlich grofen Oligomeren dargestellt werden

kénnen, die mit anderen Methoden nicht oder nur unvollstandig erfasst werden kénnen.

2.5.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (Bradford 1976) mit einer
Coomassie Blue -haltigen Reagenzlésung (Coo Assay Reagent; Uptima, Frankreich; Roti®-
Quant, Carl Roth, Karlsruhe), deren Blaufarbung nach Zugabe des Proteins bei 595 nm im
Spektrophotometer gemessen wird. Die Eichung erfolgt mit der mitgelieferten BSA (Bovines

Serumalbumin) Standardlésung.
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2.5.4 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie nutzt die Absorption circular polarisierten Lichts im UV-Bereich. Da
bei Proteinen die Absorption von den Sekundarstrukturelementen der Polypeptidkette
abhangig ist, kdbnnen so (Teil-)Denaturierungen eines Proteins durch Vergleich mit der
Ausgangsprobe detektiert werden.

Die CD-Spektren wurden am Lehrstuhl von Prof. Dr. Sterner, Universitat Regensburg, von
Melanie Vollmer aufgenommen. Die Aufnahme der Spektren erfolgte bei 20 °C, es wurden je
1 mg/ml des zu untersuchenden Proteinkonstrukts im zu testenden Puffer eingesetzt.

Zusatzlich wurde jeweils ein Referenzspektrum der Pufferlésung aufgenommen.

2.5.5 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration wurde zur Einengung verdlnnter Proteinldsungen vor allem nach
Ruckfaltungen und Gelfiltrationsschritten angewendet. Volumen und Ausschlussgrofe der
Ultrafiltrationseinheiten wurden jeweils der Arbeitssituation angepasst, vor allem der
Gebrauch zu groRRer Einheiten fuhrt sonst zu erheblichen Proteinverlusten durch Bindung an
die Membran. Ultrafiltrationen wurden bei 4 °C und maximal (je nach Rotor und eingesetzter
Zentrifuge) 6.000 g durchgeflihrt. Bei langeren Konzentrationsprozessen wurde vor allem
bei oxidationsempfindlichen Proteinen das bereits aufkonzentrierte Protein aus dem
Konzentrator entfernt und unter Luftabschluss auf Eis gelagert, um die Proben zu schonen

und die Dauer des Konzentrationsprozesses abzukirzen.

2.6 Proteinexpression

2.6.1 Kriterien fur die Optimierung der Proteinexpression

Neben dem Einsatz der Rosetta™ Expressionsstamme, die bei der heterologen Expression
in E. coli die Expression von eukaryotischen und insbesondere Saugetiergenen deutlich
verbessern kénnen, wurden auch physikalische Parameter ensprechend ausgetestet und
angepasst. Die spezielle Vorgehensweise bei perdeuterierten Kulturen ist im Ergebnisteil
unter 3.2.3.1 beschrieben. Generell wird mit vorgewarmten und durch Schutteln im
Kulturenschiittler bereits sauerstoffgesattigten Kulturmedien gearbeitet, dabei wird mit so
dichten Vorkulturen angeimpft, dass nur noch maximal zwei Teilungszyklen der Bakterien bis
zur Induktion nétig sind. Das Kulturmedium verfligt also bei der Induktion noch Uber

ausreichende Resourcen und ist moglichst wenig durch Stoffwechselprodukte der Bakterien
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belastet, so dass optimale Bedingungen fir die Proteinexpression erreicht werden. Bei
Kulturen in Minimalmedium werden dariber hinaus Sauerstoffmangel- und Abkihlphasen
durch haufiges Offnen des Schittlers, z. B. fir OD-Messungen etc. soweit mdglich
vermieden, da diese das Kulturenwachstum deutlich verzégern. Alle Proteinexpressionen
erfolgen bei 37 °C und 180 bis 200 U/min in maximal zu 20% geftiliten Erlenmeyerkolben, so

dass eine optimale Beluftung gewahrleistet ist.
2.6.2. Ubersicht uiber die Expressionbedingungen der Konstrukte
Die beiden folgenden Tabellen geben eine Ubersicht U(ber die ermittelten

Expressionsparameter fir die einzelnen Konstrukte bzw. grundsatzliche Bedingungen, die

vom Kulturmedium beeinflusst werden.

Konstrukt Antibiotika Ausbeute (mg) je |Ausbeute (mg) je
1L TB Medium 1L NMM Medium

K\1.4 IP-GST Cm Kan 420 --

Fusionsprotein

K14 T1K Cb Cm 150 60 (in D,O ca. 40)

K,14 C84 Cb Cm 120 50

Ky1.3T1IKREE Cb Cm 300 -

K,3.4 165H Cb Cm 120 ca. 30

Tab. 2.1: Dargestellt sind die durchschnittlichen Ausbeuten in der Expression der
Konstrukte. Alle Konstrukte liegen im Expressionsstamm E.coli Rosetta™ pLysS
(Novagen) vor. (Cb: Carbencillin, Cm: Chloramphenicol, Kan: Kanamycin).

Kultur- Generations- | Expressions- | IPTG- OD 595 bei

Medium zeit zeit Konzentration | Induktion
[min] [h] [mM]

B 30 4-8 1,0 ca.1,3

NMM (auch mit

*N- oder ;5C- 60 12-16 1,0 0,7-0,8

markierung

NMM in D,O

und 100-120 20-24 0,9 0,6-0,7

3x NMM

Tab 2.2: Expressionsparameter, die durch das Kulturmedium bedingt sind
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2.7 Proteinreinigung, Ruckfaltung und Léslichkeitsscreening

2.7.1 Reinigungsprotokoll fur K, His-Tag Konstrukte

Da alle Proteinkonstrukte gut exprimiert werden konnten, aber unléslich in
Einschlusskérperchen vorlagen, wurde die denaturierende Aufreinigung eingesetzt, da die
Denaturierung und anschlieRende Riickfaltung (Rudolph et. al 1997) der Konstrukte ohnehin

erforderlich war.

2.7.1.1 Denaturierende Aufreinigung durch Ni-NTA Affinitdtschromatographie

Die Ni-NTA Affinitatschromatographie (Porath et al. 1975) ermdglicht in Verbindung mit
einem 6x oder 10x Histidin-Tag (Hochuli 1989) eine sehr selektive Aufreinigung auch unter
denaturierenden Bedingungen. Nach dem ersten Aufreinigungsschritt kann bereits zu 90%
reines Zielprotein erhalten werden. Das eingesetzte Ni-NTA Superflow Saulenmaterial ist
mechanisch sehr stabil und hat mit bis zu 10 mg/ml eine hohe Proteinbindekapazitat. Daher

eignet es sich auch gut fur gréRer dimensionierte Aufreinigungen mit bis zu 500 mg Protein.

Denaturierende Ni-NTA Affinitatschromatographie:

(nach The QlAexpressionist™ 08/2002, QIAGEN GmbH, Hilden, modifiziert)

Die Affinititsreinigung erfolgt entweder mit einer AKTAfplc™ Anlage bei 4°C oder mit Hilfe
einer Peristaltikpumpe und manueller Fraktionierung des Eluats bei Raumtemperatur.

Die Lyse des E. coli Pellets erfolgt mit Puffer A pH 8.0 mit einer Puffermenge, die dem dem
10-fachen des Pellett-Nassgewichts entspricht. Die Lysedauer betragt mindestens 3h oder
UN bei RT unter kraftigem Rihren. Zur Klarung wird das Lysat bei 35.000 g 30 min bei RT
zentrifugiert. Der Auftrag auf die Ni-NTA Superflow Saule (CV 10-55 ml je nach erwarteter
Proteinmenge) erfolgt mit einer Flussrate von 1-2 ml/min, bei Waschen und Elution ist eine
Steigerung auf 5 ml/min mdglich. Die Saule wird mit Puffer C pH 6,3 gewaschen bis kein
Protein mehr detektiert wird (im manuellen Verfahren 8-10 CV). Der stringentere
Waschpuffer D, pH 5,9, erméglicht die Entfernung von E. coli-Proteinen, die 3x oder 4xHis
Elemente in ihrer natirlichen Sequenz besitzen und haufig als Verunreinigungen auftreten.
Die Vorgehensweise entspricht Puffer C, wegen der geringeren Proteinmenge sind jedoch
nur 1-2 CV notwendig. Die Elution des Fusionsproteins erfolgt mit Puffer E, pH 4,5; es
werden ca. 2-3 CV bendtigt.

Alle Fraktionen, die ausreichend sauberes Zielprotein enthalten, werden vereinigt und der
Proteingehalt nach Bradford bestimmt. Anschliefiend kann die Lésung bei —20 °C gelagert

werden.



Materialien und Methoden 42

2.7.1.2 Ruckfaltung der K, Konstrukte

Zur Ruickfaltung der denaturierend aufgereinigten Proteinkonstrukte wurde ein
standardisiertes Protokoll entwickelt. Nachfolgend ist die Version mit KP; Puffer fur die K1
Konstrukte dargestellt. Bei Kv1.4 T1K kann, da keine Cysteine enthalten sind, ohne DTE
gearbeitet werden. Das K,1.4 IP-GST Fusionsprotein wird, da anschliel’end bei pH 7,3 die
Thrombinspaltung erfolgt, bei pH 7,3 zurlickgefaltet.

Ruckfaltungsdialyse:
Die Ruckfaltung der Proteinkonstrukte erfolgt durch das schrittweise Absenken der
Guanidinkonzentration im Puffer mittels Dialyse bei 4 °C. Zuvor wird auf einen reinen

Phosphatpuffer umgepuffert und das B-Mercaptoethanol durch DTE ersetzt.

Ausgangspuffer (denaturierend):

Kaliumphosphatpuffer (KP;) 150 mM, 20 mM DTE, 3M GdmHCI; pH 7,3
Ruckfaltpuffer:

150 mM (KP;), 20 mM DTE, pH 7,3

Das Eluat der Ni-NTA Affinitatschromatographie wird mit dem Ausgangspuffer auf 0,5-1 mg
Protein / ml verdiinnt und gegen das 10-20 fache Volumen dialysiert (Zellutrans Roth MWCO
10.000). Zur Equilibrierung wird 1 x 3 h gegen den Ausgangspuffer dialysiert.

Bei den folgenden Verdinnungsdialysen wird jeweils die Halfte des Puffervolumens gegen
Ruckfaltpuffer ersetzt und jeweils 3h dialysiert. Bei den empfindlicheren T1-Konstrukten wird

die Dialyse nicht schrittweise sondern im kontinuierlichen Verfahren (s. u.) durchgefihrt.

Guanidinkonzentration nach den jeweiligen Dialysen:

Schritt 1 1500 mM GdmHCI
Schritt 2 750 mM GdmHCI
Schritt 3 375 mM GdmHCI
Schritt 4 188 mM GdmHCI

Die anschlieRende Stabillisierungsdialyse erfolgt 2 x 3 h gegen Riickfaltpuffer, danach wird
ausgefallenes Protein durch Zentrifugation entfernt (35.000 g, 4 °C, 20 min), und der
Uberstand mit dem riickgefalteten Zielprotein auf ca. 4 mg/ml aufkonzentriert (Vivaspin
10.000 MWCO, PES Membran). Die Ruckfaltausbeute liegt bei etwa 70-80%. Bei grofen
Teilen des Pellets handelt es sich um Verunreinigungen, d.h. andere Proteine, fir die die
Ruckfaltbedingungen offenbar ungeeignet sind, das Fusionsprotein wird so bei der

Ruckfaltung gleichzeitig gereinigt.
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2.7.1.3 Kontinuierliche Dialyse

Fir die Konstrukte der K,1 und K,3 Tetramerisierungsdomanen wird das in 2.7.1.2
beschriebene Dialyseverfahren nicht durch stufenweises, schnelles Ausverdinnen des
denaturierenden Agens durchgefiihrt, sondern das GdmHCI durch kontinuierliche Zugabe

des GdmHCI-freien Rickfaltpuffers ausverdinnt.

T

Puffer mit GAmHCI Puffer ohne
GdmHCI

N

Magnetrihrer

Abb. 2.1: Schematische Abbildung der Ruckfaltapparatur fiir die T1 Domanenkonstrukte. Ein
schwimmfahiger Deckel auf der Oberflaiche der Pufferldsung verhindert den Kontakt zur
Umgebungsluft und verringert so die Oxidation der Proteine bzw. des im Puffer enthaltenen DTE.

Dazu wird zunachst der Verdlinnungsschritt 1 durchgefiihrt und dann Gber eine Pumpe der
Ruckfaltpuffer in der Rickfaltapparatur (Abb. 2.1) kontinuierlich zudosiert, bis die GdmHCI-
Konzentration 300 mM unterschreitet. Dieser Vorgang erfolgt UN bei 4 °C, anschlieRend wird
der Rickfaltprozess mit der Stabilisierungsdialyse fortgesetzt. Die K,3.4 Konstrukte werden
in den jeweils geeigneten Tris oder Kaliumacetatpuffern (siehe 2.2.3) zurlickgefaltet und

stabilisiert.

2.7.1.4 Nachreinigung und Umpuffern mittels Gelfiltration

Durch einen praparativen Gelfiltrationslauf mit einer jeweils geeigneten Superdex-Saule
(Monomere Proteine Superdex 75, T1-Tetramere Superdex 200) werden die Konstrukte
nachgereinigt und eventuelle GdmHCI Reste oder Proteinverunreinigungen entfernt. Auch
durch Oxidation auftretende Dimere des K,1.4 C84 Konstrukts kdnnen so beseitigt werden.

Die Fraktionen, die reines Zielprotein enthalten werden vereinigt und auf die bendtigte
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Arbeitskonzentration aufkonzentriert. Nicht sofort verwendete Proteinproben werden

aliquotiert, schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

2.7.2 Thrombinverdau und Nachreinigung des IP-Konstrukts

Das K,1.4 IP-GST Fusionsprotein wird bereits vor dem Gelfiltrationsschritt durch
Thrombinverdau gespalten. Sowohl der GST-Tag als auch die Protease kénnen dann in der
Gelfiltration entfernt werden. Eingesetzt werden 10 U Thrombinprotease (geldst in
H,O/Glycerin 1:1) je mg Fusionsprotein. Der Verdauansatz wird bei RT unter vorsichtigem
Schitteln 12-24 h inkubiert. AnschlieRend wird ausgefallenes Protein (fast ausschlief3lich
GST-Tag) wie nach der Dialyse abzentrifugiert.

Der abzentrifugierte Verdauansatz wird entsprechend dem Auftragsvolumen der
verwendeten Gelfiltrationssaule (Superdex 75) aufkonzentriert (Vivaspin 5.000 MWCO,
PES). Die Gelffiltration wird mit KP; 150 mM, 20 mM DTE, pH 6,5 als Laufpuffer durchgefihrt
und das IP so in den NMR-Messpuffer umgepuffert. Das Zielprotein (7,79 kDa) eluiert nach
dem deutlich groReren GST-Tag (ca. 35 kDa), der eine sehr hohe UV-Absorption aufweist
und daher sehr gut detektiert wird, und eventuell noch vorhandenen Resten des
Fusionsproteins. Das Protein wird fur die weitere Verwendung geeignet portioniert und nach

Schockfrosten in N, bei —80°C gelagert.

2.7.3 Bestimmung der geeigneten Pufferbedingungen im Keuzscreening-
Verfahren

Um mit moglichst geringem Zeitaufwand die geeigneten Losungsbedingungen fiir ein
Proteinkonstrukt zu bestimmen, wurde ein Kreuzscreening-Verfahren angewendet (Bagby et
al. 1997; Lepre & Moore 1998) . Dazu wurden 250 ul Aliquots des aufgereinigten Proteins
unter noch denaturierenden Pufferbedingungen in Dialysekammern von geeigneter Grolze
(Abb. 2.2) oder Dialyseschlauche abgefullt. Die Konzentration der Proteinlésung sollte etwa
0,5 bis 1 mg/ml betragen, um auch unvollstandige Proteinprazipitation erkennen zu kénnen.

Die AusschlussgroRe (MWCO) der verwendeten Membranen aus regenerierter Cellulose
(Cellutrans Roth™) wurde mindestens 30% kleiner gewahlt als die Masse des
rickzufaltenden Konstrukts. In 50ml PP-Reaktionsgefalien mit Schraubverschluss wurden
mit Hilfe von Stocklésungen die zu testenden Puffer vorgelegt. Dabei wurden gleichzeitig
zwei Parameter variiert, z.B. Pufferkonzentration und pH-Wert der Lésung oder pH-Wert und
Salzkonzentration. Auch Salze und weitere Additive wie DTE oder EDTA wurden meist als
Stocklésung zugegeben. Der pH-Wert der Lésungen wurde vor allem beim Einsatz von

Additiven Uberprift. AnschlieBend wurden die Dialysekapseln in die jeweilige Ldsung
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gegeben und bei 4 °C dialysiert. Nach 1 h erfolgte die erste Kontrolle auf mdgliche
Prazipitation, nach weiterer Dialyse Uber Nacht konnte der Test endgultig ausgewertet
werden. Dazu wurden nach erneuter visueller Uberpriifung die Kammern gedffnet und die
enthaltene Proteinldsung 10 min bei 16000 g abzentrifugiert um das Prazipitat abzutrennen.
Die verbliebene Proteinkonzentration im Uberstand wurde mit der Bradford-Methode
bestimmt und gibt Auskunft Uber die Eignung der eingesetzten Pufferlésung zur Rickfaltung
des Proteins. Der pH-Wert der Pufferldsungen wurde erneut Uberprift, um pH-
Verschiebungen durch Additive usw. festzustellen und den genauen pH-Wert der

Ruckfaltung zu kennen.

A B

Konzentration A

v

Pufferlésung

Membran

Proteintésung

A Eppendorfgefal (Deckel) g

Abb. 2.2: (A) Typische Screening-Matrix und (B) selbstenwickelte Dialysekammer aus dem Deckel

eines 2ml EppendorfTM-ReaktionsgeféBes

Mit Hilfe dieser Methode ist es mdglich, systematisch nach geeigneten Pufferbedingungen
fur ein Proteinkonstrukt zu suchen. Bei der Auswertung eines solchen Screens zeichnen sich
oft bereits Muster ab, die eine Tendenz erkennen lassen, in welche Richtung weitergetestet
werden sollte, selbst wenn noch kein vollstandig l6sliches Protein erhalten wurde. Als
Ausgangspunkt wurden eventuell vorhandene Vorinformationen genutzt, z.B. die Lokalisation
des Proteins in vivo und die in diesen Kompartiment zu erwartenden Losungsbedingungen,
der Gehalt an Cysteinen und die sonstige Aminosaurezusammensetzung. Brachten diese
Ansatze keinen Erfolg, wurde innerhalb der fir die geplanten Untersuchungen geeigneten

Pufferbedingungen systematisch vorgegangen.
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2.8 Weitere Methoden

2.8.1 D,O Recycling Protokoll

Das folgende Protokoll zum Recycling von gebrauchtem D,O NMM Kulturmedium wurde

entwickelt um die Kosten der Expression perdeuterierter Proteine zu reduzieren.

Ausgangsmaterial:

D,O Medium (NMM) z. T. aus "*C- und "N-markierten Kulturen, filtriert durch Steritop
Flaschenaufsatzfilter und bis zur Aufbereitung tiefgefroren (-20°C).

Ammoniak-Entfernung:

Um Ammoniak mdglichst vollstandig zu entfernen, wird ein stark saurer lonenaustauscher
(Merck KGaA, Darmstadt) eingesetzt.

Aufbau:

Der Aufbau besteht im wesentlichen aus einer Standard-Destille mit Teilvakuum, das mittels
einer Wasserstrahlpumpe und eines Kontrollventils auf ca. 300 mbar eingestellt ist. Beheizt
wird durch ein thermostatisiertes Wasserbad auf ca. 80°C. Durch die Feinregulation der
Badtemperatur kann der Verlauf der Destilllation kontrolliert werden. Das Kihlwasser wird
mittels eines Kryostaten umgewalzt und auf 10°C gehalten um die Ausbeute zu verbessern.
Durchfuhrung:

Die Destillation erfolgt in 150ml Aliquots um ein Ubergehen von ungereinigtem D,O zu
vermeiden. Ubergangstemperatur betragt ca. 70-75°C, abhangig vom Vakuum. Der
Vorlagekolben und die anschlieRende Kuhlifalle werden mit Hilfe von Eisbadern (Kiuhlakkus)
gekihlt um eine erneute Verdunstung von D,O zu vermeiden, das Teilvakuum verhindert
eine Vermischung mit H,O aus der Luft.

Nachreinigung:

Das destillierte D,O wird in einer Blue Cap Flasche auf Aktivkohle-Granulat gegeben und
Uber Nacht gerihrt um mit Ubergehende organische Verbindungen zu binden. Der
verbleibende Ammoniak (Geruch!) wird durch Entgasen mittels Wasserstrahlvakuum
entfernt. AnschlieRend wird das D,O mit einem Steritop-Filter (0,22uM) sterilflitriert, dabei
werden auch restliche Aktivkohlepartikel beseitigt.

Bestimmung von Reinheitsgrad bzw. Restwassergehalt:

Die Bestimmung erfolgt mittels eines 1D 'H NMR Spektrums (Pulsprogramm ohne
Wasserunterdrickung). Dabei wird die Halbwertsbreite des H,O Signals mit dem einer
Referenzprobe verglichen, die 96% D,O und 4% H,O enthalt. Der Wassergehalt im

aufbereiteten D,O sollte 4% nicht Uberschreiten. Eventuell noch vorhandene organische
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Verunreinigungen sind ebenfalls erkennbar, falls nétig, kann die Nachreinigung mit
Aktivkohle wiederholt werden.

Verminderung des Restwassergehalts durch Ausfrieren:

Der Gefrierpunkt von D,O liegt bei ca. 4°C. Daher kann Wasser, das erst bei 0°C gefriert,
durch ausfrieren abgetrennt werden. Dazu werden etwa 400ml aufgereinigtes D,0O in einem
1L Erlenmeyerkolben im Tiefkuhlraum bei —20°C heruntergekihlt und zu etwa zwei Dritteln
des Volumens zu Eis gefrieren lassen. Der noch fliissige Uberstand, in dem sich das Wasser
angereichert hat, wird dekantiert und getrennt gesammelt, das D,O-Eis aufgetaut. Dieser
Vorgang wird zwei bis drei mal wiederholt, auch die vereinigten Uberstadnde werden erneut
ausgeforen.

So kann ca. 96%iges D,0O zurtck gewonnen werden. Diese Konzentration ist zur Herstellung
perdeuterierter rekombinanter Proteine in E. coli vollig ausreichend.

Ausbeute: Es kdnnen etwa 90% des eingesetzten D,0 zurtick gewonnen werden.

2.9 NMR-Spektroskopische Methoden

2.9.1 Zusammensetzung der NMR-Proben

Alle NMR Proben enthalten neben dem jeweils angegebenen Puffer 8% D,O und 0,1 mM
DSS als internen Standard. Sollen die Proben langere Zeit gelagert oder fir
Langzeitmessungen eingesetzt werden, wird 0,01% Natriumazid (NaN;) zugesetzt, um
mikrobielle Kontamination zu verhindern. Auf Proteasehemmer-Fertigmischungen wurde
verzichtet, da auller bei Verkeimung der Probe keinerlei Hinweise auf Proteaseaktivitat
gefunden wurden. Das typische Probenvolumen lag bei 490 ul. Alle Messungen wurden in 5
mm NMR-Roéhrchen (Norell 502) durchgefihrt. Je nach Ziel der Messung waren

unterschiedliche Probenkonzentrationen erforderlich:

1D "H Spektren (Pufferscreening, 0.4.) ab ca. 0,1 mM Protein
Diffusionsmessungen 0,1 mM
Titrationsexperimente (beobachtetes Protein) 0,5 mM
3D Experimente fur sequentielle Zuordnung 1-1,5 mM

2.9.2 Spektren und Pulsprogramme

Alle Spektren wurden mit einem Bruker Avance 600 MHz NMR-Spektrometer mit

Cryoprobe™ TXI Probenkopf aufgenommen Im folgenden sind die aufgenommenen NMR-
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Spektren und die daraus erhaltenen Informationen zusammengestellt. Alle Pulsprogramme
sind Standardprogramme, die von Bruker Biospin (Karlsruhe) entwickelt wurden.

Die fur Puffer- und Rickfalttests sowie zur Kontrolle der Probenqualitdt vor und nach
langeren 2D und 3D Experimenten eingesetzten 1D 'H Spektren liefern durch die
Protonensignale mit den fir ihre chemische Umgebung typischen chemischen
Verschiebungen eine Art Fingerabdruck des Proteins. Durch die auftretenden
Uberlagerungen kénnen die Signale allerdings nicht zugeordnet werden. Ein Vergleich der
charakteristischen Spektren ermdglicht es, Veranderungen der Probe z.B. wahrend der
mehrtagigen Aufnahme eines 3D Spektrums zu erkennen. Die Linienbreiten geben auch
erste Informationen Uber den Oligomerisierungszustand des Proteins. Um das Uberlagernde
Wassersignal zu vermindern wurde das Pulsprogramm zggpw5 mit Wasserunterdriickung
verwendet.

Bei 1D 'H Diffusionsmessungen wird eine Reihe von 1D Spektren (diffuledcwg)
aufgenommen, bei der ein zusatzlicher Feldgradient in bestimmten Inkrementen verstarkt
wird. Die Abnahme geeigneter Referenzsignale, die durch die Diffusionsbewegung des
Proteins im Gradientenfeld bedingt ist, ergibt Uber die Stokes-Einstein Beziehung
Informationen Uber die Masse der Proteine oder Proteinoligomere in der Probe.

Durch die Markierung mit stabilen Isotopen kdnnen auch die sonst nicht magnetisch aktiven
Kohlenstoff- und Stickstoffkerne beobachtet werden. Dazu werden N- und, "*C-markierte
Proteinproben eingesetzt.

Die 2H entkoppelten zweidimensionalen TROSY-HSQC Spektren (trosyf3gpphsil9) erlauben
die Beobachtung der Amidstickstoffatome der Proteinhauptkette. Da je Aminosdure nur ein
Signal erhalten wird, kann bei gréReren Proteinen eine Uberlagerung vermieden werden.
Durch den Einsatz perdeuterierter Proteinproben wird eine Signalverstarkung erreicht, die
die Linienverbreiterung bei groRen Proteinen teilweise kompensieren kann. Da die H"
Protonen mit der wassrigen Losung austauschen, kdnnen spezifisch diese N
Stickstoffatome beobachtet werden.

Nach erfolgter sequentieller Zuordnung des Konstrukts reichen so 2D NMR Spektren mit
relativ kurzen Aufnahmezeiten aus, um z.B. in einer Titrationsreihe spezifische
Veranderungen einzelner Aminosaurereste, wie die Interaktion mit einem Liganden, zu
beobachten. Die TROSY-Spektren (Pervushin 1997, Pervushin et al. 2000) zeigen bei
groleren Proteinen eine deutliche Signalverstarkung so dass neben der Aufnahme gut
aufgeloster 2D Experimente auch die Messung der fir die sequentielle Zuordnung
erforderlichen dreidimensionalen heteronuklearen NMR-Spektren mit nicht zu langen

Aufnahmezeiten (ca. 72 h) méglich ist.
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Im einzelnen wurden die folgenden Spektren eingesetzt:

TROSY HNCA (trhncagp2h3d): Zeigt die Kopplung von Amidstickstoffsignal und C® Signalen
der selben und der Vorganger-Aminosdure, die C® Signale zeigen zwar einen
Intensitatsunterschied, da die Kopplung zum C® der in der Sequenz N-terminal
vorhergehenden Aminosaure Uber mehrere Bindungen verlauft, sind aber nicht sicher zu
unterscheiden.

TROSY HN(CO)CA (trhncocagp2h3d): Zeigt im Gegensatz zum HNCA-Spektrum nur das C*
Signal des Vorgangers, das dadurch eindeutig identifizierbar ist.

TROSY HN(CO)CACB (trhncocacbgp2h3d): Durch zusatzliche Kopplung wird ein Signal des
CP Atoms der Vorganger-Aminosaure erhalten. Es dient zur besseren Identifizierung der
Aminosauren bei der Zuordnung, da die chemische Verschiebung des CP Signals durch die
chemische Struktur der Seitenkette beeinflusst wird.

Uber die N-H Ebene kénnen die Informationen der 3D Spektren mit den 2D 'H "°N Spektren

verknupft werden.

2.9.3 Titrationsexperimente

Zur Durchfihrung der Titrationsexperimente wird zunachst ein TROSY-HSQC Spektrum
(trosyf3gpphsi19) des "°N-markierten, perdeuterierten Proteins aufgenommen. Danach wird
der fragliche Ligand (in unmarkierter Form) zugegeben und mit den gleichen Parametern ein
weiteres TROSY-HSQC Spektrum aufgenommen. Die Veranderungen der Signalpositionen
und Intensititen kénnen dann mit dem Auremol™ Softwarepaket ausgewertet werden.
AnschlieRend kann die nachste Ligandenzugabe erfolgen, bis z.B eine Sattigung erreicht
wird. Bei Proteinen mit bekannter sequentieller Zuordnung kdnnen die Signalveranderungen

den jeweiligen Sequenzpositionen zugeordnet werden.

2.10 Software und Datenbanken, wichtige Websites

Verwendete Datenbanken und Websites:

PDB (RCSB Protein Data Bank) www.pdb.org/home/home.do
BMRB (Biological Magnetic Resonance Data Bank) www.bmrb.wisc.edu.bmrb
EBI(European Bioinformatics Institute) www.ebi.ac.uk.

The NCBI-Homepage www.ncbi.nlm.nih.gov

Swissprot www.expasy.org/sprot
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Alignments von Aminosaure-Sequenzen: ClustalW (EBI)
Massen- und P;-Berechnung der Proteinkonstrukte: ExPASYy: pl_tool (Swissprot)
Auswertungen: Microcal Origin 6.0

Microsoft Excel

Steuer- und Auswertungssoftware AKTAfplc™ Unicorn 5.10 (GE Healthcare)

Bildbearbeitung: Adobe Photoshop Elements 2.0

NMR-Software und Homology Modeling:

CNS (Bringer et al. 1998)

MolMol™ (Koradi, Billeter, & Wiithrich 1996)
TopSpin Version 1.3 (Bruker Biospin GmbH)

X-Win NMR (Bruker Biospin GmbH)

Auremol™ (Bruker Biospin GmbH) (Gronwald & Kalbitzer 2003)
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3.Ergebnisse

Fur die Untersuchungen standen mehrere T1-Domanen-Konstrukte von K,-Kanalproteinen
zur Verfligung, die ein funktionelles Inaktivierungspeptid tragen. Diese Konstrukte wurden als
Ergebnisse der Diplomarbeiten von Alexandra Auer (K,1.4 T1K) (Auer 2002) und Christina
Schreier (K,3.4 165H und 153H) (Schreier 2002) Ubernommen. Im Rahmen der
Diplomarbeiten wurden bereits Ldslichkeit und Rickfaltbedingungen der Konstrukte
untersucht und erste 1D und 2D NMR-Messungen vorgenommen. Diese erbrachten aber
noch keine flr strukturelle Untersuchungen geeigneten Ergebnisse. Die Konstrukte wurden
daher im Bezug auf ihre Lésungsbedingungen und den Oligomerisierungszustand weiter
charakterisiert um die Aufnahme gut aufgeloster NMR-Spektren zu ermdglichen, welche als
Grundlage fir die sequentielle Zuordnung und weitergehende NMR-Untersuchungen
bendtigt wurden. Des weiteren wurde mit der K,1.3 T1-Doméane ein Konstrukt kloniert und
charakterisiert, das im Gegensatz zu den anderen untersuchten K,-Kanalproteinen kein

funktionelles Inaktivierungspeptid besitzt.
3.1 Die K, 3.4 Konstrukte 165H und 153H

Alle K,3.4 Konstrukte beginnen mit der ersten Aminosaure des K,3.4 Kanalproteins, tragen

also das vollststandige Inaktivierungspeptid.

MISSVCVSSYRGRKSGNKPPSKTCLKEEMAKGEASEKIIINVGGTRHETY
I

RSTLRTLPGTRLAWLADPDGGGRPESDGGGAGSSGSSGGGGGCEFFFDRH
000000

PGVFAYVLNYYRTGKLHCPADVCGPLFEEELTFWGIDETDVEPCCWMTYR
VOBOOVVOVOD 000 U0 OUU0

QHRDAEEALDIFESPKLAAALEHHHHHH

Abb. 3.1: Das K,3.4 165H Konstrukt. Alignment mit Sekundarstrukturvorhersage beruhend auf der
Struktur der zu Uber 90% homologen T1 Domane von aK,3.1 (PDB: 3KVT; Bixby&Choe 1999) mit
farbiger Markierung der Konstruktlange der Kv3.4 Konstrukte und des Zn*" Bindemotivs. Fir die
molaren Massen und Isoelektrischen Punkte (pl) der Konstrukte wurden berechnet: 165H 19,48 kDa,
pl 5.91; 153H 18,16 kDa, pl 6,78; 142H 16,70 kDa, pl 6,29. Die Histidin- und Cysteinreste des
Zinkbindemotivs sind grin markiert, die jeweils letzte Aminosaure der 153H und 142H Konstrukte sind
rot bzw. blau markiert.

Als Ende der Konstrukte wurde zu Beginn der Untersuchungen der Beginn der S1 Helix
gewahlt, jedoch stellte sich bereits wahrend der Diplomarbeit heraus, dass die vielen
hydrophoben Aminosaurereste des T1-S1 Linkers zu Aggregationsproblemen fuhrten. Um

I6sliche Proteine zu erhalten, musste das Konstrukt daher C-terminal verkirzt werden. Das
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so erhaltene Konstrukt 165H endet 12 AS nach dem Ende der letzten a-Helix der T1-
Domaéne, da der hydrophile und damit gut I6sliche Teil des T1-S1 Linkers belassen wurde.
Die Bezeichnung ist abgeleitet von der Lange des Konstrukts und dem C-terminal
angehangten 6xHis-Tag. Das zu Beginn dieser Arbeit klonierte Konstrukt 153H ist weiter
verkirzt bis zum Ende der C-terminalen a-Helix. Ein auf 142 AS verkirztes Konstrukt mit
unvollstindigem Zn* Bindemotiv zeigte erwartungsgemaR ebenfalls keinerlei
Verbesserungen der Ldslichkeit und stellte eine bereits stark verklrzte T1-Domane dar.

Dieses Konstrukt zeigte sich bereits bei ersten Ruckfaltversuchen als problematisch. Von
weiteren verkirzten Konstrukten wurde daher abgesehen. Der 6xHis-Tag liegt in den
Konstrukten, die in den Vektor pET20b+ (Novagen) kloniert wurden, ohne eine Protease-
Schnittstelle vor. Auf eine Umklonierung in einen Vektor mit einem durch eine geeignete
Schnittstelle entfernbaren 6xHis-Tag wurde jedoch verzichtet, da der polare 6xHistidin-Tag
die Loslichkeit eher verbessert. Des weiteren sollte durch den Zusatz von 5 mM EDTA eine
Aggregation der 6x His-Tags (iber zweiwertige lonen wie Mg?* verhindert werden. Dies

erwies sich jedoch spater als kontraproduktiv fir die Stabilitdt der NMR-Proben.

3.1.1 Expression und Aufreinigung des K,3.4 165H Konstrukts

Die Expression des K,3.4 165H Konstrukts erfolgte heterolog im E. coli
Proteinexpressionsstamm Rosetta plysS (Novagen), um eine optimale Expression zu
erreichen. Anschlielend erfolgte die denaturierende Aufreinigung des von den Bakterien in
Einschlusskérperchen, sogenannten Inclusion Bodies, deponierten Proteins unter 6 M
Guanidiniumhydrochlorid (GdmHCI) Uber eine Ni-NTA (Qiagen) Matrix. Bei der folgenden,
noch experimentellen Rickfaltung wurde durch Dialyse das denaturierende Agens soweit
wie maoglich entfernt und der Aufreinigungspuffer, ein gemischter Natriumphosphat- und Tris
HCI Puffer mit weiteren Zusatzen (vgl. Methoden) und mit pH 4,5 relativ saurem pH-Wert
durch den jeweils bendtigten Puffer ersetzt. Da eine Rickfaltung zu einem ohne
denaturierende Agentien l6slichen und stabilen Protein zu diesem Zeitpunkt noch nicht
moglich war, wurde die Dialyse stufenweise nur bis zu einer GdmHCI-Konzentration von 1M
durchgefiihrt um das Konstrukt in Losung zu halten. So war ein unproblematisches Arbeiten
ohne plotzliche, bei geringfiigigen Anderungen der Bedingungen auftretende
Proteinaggregation  moglich. Je nach vorgesehenem pH-Wert im folgenden
Léslichkeitsscreening wurde Kaliumacetat-, Kaliumphosphat- oder Trispuffer eingesetzt.
Natriumacetat und -phospat hatten in Vorversuchen im Vergleich zu den Kaliumsalzen
geringfugig schlechtere Ergebnisse gezeigt. Da das im Aufreinigungspuffer enthaltene 3-
Mercaptoethanol zur Ausbildung von Aggregaten in NMR-Proben flhren kann, wurde es
durch 10 mM DTE ersetzt.
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3.1.2 Genaue Charakterisierung der L6slichkeit von K,3.4 165H

Zur genaueren Bestimmung der Ldslichkeit der Konstrukte der K,3.4 T1 Domane wurde ein
Loslichkeitscreening durchgeflhrt. Dazu wurde die bereits in der meiner Diplomarbeit
(Schreier 2002) beschriebene Screening-Methode eingesetzt, bei der jeweils 200 ul einer
Proteinlésung unter einer Dialysierschlauch-Membran im Deckel eines abgeschnittenen
1,5 ml PP-Reaktionsgefalies eingeschlossen und in den so entstandenen Dialysekapseln
gegen die zu testende Pufferlésung dialysiert werden.

Ziel der Test war es, ausgehend von den Ergebnissen der ersten, noch wahrend der
Diplomarbeit durchgefiihrten Rickfaltungsexperimente, eine Pufferlésung zu finden, die eine
gute Ldslichkeit des Proteins auch ohne den Zusatz denaturierender Agentien ermdglichte.
Zu diesem Zeitpunkt war bei pH-Werten zwischen 6,0 und 7,0 in 50 mM Kalium- oder
Natriumphosphatpuffern noch ein Zusatz von mindestens 250 mM Guanidiniumhydrochlorid
erforderlich, um das Protein stabil in Loésung zu halten. Schon allein die hohe lonenstarke der
Lésung fuhrte bis dahin zu Problemen bei der Aufnahme der Spektren. Die geringe
Auflésung und hohe Linienbreite der bis zu diesem Zeitpunkt aufgenommenen Spektren
reichte flr strukturelle NMR-Experimente bei weitem nicht aus, so dass eine erneute

detaillierte Bestimmung der Losungsbedingungen erforderlich war.

3.1.2.1 pH-Wert

Ausgehend von einer Proteinlésung, die durch 1M Guanidiniumhydrochlorid (GdmHCI) noch
denaturiert war, wurden im Kreuzscreening-Verfahren sowohl der geeignete pH-Wert als
auch die optimale Salzkonzentration flr die Konstrukte 165H und 153H ermittelt. Dabei
zeigte sich, dass sowohl im sauren als auch im basischen pH-Bereich eine Rickfaltung
moglich war. Allerdings lagen die pH-Optima bei pH 9,0 in 20 mM Tris und pH 4,5 in 100 mM
Kaliumacetat und damit weit entfernt von den angestrebten Bedingungen, die mdglichst
denen in vivo entsprechen sollten. Daher wurden nun die Grenzbedingungen fir die
Loslichkeit des Konstrukts nach erfolgter Rickfaltung ermittelt.

Far K,3.4 165H konnten die folgenden Pufferbedingungen ermittelt werden: Im sauren
Bereich konnte der pH-Wert ohne die Stabilitat der Probe zu beeintrachtigen nicht wesentlich
erhdht werden, pH 4,5 in wurde daher beibehalten. Bei saureren Bedingungen blieb das
Protein zwar in LOsung, aber hier kdbnnen keine nativen Bedingungen mehr angenommen
werden.

Nach einer Rickfaltung bei pH 9,0 konnte der pH-Wert auf pH 7,8 abgesenkt werden. Um
die Stabilitdt der Probe sicherzustellen war fir NMR-Messungen jedoch minimal pH 8,0

notwendig.



Ergebnisse 54

Ein vergleichbares Screening mit dem 153H Konstrukt erbrachte im basischen Bereich
deutlich schlechtere Ergebnisse. Erst bei pH-Werten uUber 9,0 konnte eine stabile Probe
erhalten werden, im sauren Bereich war das Konstrukt bis pH 5,0 18slich. Aufgrund der fir
die NMR weniger geeigneten Pufferbedingungen wurde das 153H Konstrukt daher nur noch

als Referenzprotein verwendet.

3.1.2.2 lonenstarke des Puffers und weitere Zuséatze

Erste 1D Protonenspektren zeigten immer noch eine relativ hohe Linienbreite und schlechte
Auflésung. Da durch die Entfernung des Guanidins die lonenstarke des Puffers deutlich
vermindert wurde und in der cytosolischen Umgebung der T1 Domane eine lonenstarke von
etwa 150 mM zu erwarten ist, wurde ein Screening flr die notwendige Salzkonzentration
durchgefiihrt um die Loslichkeit des Konstrukts zu verbessern.

Im sauren Bereich konnte keine weitere Verbesserung erzielt werden, es blieb bei 100 mM
Kaliumacetatpuffer. Im basischen Bereich konnte die Auflosung der Protonenspektren durch
den Zusatz von NaCl verbessert werden. Im Screen zeigte der Bereich zwischen 100 und
200 mM NaCl eine deutliche Verbesserung. NMR-Testmessungen ergaben bei 150 mM
NaCl und 20 mM Tris, pH 8,0 die besten Ergebnisse. Noch immer aber neigten die Proben
zur Aggregation, bei Ruckfaltversuchen konnte die Ausbeute ebenfalls nicht wesentlich
verbessert werden. Sie lag wie zuvor bei etwa 20-30% des eingesetzten Proteins. Daher
wurden die weiteren Zusatze im Puffer einer Uberpriifung unterzogen. Das bisher in einer
Konzentration von 10 mM schon bei der Ruckfaltung zugesetzte Reduktionsmittel DTE
erwies sich in erneuten Ruckfaltversuchen als unverzichtbar, was bei einem Konstrukt,
welches 7 Cysteinreste besitzt, zu erwarten ist. Ab einer Konzentration von 10 mM war keine
weitere Verbesserung der Riickfaltausbeute und der Stabilitat der Probe zu beobachten, so

dass die bisherige DTE-Konzentration beibehalten wurde.

3.1.2.3 Einfluss von Zink auf die Léslichkeit und Ruckfaltung

Zunehmend ruckte jetzt der Zusatz von EDTA im Puffer in den Mittelpunkt des Interesses.
Dieser Zusatz war urspringlich gewahlt worden, um eine Aggregation durch den nicht
entfernbaren 6xHis-Tag zu verhindern und in den NMR-Proben Metalloproteasen zu
inhibieren. Nach Weglassen von EDTA wurde aber keine Verschlechterung der Spektren
oder der Haltbarkeit der Proben beobachtet. Die Funktion des Zn?* Bindemotivs kdnnte
jedoch durch EDTA beeintrachtigt werden, da dieses zweiwertige lonen komplexiert. Die
Tetramerisierung und Ruckfaltung der Proteinkonstrukte kénnte dadurch beeinflusst werden.

Unter Berticksichtigung der Untersuchungen von Bixby und Choe an aK,3.1 (Bixby 1999)
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wurden Ruckfaltexperimente mit Zusatz von ZnSO4 und ohne EDTA durchgefuhrt. Dabei
konnte die Ausbeute bei der Rickfaltung in Gegenwart von Zink deutlich verbessert werden,
und die Stabilitat des geldsten Proteins nahm zu. Eine Zinkkonzentration von 1 mM war
dafur bereits ausreichend. Der stabilisierende Effekt von Zink auf das Kv 3.4 165H Konstrukt
konnte auch in Acrylamid-Nativgelen gezeigt werden. Dazu wurden die in Anwesenheit von
Zink ruckgefalteten Proteinproben fur 48h bei 4°C inkubiert, wobei bei einer Probe EDTA ad
20 mM zugesetzt wurde. Wahrend die zinkhaltige Probe selbst bei Uberladung eine scharfe
Bande zeigte, war bei Zusatz von EDTA nur ein Schmier zu erkennen, was auf Aggregation

des Proteins hinweist.

TDZ TD20E
200 ug 50 ug 200 ug 50 ug

Abb. 3.2: Nativgel des K,3.4 165H Konstrukts, links inkubiert (48 h) in 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10
mM DTE und 1 mM ZnSO, (Bezeichnung TDZ); rechts mit Zusatz von 20 mM EDTA (Bezeichnung
TD20E), aufgetragen wurden jeweils 200 und 50 pg Protein. Auf einen Standard wurde verzichtet, da
im denaturierenden SDS-PAGE nur eine Proteinbande in der erwarteten GréRe vorlag und hier
lediglich der Aggregationszustand untersucht werden sollte.

3.1.3 Optimierung der Ruckfaltung des 165H Konstrukts

Aufgrund der Ergebnisse des Pufferscreenings und weiterer Beobachtungen wahrend der
Ruckfaltexperimente konnte die Rickfaltung des 165H Konstrukts optimiert werden. Dazu
waren einige Anderungen des Riickfaltprotokolls erforderlich. Zunachst wurden die
Ruckfaltungsdialysen aufgrund der Notwendigkeit des Einsatzes von DTE als
Reduktionsmittel in luftdicht verschlieRbaren Behaltnissen wie z.B. Bluecap-Flaschen mit
Schraubverschluss durchgefiihrt und die Pufferldsungen vor der Zugabe des DTE entgast.
Da bei Guanidinkonzentrationen tber 2,5 M bei keinem der Versuche eine Prazipitation von
Protein beobachtet wurde, konnte die Guanidinkonzentration im Rduckfaltpuffer, der zur
Dialyse im Austausch gegen den Aufreinigungspuffer des Ni-NTA-Systems verwendet
wurde, auf 3 M abgesenkt werden, ohne den Erfolg der Rlckfaltung zu beeintrachtigen.

Je nach dem, ob im sauren oder basischen Bereich zurlckgefaltet wurde, wurde KDZ Puffer
pH 4,5 (100 mM Kaliumacetat, 10 mM DTE und 1 mM ZnSO,) oder TDZ Puffer pH 9,0
(20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM DTE und 1 mM ZnSQO,) verwendet. Die Konzentration
der eingesetzten Proteinlésung betrug 1 mg/ml, also etwa 55 uM. Im nachsten Arbeitsschritt

wurde die GdmHCI-Konzentration bei jedem Pufferwechsel (nach 3 h oder UN) abgesenkt
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bis schlieRlich gegen eine guanidinfreie Losung dialysiert wurde. Eine schnellere Entfernung
des denaturierenden Agens flhrte zu verstarkter Proteinprazipitation. Nach Abschluss der
Ruckfaltung wurde das sehr feine Prazipitat 30 min bei 35000 g abzentrifugiert und das
Protein durch Ultrafiltration aufkonzentriert.

Da in diesem Verfahren bei groReren Rickfaltungen mit 1 L und mehr Puffervolumen (bei
etwa 100 mg eigesetztem Protein) relativ groRe Mengen von GdmHCI und DTE verbraucht
wurden, was zu erheblichen Kosten fuhrte, wurde nach einem wirtschaftlicheren Verfahren
fir den Rulckfaltprozess gesucht. Da die Entfernung des GAmHCI langsam erfolgen musste,
wurde ein Verfahren entwickelt, bei dem nach erfolgtem Pufferaustausch ausgehend von
3 M GdmHCI durch langsamen Zufluss guanidinfreier Pufferlésung der GdmHCI-Gehalt der
Lésung kontinuierlich verringert wurde. Ein fast vollstandiger Luftabschluss wurde dadurch
erreicht, dass der Prozess in einem zylindrischen Gefall mit schwimmfahigem Deckel
durchgefiihrt wurde. Die Zufihrung der Pufferlésung erfolgte in Bodennahe, um eine gute
Durchmischung der Lésungen mit unterschiedlicher Dichte zu erméglichen.

Neben der Einsparung von mehr als 50% des Guanidins und etwa 30% der anderen
Pufferbestandteile, ergab sich durch diese kontinuierliche Dialyse z. B. Gber Nacht eine
erhebliche Zeitersparnis und damit auch eine Verminderung der Oxidation des Proteins
sowie weniger Aggregation durch Disulfidbriicken. Die Ausbeute einer solchen Ruckfaltung
lag nun bei 60-70%. Damit war nun auch die Herstellung von "°N-markierten Proteinproben
des 165H Konstrukts fur weitergehende NMR-Untersuchungen mdglich. Die Expression des

Konstrukts war bereits wahrend der Diplomarbeit optimiert worden.

3.1.3.1 Abschliel3ende Aufreinigung des Zielproteins durch
GroRenausschlusschromatographie

Nach dem Aufkonzentrieren neigte das 165H Konstrukt sowohl bei pH 4,5 als auch bei pH
9,0 vor allem durch die bei diesem Arbeitsschritt kaum vermeidbare Oxidation erneut zur
Aggregation. Daher wurde zunachst erneut abzentrifugiert, eine weitere Verbesserung der
1D Protonenspektren konnte aber erst durch GréRenausschlusschromatographie erreicht
werden. Mit Hilfe eine Superdex 75 16/60 Saule (GE Healthcare) konnten die Aggregate, die
sich im Ausschlussvolumen befanden, sowie geringfiigige Ruckstdnde von
Pufferbestandteilen wie GdAmHCI vom stabilen rickgefalteten Protein abgetrennt werden. Im
Fall einer basischen Ruckfaltung konnte so auch die Absenkung des pH-Wertes durch

Umpuffern auf der Saule erreicht werden.
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3.1.4 NMR-Spektren zur Bewertung der Pufferbedingungen

Im Verlauf des Pufferscreenings wurden 1D 'H NMR Spektren aufgenommen und mit den
vor dem Screening aufgenommenen Spektren verglichen. Dabei konnte eine Verbesserung
der Aufldsung vor allem im Bereich der H"-Protonensignale (> 6,5 ppm), festgestellt werden.
In Abb. 3.3 ist der Bereich der H“-Protonensignale im 1D Spektrum dargestellt. Zum
Zeitpunkt dieser Messungen mit 165H lagen noch keine weiteren Spektren von T1 Domanen
mit bekanntem Oliomerisierungszustand vor. Das als Vergleich gezeigte Spektrum des
tetrameren K,1.4 T1K Konstrukts (12,1 / 48,4 kDa) wurde erst deutlich spater aufgenommen.
Zum Zeitpunkt der Aufnahme der Spektren dienten Protonenspektren anderer etwa gleich

grolier Proteinkonstrukte als Vergleich.
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Abb. 3.3: NH-Bereich der 1D 'H Spektren des K,3.4 165H Konstrukts Griin: TDZ Puffer pH 8,0; blau:
KDZ Puffer pH 4,5 beide jeweils 1 mM Protein, Pulsprogramm p3919¢gp (Bruker Biospin GmbH), 283
K; rot (zum Vergleich) K 1.4 T1K Tetramer 150 mM Kaliumphosphat pH 6,5.

Die abgebildeten Spektren zeigen immer noch vergleichsweise breite Linien im H"- Bereich
und im Bereich jenseits des Wassersignals, in dem sich die Signale fast aller Ubrigen
Protonen befinden. Hochfeldverschobene Signale, die von Methylprotonen im hydrophoben
Core von Proteinen herriihren waren meist nicht erkennbar. Lediglich einzelne in KDZ Puffer
aufgenommene Spektren zeigten vergleichsweise schwache und stark verbreiterte Signale in
diesem Bereich. Die Protonensignale der Pufferbestandteile wie DTE und das DSS-Signal
waren jedoch schmal. Das bei pH 4,5 aufgenommenen Spektrum zeigt mehr Signale im
abgebildeten Bereich als das bei pH 8 aufgenommene, da bei basischen pH-Werten durch
Deprotonierung Signale verloren gehen. Das im Sauren aufgenommene Spektrum scheint

auch etwas besser aufgel6st als das mit basischem TDZ Puffer. In diesem Spektrum fehlen
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nicht nur Signale, die noch vorhandenen sind zusatzlich verbreitert. Insgesamt ist auffallig,
dass die Gesamtzahl der Signale flr ein Protein mit fast 20 kDa molarer Masse relativ gering
ist. Auch die Signale des KDZ-Spektrums sind noch verhaltnismalig breit, so dass das
Vorliegen von Oligomeren zu vermuten ist.

In ebenfalls aufgenommenen 2D Protonenspektren (NOESY und TOCSY) in KDZ Puffer,
konnten die Signale des Inaktivierungspeptids aufgrund der vorliegenden Peaklisten der
Strukturbestimmung von Antz und Kalbitzer (Antz & Kalbitzer 1997), identifiziert werden.
Diese Messungen waren ebenfalls bei pH 4,5 aufgenommen worden und wiesen daher
vergleichbare chemische Verschiebungen auf. Da das Inaktivierungspeptid eine stabile
Faltung aufweist, die hier somit nachweisbar war, konnte eine unkontrollierte Aggregation
nicht- oder fehlgefalteter Proteine ausgeschlossen werden. Immer noch unklar blieb jedoch
der tatsachliche Oligomerisierungszustand des 165H Konstrukts bei den jeweiligen pH
Werten. Dieser schien beim KDZ Puffer hdher zu sein als im TDZ Puffer. Daflir sprach auch,
dass diese Proben erstaunlich zahflliissig waren und bei Proteinkonzentrationen tber 10
mg/ml nach der Zentrifugation ein gelartiges, durchsichtiges Pellet aufwiesen, welches sich
durch die Zugabe von etwas Puffer jedoch miihelos resuspendieren liel} und eine weitere
Aggregation nicht begunstigte. Makroskopisch waren die KDZ-Proben eher stabiler als die
der TDZ-Ruckfaltung.

Eine Tetramerisierung des 165H Konstrukts war aufgrund der Funktion der im Konstrukt
enthaltenen T1-Domane anzunehmen. Daher  wurden spater  analytische
Gelfiltrationsexperimente durchgefuhrt, um weitere Informationen zu erhalten und zu
Uberprifen, ob bestimmte Oligomere oder Mikroaggregate eventuell durch einen weiteren

Reinigungsschritt entfernt werden konnten.
3.1.5 TROSY HSQC-Spektren des *°N markierten 165H Konstrukts

Um feststellen zu kénnen, ob die erreichte Auflésung der Spektren fur die Aufnahme der flr
eine sequentielle Zuordnung eines Proteins dieser GroRe notwendigen zwei- und
dreidimensionalen heteronuklearen NMR-Spektren ausreichte, war zunachst die Aufnahme
eines 2D TROSY-HSQC Spektrums erforderlich fiir das eine N markierte Proteinprobe
bendtigt wurde. Das 165H Konstrukt war mit 19,5 kDa so gross, dass der Versuch einer
Zuordnung ohne die Verwendung isotopenmarkierter Proben selbst unter idealen
Bedingungen nicht sinnvoll war.

Daher wurde das 165H Konstrukt nun zunachst "°N markiert. Um eine Anreicherung von "°N
im Protein zu erreichen, wurde dieses in New Minimal Medium (NMM) mit "°NH,CI als

einziger Stickstoffquelle exprimiert, aufgereinigt und nach dem neuentwickelten Protokoll
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sowohl unter sauren als auch unter basischen Bedingungen zuriickgefaltet. Mit dem "N
markierten 165H Konstrukt wurde dann ein 2D TROSY-HSQC Spektrum aufgenommen.
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Abb. 3.4: TROSY HSQC-Spektren des 165H Konstrukts in KDZ Puffer pH 4,5 (alle Werte ppm H
horizontal "°N vertikal) Die Aufnahme der Spektren erfolgte im 600 MHz Spektrometer mit
Cryoprobenkopf bei 283 K. Probenkonzentration 1 mM. Die linke Abbildung zeigt alle vorhandenen
Signale, rechts sind nur die starksten, wenig verbreiterten Signale dargestellt.

Die TROSY Spektren zeigten auf den ersten Blick erwartungsgemal eine relativ geringe
Auflésung, wobei das im sauren KDZ-Puffer aufgenommene Spektrum (Abb. 3.4) aufgrund
starkerer Protonierung mehr und deutlichere Signale aufweist. Die Dispersion der Spektren
war eher gering, dieser Eindruck konnte jedoch auch dadurch hervorgerufen werden, dass
verbreiterte Signale vom relativ starken Rauschen des Spektrums Uberlagert werden.

Bei genauerer Betrachtung des KDZ 165H Spektrums zeigte sich jedoch, dass neben den
fast immer vorhandenen typischen Arginin-Seitenkettensignalen zwei Gruppen von Signalen
vorlagen. Die erste und auffalligste Gruppe von Signalen war verbreitert und relativ flach, die
zweite Gruppe von Peaks war scharfer und besser aufgeldst, mit allerdings geringerer
Dispersion. Diese Peaks konnten daher rihren, dass der Polyhistidin-Tag und der 12AS
Rest des T1-S1 Linkers sowie das Inaktivierungspeptid relativ frei beweglich sind.
Peakposition und Anzahl der scharfen Peaks stehen mit dieser Annahme in Einklang. Die
Linienverbreiterung der anderen Peaks konnte duch die gro3e molare Masse eines putativen
Tetramers von 78 kDa und die damit verlangsamte Diffusion eines solchen Komplexes
hervorgerufen werden.

Weiterhin auffallig war noch das Tryptophan-Signal, dass Gber 10 ppm hinausgeht und gut
aufgeldst ist. Alle drei Tryptophane des Konstrukts liegen innerhalb der T1 Domane. Damit

ergibt sich ein weiterer Hinweis auf eine zumindest teilweise stabile Faltung des Konstrukts.
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Da aber noch immer keine definitive Aussage Uber den Oligomerisierungszustand des 165H
Konstrukts gemacht werden konnte, mussten weitere Analyseverfahren herangezogen

werden, um die Eigenschaften des Konstrukts besser zu charakterisieren.
3.1.6 Analytische Gelfiltration: Nachweis der Tetramerisierung

Fir die analytische Gelfiltration wurde eine in der Zwischenzeit beschaffte, neue Superdex
200 16/60 Saule (GE Healthcare) verwendet. Diese Saule erlaubt aufgrund ihrer héheren
AusschluRgréRe von 200 kDa eine bessere Auflosung im Bereich mdglicher Tetramere und
weiterer, hoherer Aggregate und wurde in der Folgezeit auch fiir die Proteinpraparation
verwendet. Da eine selbst zusammengestellte und damit maRgeschneiderte Mischung von
gut l6slichen, monomeren und kompakt gefalteten Referenzproteinen unter gleichen
Pufferbedingungen vermessen wurde, stand nun ein Standard zur Abschatzung der Grofie
bzw. der molaren Masse der Proteine zur Verfligung. Die Ergebnisse der zuvor
durchgeflhrten praparativen Gelfiltrationen lielen wie schon die NMR-Spektiren bereits
vermuten, dass neben den erwarteten Tetrameren mdglicherweise auch héhere Multimere

des 165H Konstrukts vorlagen, die die Masse eines Tetramers von ca. 78 kDa Uberschritten.
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Abb. 3.5: Vergleich verschiedener praparativer Gelfiltrationslaufe des 165H Konstrukts. Neben dem
KDZ Puffer pH 4,5 (blau) und TDZ NaCl Puffer pH 9,0 (schwarz) wurde auch eine Rickfaltung in
Kaliumphosphatpuffer (150 mM) pH 9,0 durchgefiihrt (vgl. K,1.4 T1K). Die UV-Absorption ist in
relativen Einheiten dargestellt.

Die Gelfiltration wurde jeweils mit dem der NMR-Probe ensprechenden Puffer als Laufpuffer
durchgefiihrt, da die Superdex Gelmatrix unempfindlich gegen moderate Anderungen von
pH-Wert und Salinitat ist, was auch in Vorversuchen bestatigt werden konnte. So konnte der

Oligomerisierungszustand der Probe unter den gleichen Bedingungen wie bei der Aufnahme
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der Spektren beobachtet werden. Zunachst wurden die praparativen Gelfiltrationslaufe unter
den verschiedenen Pufferbedingungen mit dem neu erstellten Standard verglichen um eine
Orientierung zu erhalten. In den Vergleich mit einbezogen wurde auch eine experimintelle
Praparation des 165H Konstrukts bei pH 9 mit 150 mM Kaliumphosphatpuffer (KP;) und 10
mM DTE. Aufgrund der hohen Konzentration des Puffers war der pH-Wert auch auferhalb
des Pufferbereichs des Kaliumphosphats ausreichend stabil.

Es stellte sich heraus, dass das Konstrukt offenbar unter allen getesteten Pufferbedingungen
in nur einem Oligomerisierungszustand vorlagen, da jeweils nur ein Peak beobachtet wurde.
Ein Vergleich mit dem Standard (Abb. 3.6) zeigt, dass das Protein im KDZ Puffer deutlich
Uber 150 kDa grof} erscheint, also mindestens als Oktamer vorliegt. Die apparente Masse
des Konstrukts in beiden Puffern mit pH 9,0 liegt bei etwa 80 kDa was eine Tetramerisierung

vermuten lasst.
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Abb 3.6: Analytische Gelfiltrationslaufe des 165H Konstrukts in TDZ-Puffer pH 9,0 (blau) und pH 8,0
(rot) im Vergleich mit dem Standard (schwarz). Die genaue Zusammensetzung des Standards ist
unter 2.1.5 ,Proteinstandards“ dargestellt. Hier sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur die molaren
Massen den jeweiligen Peaks zugeordnet. Die UV Absorption ist in relativen Einheiten angegeben.

In einer neuen Testreihe wurde nun ermittelt, ob eine Absenkung des pH-Werts auf 8,0, wie
fir die NMR eingesetzt, zu einer Veranderung des Oligomerisierungszustands fiihrt. Hier
konnte nachgewiesen werden, dass bei pH 8,0 trotz der Nahe zum Aggregationswert von pH
7,5 noch ein stabiles Tetramer vorliegt, da in der Gelfiltration keine Veranderung
nachgewiesen werden konnte.

Da die NMR-Messungen mit dem Konstrukt in basischer Losung kaum Erfolg versprachen
wurde versucht, die Bildung von hdheren Oligomeren in sauren Proben zu unterbinden.
Dabei wurde auch nochmals der Einfluss von EDTA untersucht. Bei fur eine NMR-Probe

sehr hohen Konzentrationen von EDTA ab 50 mM konnte ein Tetramer des 165H Konstrukts
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dargestellt werden, welches jedoch mit den immer noch vorhandenen Aggregaten im
Gleichgewicht stand, und in der erforderlichen Konzentration nicht stabil war.

Auch Experimente mit Detergentien und denaturierenden Agenzien zur Darstellung eines
Monomers waren nur bedingt erfolgreich, da nur bei vollstandiger Denaturierung mit

6 M GdmHCI ein (vermutlich ungefaltetes) Monomer nachgewiesen werden konnte.

3.1.7 Nachweis der Multimere Uber Diffusionsmessung

Die K,3.4 165H Konstrukte wurden wie auch das K,1.4 T1K Konstrukt in NMR-
Diffusionsmessungen vermessen um den Oligomerisierungszustand zu bestimmen. Es
ergab sich jedoch kein klares Bild: Auch hier erschien das 165H Konstrukt im KDZ Puffer
deutlich grofier als 80 kDa, bei starkeren Gradienten waren die Messungen aber aufgrund
der stark verrauschten und nur noch sehr kleinen Restsignale kaum auswertbar. Die
Messreihen blieben dadurch unvollstéandig, eine sinnvolle Auswertung war nicht moéglich. Das
153H Konstrukt wurde ebenfalls vermessen, die Ergebnisse weisen auf eine noch starkere

Neigung zur Aggregation hin.

3.1.8 Zusammenfassung der Ergebnisse der K,3.4 Konstrukte

Die K,3.4 Konstrukte erwiesen sich fiir die Herstellung einer NMR-Probe als problematisch,
da die verschiedenen Konstrukte insgesamt eine eher schlechte Ldslichkeit bzw. geringe
Stabilitat zeigten. Insbesondere die nur auerst geringe Loslichkeit im Bereich zwischen pH
5und 7,5, der der nativen Umgebung der intrazellularen Domanen des K,3.4 Poteins in vivo,
also dem Cytoplasma entsprechen wirde, erschien problematisch. Beim insgesamt etwas
besser loslichen 165H Konstrukt stellte sich zudem heraus, dass das Konstrukt im sauren
Bereich stabile Oligomere bildet, die deutlich grof3er als ein Tetramer sind und allein durch
ihre Masse von mehr als 150 kDa die Auflésung von mehrdimensionalen NMR-Spektren
erheblich verringern. Diese Oligomerisierung konnte nicht vollstandig vermieden werden, im
besten Fall, bei Zusatz von 50 mM EDTA, stellte sich ein Gleichgewicht zwischen Tetramer
und Oligomer in einer insgesamt instabilen Ldsung ein. Eine solche Probe ist fur strukturelle
Studien wenig geeignet.

Im basischen Bereich konnte beim 165H Konstrukt ein stabiles Tetramer erhalten werden.
Durch die aufgrund der teilweisen Deprotonierung relativ. schwachen und durch die
Tetramerisierung verbreiterten Signale konnten jedoch nur NMR-Spektren in relativ
schlechter Auflésung erhalten werden, die fir die sequentielle Zuordnung nicht ausreichten.
Das 153H Konstrukt war bei pH-Werten unter pH 9,0 unléslich und damit fir NMR-

Experimente im basischen Bereich aufgrund der Deprotonierung ungeeignet.
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3.2 Das Ky1.4 Konstrukt K,1.4 T1K

Das Konstrukt K,1.4 T1K besteht aus der C-terminal leicht verkiirzten T1 Domane des
shaker—ahnlichen Kaliumkanals K,1.4. Neben K,3.4 ist bei K,1.4 ebenfalls ein funktionelles
Inaktivierungspeptid (IP) nachgewiesen. Das IP ist jedoch nicht in dem von Alexandra Auer
im Rahmen einer Diplomarbeit entwickelten Konstrukt enthalten, da es zusammen mit dem
IP-T1 Linker 175 AS lang und damit mit der 88 AS T1-Domane als mutmalliches Tetramer
zu grofl fir NMR-Untersuchungen ist. Aus der Arbeitsgruppe von Prof. Bernd Fakler in
Freiburg, die die Struktur und Funktion des IP untersucht hat (Wissmann et al. 2003), stand
jedoch ein gut charakterisiertes und stabiles Konstrukt des K,1.4 IP zur Verfligung.

Die Verkiirzung des Konstrukts um 6 AS im Vergleich zum urspriinglichen T1 Konstrukt
ergab sich aus Verdauexperimenten mit Carboxypeptidase Y zur C-terminalen Verkirzung

eines zunachst klonierten, langeren Konstrukts, welches zur Aggregation neigte (Auer 2002).
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Abb. 3.7: Das K,1.4 T1K Konstrukt besteht aus AS175-262 von K,1.4. Das N-teminale Methionin und
ein C-terminaler 6xHis-Tag mit Linker-Sequenz sind rot markiert. Die Gesamtlange des Konstrukts
betragt 101AS, die T1 Doméane selbst ist 87 AS lang. Damit betragt die molare Masse 12,06 kDa, der
berechnete Isoelektrische Punkt liegt bei pH 7,02. Die Darstellung der Sekundarstruktur beruht auf
einem Alignment mit der T1 Domane von K,1.2, deren Struktur im Jahr 2000 von Minor et al.
verdffentlicht wurde (Minor, Berger; Cell 2000; PDB 1DSX). Aufgrund der mit 90% sehr hohen
Sequenzidentitat wurde hier der direkte Vergleich einer Sekundarstrukturvorhersage vorgezogen.

Far die Klonierung und Expression des Konstrukts wurde das der T1-Domane vorangehende
Cystein durch Methionin ersetzt, wodurch ein cysteinfreies Konstrukt entstand. Das
Konstrukt wurde wie die K,3.4 Konstrukte in den Vektor pET 20b+ (Novagen) kloniert. Und
im E. coli Rosetta™ pLysS Proteinexpressionsstamm (Novagen) heterolog exprimiert. Im
folgenden wird auch die vereinfachte Schreibweise T1K verwendet.

Eine Umklonierung des Konstrukts in den Vektor pET 19b, der Uber einen N-terminalen,
durch eine Enterokinase-Schnittstelle entfernbaren 6xHis-Tag verfugt, wurde in Erwagung
gezogen. Nach sehr unbefriedigenden Ergebnissen des Enterokinase-Verdaus bei anderen
Proteinkonstrukten (K,1.4 C-Terminus) unter ahnlichen Pufferbedingungen wurden die
bereits fertigen Konstrukte nicht weiter exprimiert. Da das Proteinkonstrukt bei dem fiir den
Enterokinaseverdau erforderlichen pH-Wert nicht I6slich war, erschien diese Methode wenig

sinnvoll.
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3.2.1 Optimierung der Pufferbedingungen

Das T1K Konstrukt wurde denaturierend aufgereinigt und zuriickgefaltet (analog zu den
K\3.4 Konstrukten), die vor Beginn dieser Arbeit ermittelten Pufferbedingungen,
Kaliumphosphatpuffer 50 mM pH 6,5 waren jedoch noch nicht so optimiert worden, dass die
Auflésung von 2D und 3D NMR-Spektren fiir eine sequentielle Zuordnung ausreichte. Erste
Vergleiche der bereits vorhandenen Spektren mit denen der K,3.4 Konstrukte zeigten jedoch
eine wesentlich bessere Auflosung bei K,1.4 T1K. Aufgrund der Erfahrungen mit den K,3.4
Konstrukten wurde neben der Optimierung der Pufferbedingungen auch eine mdglichst
rasche Charakterisierung des Konstrukts im Bezug auf seinen Oligomerisierungszustand
angestrebt. Das T1K Konstrukt zeigte zwar eine aufgrund seiner geringeren GroRe zu
erwartende geringere Linienverbreiterung, war aber von einer optimalen Auflésung flr ein
Protein mit der molaren Masse 12,1 kDa noch deutlich entfernt.

Mit Hilfe der unter 3.1.2 und unter Materialien und Methoden beschriebenen Kreuzscreening-
Experimente und der anschlieRenden Uberpriifung von entsprechend riickgefaltetem Protein
durch 1D "H NMR-Spektren konnte Kaliumphosphatpuffer in einer Konzentration von 150
mM bei pH 6,5 als bester Puffer identifiziert werden. Auch die Rlckfaltausbeute verbesserte
sich so auf 60-70%. Ein weiterer Zusatz von Salzen wie KCI oder NaCl erwies sich als nicht
erforderlich. Durch das Fehlen von Cysteinen im Konstrukt war dieses gegen Oxidation
unempfindlich, der Einsatz von DTE war damit nicht mehr notwendig. Ein Einfluss von DTE
auf Loslichkeit oder Rickfaltausbeute des T1K Konstrukts konnte nicht festgestellt werden.
Auch der Einfluss von EDTA auf die Auflésung der 1D 'H Spektren wurde untersucht, da
eine Aggregation des Proteins aufgrund der Anwesenheit der nicht abspaltbaren 6xHis-Tags
nicht ausgeschlossen werden konnte. Es konnte jedoch, aufer den zusatzlichen Signalen,
die vom EDTA herrihrten, keine Veranderung beobachtet werden. Auch ein Einfluss von
EDTA auf die Stabilitat der Probe war nicht erkennbar, also auch der Einsatz von EDTA als
Proteasehemmer nicht notwendig.

Die gefundenen Bedingungen waren aufgrund des niedrigeren pH-Wertes und der damit
hoheren Protonierung der Amidstickstoffatome des Konstrukts besser zur Aufnahme von
NMR-Spektren geeignet als die Pufferbedingungen von K,3.4 165H. Die relativ niedrige
lonenstarke und der nicht notwendige Zusatz organischer Verbindungen waren giinstig flr
die Aufnahme von NMR-Spektren. Dies zeigte sich auch in dem nach Abschluss des
Pufferscreenings aufgenommenen 1D "H Spektrum.

Die Aufldsung war verbessert, zusatzlich zu der hohen Anzahl gut aufgeldster Signale im HN-
Bereich, die zum Teil auf die jetzt protonierten Histidinreste des 6xHis-Tags zurlckzufihren

waren, waren deutlich hochfeldverschobene Signale von Methylprotonen erkennbar. Diese
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weisen auf das Vorhandensein eines hydrophoben Cores und damit eine kompakte Faltung
des Proteins hin (vgl. Abbildung 3.8).
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Abb. 3.8: Dargestellt ist ein unter Standardbedingungen aufgenommenes 1D H NMR-Spektrum des
K\1.4 T1K Konstrukts. Deutlich erkennbar sind die hochfeldverschobenen Methylgruppensignale um
das DSS Signal. Im Bereich der H"-Protonensignale zeigt sich eine hohe Anzahl von Signalen. Neben
einigen sehr scharfen Signalen die vermutlich auf den 6xHis-Tag zuriickzufiihren sind, sind relativ
breite aber definierte Signale zu erkennen, die auf einen nicht monomeren Zustand des Konstrukts in
Lésung hinweisen koénnten.

Auch in 2D NOESY-Spektren waren Hinweise auf das Vorhandensein von a-helikalen und f3-
Faltblatt-Sekundarstrukturelementen zu finden. Allerdings waren die Linienbreiten fur ein
Protein mit der molaren Masse 12 kDa immer noch relativ hoch. Auch die Linienbreite eines
TROSY-HSQC Spektrums, das mit einer >N markierten Proteinprobe aufgenommen wurde,
war noch relativ gro, wie fir ein 48 kDa groRes Tetramer zu erwarten. Eine
Charakterisierung des Proteinkonstrukts in Bezug auf seinen Oligomerisierungszustand
sollte nun Aufschluss bringen, ob ein stabiles Tetramer vorlag, das sich flir NMR-

spektroskopische Untersuchungen eignete.

3.2.2 Untersuchung des Oligomerisierungszustands von K,1.4 T1K

Zur Untersuchung des Oligomerisierungszustands der Probe standen verschiedene
Methoden =zur Verfigung. Die GréfRRenausschlusschromatographie oder Gelfiltration
ermoglicht die Auftrennung eines mdglichen Oligomerengemisches. Wie auch die NMR-
Diffusionsmessung beruht die Analyse hier auf dem unterschiedlichen Radius der zu
trennenden bzw. zu untersuchenden Molekile. Die Diffusionsmessung erlaubte jedoch eine
Beurteilung der Proteinprobe direkt im NMR-Gerat bei variabler Temperatur, d.h. den

aktuellen Messbedingungen, warend die Gelfiltration zur Schonung der Proteine bei 4 °C
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durchgefuhrt wird. Hier ist anschlielRend eine weitere Charakterisierung der aufgetrennten

Proteinfraktionen moglich.

3.2.2.1 Analytische Gelfiltration

Die analytische Gelfiltration ermdglichte die Nutzung der bereits bei der Reinigung des
Proteinkonstrukts gewonnenen Informationen sowie Mdoglichkeit der Untersuchung des
Proteins unter nicht fir die Aufnahme von NMR-Spektren geeigneten Bedingungen im
Hochsalz-Bereich und unter denaturierenden Bedingungen.

Zunachst wurde der nach der Ruckfaltung durchgefiihrte Gelfiltrationsschritt auf einer
Superdex 200 Saule (GE Healthcare) mit den entsprechenden Gelfiltrationsschritten der
K\3.4 Konstrukte 153H und 165H verglichen und mit Hilfe der bereits erprobten
Standardproteine die ungefahre Grosse des aufgereinigten Oligomers geschatzt. Dabei
zeigte sich, dass aulier den nach der Rickfaltung abzentrifugierten unldslichen Aggregaten
nur ein Oligomer des T1K Konstrukts vorlag. Dabei handelte es sich bei einer molaren

Masse von etwa 43 kDa hochstwahrscheinlich um das erwartete Tetramer.
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Abb. 3.9: Praparative Gelfiltrationslaufe mit einer Superdex 200 Gelmatrix (Amersham / GE
Healthcare). In der Uberlagerung sind die GroRenverhaltnisse der Konstrukte gut zu erkennen. Die
Gelfiltrationen von T1K (12,1 kDa, rot), der als zusatzliche Refenz eingesetzten RNAse A (13,4 kDa,
grin) und des Standards (grau) wurden in 150 mM Kp; pH 6,5 durchgefihrt. Bei K,3.4 165H (19,5
kDa, schwarz) und K,3.4 153H (18,2 kDa, blau) wurde TDZ-Puffer pH 8,0 eingesetzt.

Der Vergleich mit RNAse A, die mit 13,4 kDa molarer Masse und relativ kompakter Struktur
etwa einem Monomer ensprechen wirde, und den mit etwa 80 kDa deutlich gréReren
Tetrameren der K, 3.4 Konstrukte bestatigt diese Vermutung.

Zusatzlich wurden analytische Gelfiltrationslaufe mit hohen Konzentrationen von,

Guanidiniumhydrochlorid (GdmHCI) und Kaliumphosphat sowie unter sauren Bedingungen
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bei pH 2,5 durchgefuhrt, um Informationen Uber die Vorgange bei der Ruckfaltung des
Proteins und die Mdglichkeiten zur Darstellung eines Monomers zu erhalten. Bei hoheren
Konzentrationen von GdmHCI (Uber 1,5 M) wurden neben dem in der guanidinfreien
Referenzmessung beobachteten einzelnen Peak weitere Peaks beobachtet, die friher
eluierten, und damit ein hohere apparente molekulare Masse besallen. Dies war unter
denaturierenden Bedingungen zunachst verwunderlich, da hier keine Bildung von héheren
Aggregaten zu erwarten war. Erst unter Einbeziehung der Ergebnisse der CD-Spektroskopie
konnten diese Beobachtungen zufriedenstellend erklart werden. Vermutlich handelte es sich
hier um denaturierte Proteine, deren hydrodynamischer Radius ensprechend erhdht ist, da in
der CD-Spektroskopie der Verlust der Sekundarstruktur nachgewiesen werden konnte.

Auf den ersten Blick ebenso verwirrend waren die Ergebnisse bei hohen Konzentrationen
des Kaliumphoshatpuffers. Die Experimente wurden durchgeflihrt, um herauszufinden, ob
die hydrophile Interaktion der Bindungsflachen der T1-Domanen im Tetramer durch hohe
Salzkonzentrationen gestort werden konnen und damit ein Monomer dargestellt werden
kann. Kaliumphosphat wurde ausgewahlt, da aus dem Pufferscreening bekannt war, dass
das Chlorid-Anion die Loslichkeit des Konstrukts schon in Konzentrationen unter 200 mM
verschlechterte und Aggregationen beglnstigte. Natrium-Kationen hatten im Vergleich mit
Kalium immer etwas ungunstigere Ergebnisse erbracht.

In der Gelfiltration konnte jedoch bis 600 mM Kaliumphosphat (KP;) pH 6,5 keine
Veranderung beobachtet werden, bei héheren Kaliumphosphat-Konzentrationen ergab sich
eine graduelle Verschiebung des Peaks hin zu geringeren molare Massen. Ab 850 mM KP;
konnte eine verstarkte Aggregatbildung und Proteinprazipitation beobachtet werden. Die
verschobenen Peaks entsprachen immer noch einer molaren Masse von etwa 20 kDa,waren
also deutlich zu grof3 fir ein Monomer des T1K Konstrukts. Auch hier half erst die
Einbeziehung der Daten aus der CD-Spektroskopie bei der Interpretation weiter. Der Gehalt
an Sekundarstrukturelementen war auch bei den hohen KP; Konzentrationen nahezu
unverandert. Es handelte sich hier vermutlich um einen Salting out Effekt, hervorgerufen
durch die Konkurrenz von Pufferbestandteilen und Protein um die vorhandenen
Wassermolekiile. Die Hydrathille des Proteins wird kleiner, daher verringert sich die
apparente Grofie des Proteins. Der Aggregatpeak in den Gelfiltrationen ist nicht verschoben,
die Eigenschaften der Gelmatrix waren also unverandert.

Im sauren Bereich mit 150 mM Kaliumacetatpuffer konnte ein Peak in der GrofRe eines
Monomers dargestellt werden, dieser war allerdings Teil eines nicht auftrennbaren
Oligomerengemisches, das darliber hinaus noch instabil und damit fir die NMR vollig
ungeeignet war.

Ingesamt konnte also als Ergebnis der Aufreinigung ein sehr stabiles Tetramer erhalten

werden, das nur unter relativ extremen Pufferbedingungen zur Aggregation oder Bildung
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eines Oligomerengemisches neigte. Die Darstellung eines Monomers war unter
Bedingungen, die fur die Aufnahme von hochaufgelésten NMR-Spektren geeignet waren,

nicht maoglich.

3.2.2.2 Stabilitat der NMR-Probe

Das erhaltene T1K Tetramer wurde nun auf seine Stabilitdt hin getestet, um die zuverlassige
Handhabung der NMR-Probe zu gewahrleisten. Die Probe war in 150 mM KP; pH 6,5 bei
einer Monomer-Konzentration von bis zu 2 mM bis 30 °C (303 K) stabil und konnte auch
ohne Qualitatsverlust oder Veranderungen in den zur Kontrolle aufgenommenen NMR-
Spektren eingefroren und wieder aufgetaut werden. Proteasehemmer waren nicht
notwendig, Proben, die Uber langere Zeit flir Messungen eingesetzt werden sollten, wurden
als Schutz gegen Verderb durch Mikroorganismen mit Natriumazid konserviert. Auch nach

langerer Lagerung bei 4 °C war keine Aggregatbildung zu beobachten.

3.2.2.3 Diffusionsmessungen

Um den Oligomerisierungszustand der Probe wahrend der Messung beurteilen zu kénnen,
wurden NMR-Diffusionsmessungen durchgefuhrt. Dazu mussten die Proben auf eine
Protein-Monomerkonzentration von 0,1 mM verdiinnt werden, da sonst durch die erhohte
Viskositat der Probe die Diffusion eingeschrankt wurde und daher Artefakte auftraten. Die
mathematischen Auswertung basierend Diffusionsgleichung setzt eine globulare Struktur des
Proteins voraus. Da flr Proteine nur in seltenen Ausnahmefallen eine globulare Struktur
angenommen werden kann und aufgrund der bereits geldsten Kristallstrukturen homologer
T1-Doméanen eher mit einem bliten- oder kleeblattférmigen Querschnitt des Tetramers zu
rechnen war, wurden auch Vergleichsproteine vermessen. Das fiir den Gelfiltrationsstandard
verwendete Ovalbumin war fir diese Messung ungeeignet. Daher wurden RNAse A (13,4
kDa) und Transferrin (81 kDa) verwendet. Als Referenz flir eine nicht diffundierende
Substanz diente quervernetztes Polyacrylamid, als schnell diffundierende Substanz wurde
zusatzlich Vitamin B4, (1,35 kDa) eingesetzt, das im Gegesatz zu etwa gleich schweren,

meist ungefalteten Peptiden eine relativ kompakte Struktur besitzt.
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Abb. 3.10: Ergebnis der NMR-Diffusionsmessung der K,1.4 T1K und K,3.4 153H Konstrukte.
Aufgetragen ist die normierte Intensitat des jeweiligen Referenzsignals gegen den Gradientenwert. Die
Daten wurden auf Basis der Stokes-Einstein Beziehung gefittet (rote Linien). Der so bestimmte
Diffusionskoeffizient ist direkt proportional zur molaren Masse der Proteine bzw. Proteinmultimere.
Entsprechend der unterschiedlichen Massen der untersuchten Konstrukte und Referenzproteine ist
ein unterschiedlich schneller Abfall der Intensitdt zu beobachten. Dargestellt sind neben dem T1K
Konstrukt (12,1 kDa) und dem 153H Konstrukt (18,15 kDa) die Referenzsubstanzen RNAse A (13,4
kDa), Transferrin (81 kDa), Polyacrylamid und Vitamin B4, (1,35 kDa).

Nach Umrechnung der erhaltenen Diffusionskoeffizienten zeigte sich, dass zwar qualitativ die
erwartete Reihenfolge der Werte erreicht wurde, aber speziell bei den kleinen Referenzsubstanzen
Vitamin By, und RNAse A deutlich zu hohe Koeffizienten bestimmt wurden. Daher kann diese
Messreihe trotz mehrfacher Wiederholung nur qualitativ ausgewertet werden. Der unruhige Verlauf der
Datenpunkte des 153H-Konstrukts weist auf eine fehlerbehaftete Messung hin (vgl. 3.1.7).

Das Ergebnis der Diffusionsmessung zeigt, dass die Diffusionsgeschwindigkeit des T1K
Konstrukts deutlich geringer ist als die von RNAse A, also die molare Masse des Konstrukts
ein Mehrfaches des Monomers sein muss. Gleichzeitig diffundiert das Konstrukt deutlich
schneller als das 81 kDa grof’e Transferrin. Artefakte, die auf ein Oligomerengemisch
hindeuten wurden nicht beobachtet. Das Ergebnis der Gelfiltrationsexperimente konnte somit
bestatigt werden. Die Analyse des K,3.4 Konstruktes konnte, vermutlich aufgrund von
Aggregationen, nicht vollstandig ausgewertet werden. Die ermittelten Werte lagen jedoch im
Bereich des 81 kDa grofien Transferrins, das Konstrukt lag also mindestens als Tetramer

vor.

3.2.3 Vorbereitungen fur das sequentielle Assignment von K,1.4 T1K

Fir ein sequentielles Assignment des tetrameren T1K Konstrukts, welches als Grundlage fur
die Durchflihrung der geplanten Interaktionsstudien bendtigt wurde, waren dreidimensionale
NMR-Spektren ®N- und "*C-markierter Proben erforderlich. Bei einer rechnerischen Masse

des Konstrukts von 48,4 kDa ist ein Assignment nur mit 2D NMR-Spektren und "N
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Markierung, wie es normalerweise bei Proteinen unter 20 kDa molarer Masse angewandt
wird, nicht moglich. Aufgrund der Linienverbreiterung durch die langsamere Diffusion des
Tetramers war die Auflésung der 2D Spektren zu gering. Auch die Aufldsung doppelt
markierter Proben in 3D HNCA-Tripelresonanzspektren war durch Uberlagerung der
verbreiterten Signale noch zu gering. Das gleiche Problem war zuvor bereits in TROSY-
HSQC Spektren aufgetreten, wo die Anzahl der erhaltenen Signale nur bei etwa 75 bis 80
lag, obwohl das Konstrukt 101 AS lang ist und jeweils ein Signal pro N-H Bindung der
Amidstickstoffe der Hauptkette zu erwarten ist.

Zur Verbesserung der Auflésung der Spektren wurde eine Deuterierung des
Proteinkonstrukts in Erwagung gezogen. Dabei wird das Wasser in der Expressionskultur
durch D,O ersetzt. Wahrend der anschlieBenden wassrigen Aufreinigung werden die DM
Deuteronen wieder gegen Protonen ausgetauscht. Somit wird nach wie vor in der NMR-
Messung ein Signal erhalten, solange Uber die H“-Protonen eingestrahlt wird, der
Hintergrund an CH-Protonensignalen ist jedoch deutlich vermindert.

Da die Durchflihrung einer solchen dreifach markierten Proteinexpression aufgrund der
Kosten fir die isotopenreinen Ausgangssubstanzen sehr teuer war, wurden zunachst alle die
Ausbeute der Proteinexpression und -aufreinigung beeinflussenden Parameter Uberprift

und, wenn nicht bereits geschehen, optimiert.

3.2.3.1 Optimierung der Proteinexpression

Die Optimierung der Proteinexpression im Vollmedium (TB) war im Zuge der
Proteinexpression flr die bereits durchgeflihrten Experimente erfolgt. Auch die Adaptation an
NMM Minimalmedium war bereits durchgefiihrt worden. Danach hatten sich eine Expression
Uber Nacht bei 37 °C nach der Induktion mit 0,9 mM IPTG bei einer optischen Dichte der
Kultur von 0,7 als optimal erwiesen. Beim Einsatz von D,O statt H,O zeigte sich jedoch ein
deutlich verlangsamtes Wachstum der Kulturen, die Verdoppelungszeit einer Kultur im
exponentiellen Wachstum stieg von ca. 60 auf 120 Minuten. Der Isotopeneffekt, der zuvor
bei der "°N- und *C-Markierung kaum zum tragen kam, zeigte sich hier deutlich, vermutlich
aufgrund des wesentlich groferen relativen Unterschieds der Atommassen bzw. des
Atomradius. Hierdurch sind alle enzymatischen Reaktionen, die unter Beteiligung von
Wassemolekulen oder Protonen ablaufen, beeintrachtigt, d.h. verlangsamt.

Aufgrund bestehender Erfahrungen und des wesentlich verlangsamten Stoffwechsels der
Bakterien in D,O wurde von den oft beschriebenen Methoden (vgl. z.B. Baker 2006) in LB
Medium angezogene Kulturen abzuzentrifugieren, zu waschen, im jeweiligen
Markierungsmedium wieder aufzunehmen und nach kurzer Regenerationszeit zu induzieren

abgesehen. Hierdurch wirde der aerobe Stoffwechsel der Kultur gestort, was
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erfahrungsgemaf den Stoffwechsel der Kultur verlangsamt. Stattdessen wurden die Kulturen
im Verhaltnis 1:10 bis 1:20 (je nach erreichter Zelldichte) aus moglichst dichten Vorkulturen
in durch Schaitteln im Kulturenschittler sauerstoffgesattigtes und vorgewarmtes Medium
Uberimpft. Nach meist nur einer weiteren Teilung der Bakterien wurde die
Induktionszelldichte erreicht und so in noch kaum ausgelaugtem Medium induziert. Da eine
denaturierende Reinigung vorgesehen war, wurde die Temperatur nicht abgesenkt. Zur
Kompensierung des durch den Isotopeneffekt verlangsamten Stoffwechsels der Kultur wurde
die Expressionszeit auf bis zu 24 Stunden verlangert.

Fir dreifach markierte Proben ("N, '*C, ?D) musste die erforderliche Glucosekonzentration
im Medium Uberprift werden. Vorversuche hatten ergeben, dass der relativ geringe
Glucosegehalt des Mediums von maximal 2 g/L limitierend flr das Wachstum der Kulturen
war. Bei einem fiir °N und "*C Markierung optimierten Medium war dies durchaus sinnvoll,
da "*C-Glucose als C-Quelle der teuerste Medienbestandteil war. Beim Einsatz von D,O ist
aber eine optimale Ausnutzung des Mediums am wirtschaftlichsten, da das Medienvolumen
zum Kostenfaktor wird. Die verfligbare Stickstoffmenge erwies sich bei der eingesetzten
Konzentration von 1 g/L "N-Ammoniumchlorid als nicht limitierend. Die optimale
Glucosekonzentration lag bei 4-6 g/L. Pro Liter Medium konnten so bis zu 40 mg dreifach

markiertes T1K Protein erhalten werden.

3.2.3.2 Optimierung der Ruckfaltausbeute des T1K Konstrukts

Das bei den K,3.4 Konstrukten technisch optimierte Rickfaltverfahren war unter Anpassung
der Pufferbedingungen bereits Gbernommen worden (vgl. 3.1.2. ff.). Erneut Uberprift wurde
jedoch die zur Ruickfaltung eingesetzte Proteinkonzentration, um die immer noch
beobachtete Prazipitation warend der Rickfaltung zu vermindern. Es gelang so, bei einer
Ausgangskonzentration des T1K Konstrukts von 0,5 mg/ml die Ausbeute auf etwa 80% zu
steigern. Dieser Effekt wurde zum Teil jedoch durch héhere Verluste beim nun durch das
grélere Volumen zeitintensiveren Ultrafiltrationsschritt zunichte gemacht. Der Wechsel des
Modells der eingesetzten Konzentratoren unter Beibehaltung der Ausschlussgrée 10 kDa
von Centricon Plus-20 (Amicon Bioseparations, Ultracel PL Membran) auf Vivaspin 20
(Vivascience, PES Membran), der unter den gegebenen technischen Umstanden ein
schnelleres Aufkonzentrieren des ruckgefalteten Proteinkonstrukts ermdglichte, konnte diese
Verluste begrenzen. Nach dem folgenden Gelfiltrationsschritt konnte nun eine
Gesamtausbeute von etwa 60% der ursprunglich flr die RuUckfaltung eingesetzten

Proteinmenge sichergestellt werden.
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3.2.3.3 Entwicklung eines Recyclingverfahrens fir D,O aus Kulturmedien

Die perdeuterierte Expression von Proteinen erfordert den Einsatz relativ grolRer Mengen
D,O, was einen nicht unerheblichen Kostenfaktor darstellt. Daher wurde eine Methode zur
Aufbereitung des D,O aus dem gebrauchten Kulturmedium entwickelt. Das hier in seinen
wesentlichen Aspekten wiedergegebene Protokoll ist detailliert unter Methoden dargestellt.

Zur Desinfektion und Prazipitation geléster Proteine wurde das Medium mit konzentrierter
HCI versetzt und nach erfolgter Prazipitation abfiltriert. AnschlieRend wurde der im Medium
enthaltene Ammoniak mit einem lonenaustauscher entfernt und nach Abtrennung des
lonentauscherharzes mit NaOH Pelletts neutralisiert. So konnte das Ubergehen von HCI-Gas
in der folgenden Destillation verhindert werden. Das Destillat wurde, da noch flichtige
organische Verbindungen enthalten waren, nochmals Uber Aktivkohle gereinigt. Der
Siedepunktsunterschied von H,O und D,O ist mit 2 °C zu gering fir eine fraktionierte
Destillation. Da D,O jedoch schon bei + 4 °C gefriert, ist eine Trennung beider Flissigkeiten
durch Ausfrieren gut méglich. Der Restwassergehalt ist sehr einfach (iber 1D "H-Spektren
durch Vergleich des Wasserpeaks mit Referenzproben bestimmbar. Das aufgereinigte D,O
war pH-neutral und hatte eine Konzentration von mindestens 96%. Der Gesamtverlust an
D,O wéhrend des Recyclingprozesses liegt bei 6-8%. In 1D 'H-Spektren konnten nur noch
geringe Spuren niedermolekularer organischer Verbindungen, vermutlich Alkohole,
nachgewiesen werden. Das Wachstum von E. coli Kulturen wurde dadurch jedoch in keiner
Weise beeintrachtigt. Bis zum Abschluss dieser Arbeit wurden bis zu sechs Recyclingzyklen

mit einer Charge D,O durchgefiihrt.

3.2.3.4 Herstellung dreifach isotopenmarkierter NMR-Proben des K,1.4 T1K

Konstrukts

Damit waren die Vorraussetzungen fiir die Herstellung "°N- und "*C-markierter und teilweise
deuterierter NMR-Proben gegeben. Zur Herstellung nahezu vollstandig deuterierten Proteins
ware zusatzlich der Einsatz perdeuterierter Glucose erforderlich, was jedoch aufgrund der
hohen Kosten zunachst zuriickgestellt wurde.

Die Expression und Aufreinigung des K,1.4 T1K Konstrukts erfolgte unter den in den
Optimierungsversuchen ermittelten Bedingungen. Aus 2,2 L 3xNMM Medium konnten so 83
mg des Konstrukts erhalten werden. Trotz der unvermeidlichen Verluste bei Ruckfaltung und
Nachreinigung war diese Menge ausreichend fiir 4 NMR-Proben von jeweils 450 pl Volumen
mit einer Proteinkonzentration von 1,1 bis 1,4 mM. Das nicht sofort benétigte Material wurde

aliquotiert und nach dem Einfrieren in flissigem N, bei —80 °C gelagert.
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Bei der Aufnahme erster 1D 'H Testspektren, eines 2D TROSY-HSQC und eines 3D HNCA
Spektrums zeigte sich eine deutliche Verminderung der Protonensignale als Folge der
Deuterierung des Proteins. Eine weitere Linienverbreiterung als Folge von Aggregationen,
die z.B. durch Isotopeneffekte entstehen kénnten, wurde nicht beobachtet.

Die Auflésung des TROSY-Spektrums erschien verbessert, die Anzahl auswertbarer Peaks
entsprach jetzt mit ca. 95 der Anzahl der Aminosauren des Konstrukts abzlglich der meist
nicht bestimmbaren ersten drei Aminosauren und eventueller Uberlagernder identischer
Signale des 6xHis-Tag. Auch das HNCA Spektrum zeigte eine fir eine sequentielle
Zuordnung ausreichende Auflésung. Auch ohne den Einsatz der teuren perdeuterierten
Glucose konnte offenbar ein ausreichend hoher Deuterierungsgrad der Probe erreicht
werden. Der Vergleich mit Spektren von Proteinproben mit bekanntem Deuterierungsgrad
(Matthews 2004) Iasst auf einen Deuterierungsgrad von 85-90% schlielen. Bei den fur die
Zuordnung verwendeten Spektren wurde die Anzahl der Inkremente und der Scans erhéht,

um so technisch die bestmdgliche Qualitat und Auflésung der Spektren zu gewahrleisten.
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Abb. 3.11: 1D "H- und TROSY-HSQC Spektrum einer 3-fach markierten T1K Probe ("°N, *C, H). Die
erhohte Zahl an Signalen im 1D Spektrum geht auf eine Aufspaltung der Signale durch J-Kopplung mit
den 'N-Amidstickstoffatomen zuriick. NMR-detektierbare Pufferbestandteile sind im Gegensatz zu
den ersten aufgenommnen Spektren nach der optimierten Rickfaltung nicht mehr vorhanden. Das
TROSY-Spektrum (rechts) zeigt die gute Aufldsung und Dispersion der Probe. Beide Spektren wurden
in 150 mM KP; pH 6,5 mit einer Proteinkonzentration von 1,4 mM bei 293 K aufgenommen. Eingesetzt
wurde das 600 MHz Spektrometer (Bruker) mit Cryo-Probenkopf.

3.2.3.5 Aufnahme der 3D Spektren

Da die Qualitdt und Auflésung der Spektren nun ausreichte, um ein sequentielles
Assignment der Proteinhauptkette des T1K Konstrukts durchzufiihren, wurden zunachst die
TROSY-Versionen der folgenden ?H entkoppelten Tripelresonanzspektren aufgenommen:
HNCA, HN(CO)CA und HN(CO)CACB.
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Alle Spektren wurden mit einem Bruker 600 MHz Spektrometer mit CryoprobeT"’I Probenkopf
und Topspin™ Softwarepaket aufgenommen. Nach der Prozessierung der Daten mit Topspin
erfolgte die Auswertung der Spektren mit dem Softwarepaket Auremol, das in einer
Zusammenarbeit des Lehrstuhls Kalbitzer mit der Firma Bruker Biospin GmbH entwickelt
wurde (Gronwald & Kalbitzer 2004). Fir die Aufnahme der Spektren wurden die folgenden
Parameter verwendet: Die Probenkonzentration betrug 1,4 mM T1K Protein ("°N-, "*C- und
2H- markiert) in 150 mM KP-Puffer pH 6,5. Alle Messungen wurden bei einer
Probentemperatur von 293 K aufgenommen. Die verwendeten Pulsprogramme sind unter

2.9.2 beschrieben, die erstellten Peaklisten im Anhang dieser Arbeit beigefligt.

3.2.4 Das sequentielle Assignment von K,1.4 T1K

Da bei einem T1K Tetramer mit einer molaren Masse von Uber 48 kDa die sogenannte
klassische Vorgehensweise uber HSQC Spektren nicht mdglich war, wurde der Weg uber
die TROSY-Versionen der Tripelresonanz-Spektren mit 2H-Entkopplung gewahlt (Pervushin
et al. 1997). Dazu wurden die Signale des TROSY-HSQC Spektrums zunachst nummeriert
und die zugehdrigen Signale im HNCA und HN(CO)CA Spektrum identifiziert. Mit Hilfe der
Auremol Software wurde fiir jedes Signal ein Strip definiert, der die chemische Verschiebung
des Signals in der C-Ebene des Tripelresonanzspektrums reprasentiert. Im Falle eines
HNCA-Spektrums sind zwei Signale, das des C® der Aminosaure selbst und das des C°
Atoms der in der Polypeptidkette in N-C Richtung vorhergehenden Aminosaure zu erkennen.
Theoretisch sollte das Signal der eigenen Aminosaure aufgrund der besseren Ubertragung
der Magnetisierung intensiver sein. Da aber die Signale im Spektrum oft aufgrund der
unterschiedlichen Umgebung der einzelnen Aminosaduren innerhalb des Proteins in ihrer
Intensitat variieren, kann das eigene und das Vorganger-C°-Signal nur mit Hilfe des
HN(CO)CA Spektrums identifiziert werden, in dem nur ein Signal fiir das C* Atom des
Vorgangers vorhanden ist. Neben der Definition der Strips wurden die chemischen
Verschiebungen der Peaks gemall der Peaknummern im TROSY-Spektrum in eine Peakliste
aufgenommen.

Zunachst wurde mit Unterstitzung der Auremol-Strip-Window Funktion manuell versucht, die
jeweils benachbarten Aminosauren anhand ihrer typischen chemischen Verschiebungen zu
identifizieren, wobei gezielt nach Aminosauren mit markanten, also moéglichst hohen oder
niedrigen Werten gesucht wurde, um einen Einstieg in die Sequenz zu finden. Konnte ein
solcher Einstiegspunkt identifiziert werden, wurde durch ein Screening der zuvor definierten
Strips nach den mdglichen Nachbar-Aminosauren gesucht. Durch die bekannte AS-Sequenz
des Proteins erfolgte so schrittweise die Zuordnung der NMR-Signale.

Da gerade im mittleren Bereich der moglichen chemischen Verschiebungen der C* Atome

(also etwa zwischen 53 und 58 ppm) eine ldentifizierung der AS nur Uber den Wert der
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Verschiebung des C® Atoms aufgrund von Mehrdeutigkeiten kaum mdoglich ist, wurde Uber
das HN(CO)CACB Spektrum mit der chemischen Verschiebung des CP Atoms der
Vorgangeraminosaure eine weitere Information mit einbezogen. Damit konnten die meisten

Mehrdeutigkeiten aufgeldst werden.

3.2.4.1 Problemfélle bei der Zuordnung der Signale

Besondere Schwierigkeiten ergaben sich in Bereichen des Proteins, fir die nur sehr
schwache Signale gemessen werden konnten, also am N-Terminus und bei den direkt auf
Proline folgenden Aminosauren. Bis auf die ersten beiden Reste des Konstrukts M1 und E2

und den Prolin-Nachfolger E32 konnten jedoch alle dieser Anfangssignale zugeordnet

werden.
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Abb. 3.12: Zuordnung der C* Signale des Sequenzabschnittes F13 bis Q22 (entsprechend dem
zweiten B-Faltblatt und dem ersten a-Helix-Segment) des T1K Konstrukts. Dargestellt sind die mit
Auremol definierten Strips der C* Signale des HNCA Spektrums. Besonders im Bereich E14 bis K18
wird deutlich, dass die HNCA-Signale allein keine eindeutige Zuordnung ermdglichten. Auch die
korrekte Zuordnung von Strips mit mehr als einem Signalpaar wie bei L20 und der Ausschluss von
Artefakten erforderten zusatzliche Informationen. Auffallig ist auch der Einfluss der Sekundarstruktur
auf die chemische Verschiebung wie beim Vergleich von T15 (B-Faltblatt) und T19 (a-Helix) deutlich
wird.

Schwer aufzulésen waren auch die Zuordnungen an den Stellen im Protein, an denen mehr
als zwei gleiche Aminosauren aufeinander folgten, da dann mindestens zwei Strips mit sehr
ahnlichen chemischen Verschiebungen vorlagen. Dies war neben A91-93 und H96-101 im
Tag-Linker und 6xHis-Tag nur an einer Stelle in der Sequenz des Konstrukts der Fall, bei
den Tyrosinen 59 bis 61. Hier zeigte sich, wie auch bei den Histidinsignalen, dass nicht nur

die Zuordnung der Signale zur Sequenz nicht véllig eindeutig war, sondern auch eine
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Uberlagerung gleichartiger Signale vorlag. Eine weitere Differenzierung unter
Berucksichtigung der durch Vergleich mit eng verwandten Proteinen ermittelten moglichen
Sekundarstruktur (vgl. Abb. 3.7) war nicht mdglich, da die 3Y Sequenz mitten in einem

deutlich langeren a-Helix-Segment liegt.

3.2.4.2 Verbesserung der Zuordnung durch weitere NMR-Spektren

Um diese Mehrdeutigkeiten aufzulésen, wurde versucht, Uber die Aufnahme eines
Tripelresonanzspektrums, das Kontakte Uber drei Aminosaurereste zeigt, eine verbesserte
Zuordnung zu erreichen. Hiefiir wurde ein *H-entkoppeltes HN(CA)NNH Spektrum unter den
gleichen Aufnahmebedingungen wie bei den anderen 3D NMR-Spektren verwendet.

Leider war die Signalintensitat des Spektrums trotz hoher Anzahl von Scans eher niedrig.
Die auch in den anderen Tripelresonanzspektren eher starken Signale der Aminosauren des
C-terminalen Tags konnten so zwar weiter aufgelést werden, die Tyrosine 59 bis 61 zeigten
aber immer eher schwachere Signale und waren in dem neu aufgenommenen Spektrum
nicht identifizierbar. Daher konnte Y60 nicht sicher zugeordnet werden, mdglicherweise ist

das Signal auch mit dem von Y61 Uberlagert.
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3.2.4.3 Uberpriifung der Qualitat der Zuordnung

Um die Qualitat der Zuordnung zu Uberprifen standen verschiedene Kontrollmdglichkeiten
zur Verfugung. Zunachst wurden die chemischen Verschiebungen unter Berucksichtigung
der Informationen Uber Sekundarstrukturelemente betrachtet. Grundlage war hier die IUPAC

Liste der chemischen Verschiebungen (BMRB 1999). Von den 95 mdglichen Zuordnungen
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(die sechs im Konstrukt vorhandenen Proline ergeben wegen nicht vorhandener H"-Protonen
kein Signal) waren 90 erfolgt (vgl. Peakliste im Anhang), bei C* und CP Signalen traten keine

Wiederspriiche mehr auf.
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Abb. 3.14: TROSY-HSQC Spektrum von K,1.4 T1K mit Zuordnung der Signale. Vermessen wurde
eine der auch fiir Tripelresonanzspektren eingesetzten '°N-, ">C- und ?H-markierten Proben. Signale,
deren Bezeichnung mit (t) beginnt wurden dem 6xHis-Tag (inkl. Linker) zugeordnet.

Acht weitere Signale flr die zunachst Strips definiert worden waren, waren sehr schwach,
hatten oft keine C* oder CP Signale oder konnten aufgrund ihrer Position im TROSY-
Spektrum Argininseitenkettensignale identifiziert werden.

Zusatzlich konnte nun die bisher nicht berlicksichtigte Peakposition im TROSY-Spektrum
herangezogen werden, um die Plausibilitdt der Zuordnung zu Uberprifen. Die moglichen
Bereiche der chemischen Verschiebung in N-Richtung sind zwar zu groB, um fiir die
Zuordnung eingesetzt zu werden, bei vorhandener Zuordnung kann jedoch uberprift

werden, ob die bereits einer AS zugeordneten Signale innerhalb der moglichen Bereiche der
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Verschiebung liegen. Bei einer ersten Version der Zuordnung konnten so eine Reihe
zweifelhafter Signale identifiziert, und die Zuordnung daraufhin korrigiert werden.

Anschlielend wurden die Abweichungen der chemischen Verschiebung der C° Signale zum
random coil Wert berechnet und in einem Diagramm aufgetragen. Da Aminosauren im [3-
Faltblatt geringere und AS einer a-Helix etwas erhdhte chemische Verschiebungen
aufweisen, zeichnet sich im Diagramm die Sekundarstruktur ab. Im Vergleich mit der in Abb.
3.7 dargestellten Sekundarstruktur der in hohem MaRe sequenzidentischen K,1.2 T1
Domaéne, deren Kristallstruktur bekannt ist (Minor, Berger Cell 2000; PDB 1DSX), wurde eine

gute Ubereinstimmung festgestellt
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Abb 3.15: Darstellung der Abweichungen der chemischen Verschiebung der C* Signale des K,1.4
T1K Konstrukts vom random coil Wert (BMRB1999). Die Sekundarstrukturelemente, die im Alignment
mit der K,1.2 T1 Domane (Minor, Berger Cell 2000; PDB 1DSX) ermittelt wurden sind als schwarze
Balken dargestellt. Positive Abweichungen weisen auf das Vorhandenseins einer a-Helix hin, bei
negativen Werten wird ein B-Faltblatt angenommen.

3.2.4.4 Abgleich mit Spektren mit bekannter Zuordnung

Durch die Veroffentlichung der NMR-Experimente mit der T1 Domane von aK,1.1, einem
Kaliumkanal der Seeschnecke Aplysia californica durch Baker et al. (Baker, Choe 2006)
stand neben einer Abbildung eines TROSY-Spektrums auch eine Peakliste mit der
Zuordnung dieses Konstrukts zur Verfigung. Aufgrund der auffalligen Ahnlichkeit der
TROSY Spektren des K,1.4 T1K Konstrukts mit dem des aK,1.1 Konstrukts wurden
Vergleiche angestellt, um so die Zuordnung weiter abzusichern. Der Vergleich der Peaklisten
und eines Alignments (s. Anhang) der Konstrukte zeigte, das in den Bereichen mit

identischer Sequenz sehr ahnliche Werte der chemischen Verschiebung gemessen wurden.
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In Bereichen in denen die Sequenzen voneinander abwichen (15 von 88 Residuen), war ein
Vergleich nicht mdglich. Da die fiur die Messungen eingesetzten Proben geringe
Unterschiede in der Pufferzusammensetzung (20 mM NaP;, 50 mM NacCl) und pH-Wert (pH
7,0) aufwiesen, wurde zunachst versucht, unter den Bedingungen der Messung des aK,1.1
Konstrukts ein TROSY-Spektrum aufzunehmen, um so eine bessere Vergleichsmdglichkeit
dieser ,Fingerprint® Spektren zu erhalten. Da das T1K Konstrukt unter den neuen
Pufferbedingungen jedoch instabil war, musste die ebenfalls notwendige Temperaturreihe
unter den Standard-Pufferbedingungen fiir dieses Konstrukt durchgefiihrt werden. Die
hochste mdégliche Melitemperatur fir das T1K Konstrukt betrug 307 K. Das bei dieser
Temperatur aufgenommene TROSY-Spektrum war nochmals deutlich &hnlicher zum
Spektrum des aK,1.1 Konstrukts als das zuvor bei 293 K aufgenommene.

Insgesamt betrachtet konnte nun von einer gesicherten Zuordnung des K,1.4 T1K Konstrukts
ausgegangen werden. Unsicherheiten bestanden hier vor allem am Anfang des Konstrukts,
was technisch bedingt war. Die etwas unsichere Zuordnung der Reihenfolge der Histidine im
6xHis-Tag war fir die weitere Arbeit unerheblich. Alle Signale die hier zugeordnet wurden,
konnten eindeutig als Histidine identifiziert werden, wahrend die restliche Sequenz keine
weiteren Histidine aufweist, Verwechselungen waren also nur noch innerhalb des Tags

mdglich und damit unproblematisch.

3.2.5 Vorbereitung der Titrationsexperimente mit den cytoplasmatischen

Domanen von K 1.4

Nachdem die Zuordnung der K,1.4 T1 Doméne erfolgt und abgesichert war, konnten
Titrationsexperimente zur Untersuchung der Interaktionen der T1 Domane mit dem K,1.4
Inaktivierungspeptid und dem ebenfalls cytosolischen C-Terminus geplant und vorbereitet
werden. Das Inaktivierungspeptid selbst war bereits in der Arbeitsgruppe von Prof. Bernd
Fakler, Uni Freiburg, untersucht und charakterisiert worden und stand daher zur Verfligung.
Ein Konstrukt des K,1.4 C-Terminus wurde von Doris Wiedemann (Wiedemann 2005) im

Rahmen einer Diplomarbeit kloniert.

3.2.5.1 Das K,1.4 IP Konstrukt

Bei dem verwendeten K,1.4 IP Konstrukt handelt es sich um das Konstrukt, das der 2003
von R. Wissmann und B. Fakler veroéffentlichten Struktur der sogenannten Tandem-
Inaktivierungsdomane (Wissman, Fakler 2003, PDB 1KN7) zu grunde liegt. Es besteht aus
den ersten 75 AS des K,1.4 Proteins. Das Konstrukt besitzt zwei helikale Segmente (AS 20
bis AS 38 und AS 40 bis AS 50), die Uber einen flexiblen Linker verbunden sind, einen

ungefalteten N- und einen sehr flexiblen und glycinreichen C-Terminus.
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Abb. 3.16: Das K,1.4 IP Konstrukt umfasst die ersten 75 AS des K,1.4 Kanalproteins. Das Konstrukt
tragt am N-Terminus drei zusétzliche Aminosauren, die den Uberhang der Thrombinschnittstelle
darstellen. Die beiden a-helikalen Sekundarstrukturelemente sind entsprechend markiert. Das
Konstrukt hat einen theoretischen pl von 7,04 bei einer molaren Masse von 7,79 kDa.

Eine "*N-markierte Probe des Peptids fiir die Titration mit dem T1K Konstrukt konnte von der
Arbeitsgruppe von Prof. Fakler, Freiburg, zur Verflgung gestellt werden. Weiteres
unmarkiertes Material fur die weiteren Titrationsexperimente musste jedoch in gdlerer
Menge exprimiert werden. Dazu wurden die Expressions und Aufreinigungsbedingungen des
Konstrukts Uberprift, an die veranderten Pufferbedingungen angepasst und anschliel3end
optimiert.

Das Konstrukt lag in dem Vektor pET41a (Novagen) vor, besal} also N-terminal einen 6xHis-
und GST-Tag. Der ebenfalls im Plasmid codierte S-Tag war bei der Klonierung entfernt
worden. Aufgrund der relativ geringen Expression im urspriinglich verwendeten E. coli
BL21(DE3) Expressionsstamm wurde zunachst aufgrund der bisherigen guten Erfahrungen
mit Kaliumkanalkonstrukten von Saugetieren, das Expressionsplasmid isoliert und in den
bereits zuvor verwendeten E. coli Expressionsstamm Rosetta™ pLysS transformiert. Da
dieser Stamm die bei mammaler DNA haufig auftretenden, bei E. coli aber seltenen Codons
durch zusatzliche tRNAs komplementiert, konnte so die Expression deutlich gesteigert
werden.

Das ursprungliche Aufreinigungsprotokoll sah eine zweistufige Aufreinigung Uber die beiden
Affinitats-Tags mit anschliellendem Thrombinverdau zur Entfernung des gesamten Tags vor.
Dazu musste das Protein jedoch mehrfach umgepuffert werden. Insgesamt zeigten sich bei
der Durchfihrung des Protokolls relativ grol3e Proteinverluste, vermutlich auch durch
Oxidation, und ein hoher Zeitaufwand. Eine Uberpriifung des Pellets des Aufschlusses zeigte
zudem, dass ein relativ groRer Anteil des exprimierten Proteins in Einschlusskérperchen
(Inclusion Bodies) vorlag. Daher wurde der Versuch einer denaturierenden Reinigung analog
zu den weiteren Konstrukten Uber eine Ni-NTA Matrix unternommen. Die anschlieRende
Ruckfaltung erfolgte direkt in einen Puffer (150 mM KP;, 20 mM DTE, pH 7,3) der sowohl die
Stabilitat des Proteins als auch die Aktivitat der fur die anschlieRende Entfernung des Tags

eingesetzten Thrombinprotease gewahrleistete. Es konnte eine Ruckfaltausbeute von 80%
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erreicht werden. Bei dem ausgefallenen Protein handelte es sich groftenteils um
Verunreinigungen, die bei der Affinitatsreinigung noch nicht entfernt werden konnten, aber
unter den Bedingungen der Ruckfaltung nicht 16slich waren. Nach dem Thrombinverdau
erfolgte die Nachreinigung und Entfernung von Tag und Thrombin Gber eine Gelfiltration mit
einer Superdex 75 Matrix (GE Healthcare). Dabei wurde gleichzeitig auf den KP;
Standardpuffer (150 mM KP;, pH 6,5) mit zusatzlich 20 mM DTE als Reduktionsmittel
umgepuffert. Da das Thrombin vollstdndig entfernt werden konnte, konnte auf die
urspriinglich vorgesehenen Proteaseinhibitoren verzichtet werden.

Das neue Aufreinigungsprotokoll erwies sich als deutlich effektiver als das bisher
verwendete. Durch den Wegfall der Aufreinigung Uber die GSH Saule sinken auch die
Kosten der Aufreinigung. Das K,1.4 IP Konstrukt stand nun in ausreichender Menge und
gleichbleibend guter Qualitat zur Verfugung.

Gleichzeitig wurde das Assignment des K,1.4 IP von R. Wissmann, basierend auf ®N HSQC
Spektren (aufgenommen bei pH 4,4) mit den unter den adaptierten Pufferbedingungen
aufgenommenen "N TROSY HSQC-Spektren abgeglichen. So konnte die vorhandene
Zuordnung auf die veranderten Melibedingungen U(bertragen werden. Erwartungsgeman
zeigten sich im Bereich der Signale der Histidine H61-H64 durch die Deprotonierung der
Histidinreste deutliche Verdnderungen der Verschiebungen in H-Richtung. Die Ubrigen
Signale konnten unter Berlcksichtigung der relativ geringen systematischen Veranderungen,

die durch die unterschiedlichen Spektren bedingt waren, problemlos identifiziert werden.

3.2.5.2 Das Ky1.4 C-Terminus Konstrukt

Die Klonierung des K,1.4 C-Terminus wurde von Doris Wiedemann im Rahmen ihrer
Diplomarbeit durchgefiihrt (Wiedemann 2005). Das Konstrukt mit der besten Ldslichkeit
zeigte auffallend ahnliche Lésungsbedingungen wie das zuvor klonierte T1K Konstrukt der
T1 Domane: 150 mM KP; bei pH 6,5, zusatzlich wurden 20 mM DTE eingesetzt, da das
Konstrukt Cysteine enthalt, die die Bildung von Dimeren durch Disulfidbriicken ermdglichen.
Diese Dimere waren im Gelfiltrationsschritt der Aufreinigung nachweis- und entfernbar.

Die Aufreinigung des mit Hilfe des pET 19b Plasmids in E.coli Rosetta™ pLysS exprimierten
Konstrukts erfolgte denaturierend (vgl. T1K Konstrukt) dber den hier N-terminalen 10xHis-
Tag. Die ebenfalls enthaltene Enterokinase-Schnittstelle, die eine Entfernung des Tags ohne
Uberhang-Aminosauren ermdglichen sollte, erwies sich als unbrauchbar. Die erforderlichen
Verdaubedingungen (mindestens pH 7,5, phosphatfreier Puffer) fihrten zur Prazipitation des

Proteinkonstrukts. Zusammen mit dem 10xHis-Tag und der Linkersequenz mit der
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Enterokinase-Schnittstelle hat das Konstrukt eine molare Masse von 12,8 kDa. Da das
Konstrukt den C-Terminus in einer Lange von 84 AS (E571 bis V655) umfasst, erhielt es die
Bezeichnung K,1.4 C84 oder kurz C84.

MGHHHHHHHHHHSSGH IDDDDKHMETENEEQTQLTQ
NAVSCPYLPSNLLKKFRSSTSSSLGDKSEYLEMEEG
VKESLRGKEEKCQGKGDDSETDKNNCSNAKAVETDV

Abb. 3.17: Das K,1.4 C84 Konstrukt ist insgesamt 108 AS lang mit einer molaren Masse von 12,8
kDa. Die rot markierte Sequenz besteht aus dem 10xHis-Tag und der Enterokinaseschnittstelle, blau
markiert ist das hochkonservierte C-terminale PDZ-Bindemotiv, dessen Funktionalitdt in NMR-
Titrationsexperimenten nachgewiesen werden konnte (Meyer 2005)

Das Konstrukt beginnt direkt nach dem Ende der S6 Helix, und damit der Transmembran-
Domane. Verschiedene Sekundarstruktur-Vorhersageprogramme ergaben mehr oder
weniger lange helikale Strukturen im Bereich der unmittelbar auf die S6 Helix folgenden
Sequenzbereiche.

Nach dem erfolgten sequentiellen Assignment des Konstrukts durch Simon Meyer (Meyer
2005, Diplomarbeit) konnten jedoch keine Hinweise auf stabile Sekundarstrukturelemente

gefunden werden.
3.2.5.3 Erstellung eines Homologiemodells fir das K,1.4 T1 Tetramer

Um die Ergebnisse der geplanten Titrationsexperimente besser beurteilen zu kénnen, und
um eine bessere Nutzung der durch das sequentielle Assignment gewonnenen
Informationen zu gewahrleisten, war eine raumliche Darstellung des K,1.4 T1K Konstrukts
erforderlich. Da die flir die Strukturrechnung notwendigen NMR-Daten aufgrund der GroRRe
des Tetramers noch nicht ausreichten (keine NOE-Kontakte), wurde ein Homologiemodell
erstellt. Dieses Homologiemodell basiert auf der Kristallstruktur des Tetramers der K,1.2 T1
Domane, die von Minor et al. gelést wurde (Minor, Berger 2000; PDB 1QDV). Diese Struktur
mit einer Auflosung von 1,6 A wurde als Vorlage verwendet, da sie Uber eine zu 88%
identische Sequenz verfiigt. Bei den abweichenden AS handelt es sich um konservative
Mutationen, die meist einzeln auftreten. Eine sehr ahnliche Tertiar- und Quartarstruktur ist
daher anzunehmen. Das Alignment ist im Anhang dargestellt.

Mit Hilfe der Homology-Modeling-Wizzard Funktion von Auremol™ (Gronwald & Kalbitzer
2004) wurden die fur die eigentliche Modellrechnung in CNS (Brunger 1998) erforderlichen

Alignment-Files erstellt. Nach der anschlieBenden CNS-Rechnung wurden die
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energiedrmsten Modellstrukturen identifiziert und mit Hilfe von MolMol™ dreidimensional

dargestellt.

Abb. 3.18: Homologiemodell des K,1.4 T1K Konstrukts. Das Modell beruht auf der Kristallstruktur der
K,1.2 T1 Doméane (Minor, Berger 2000; PDB 1QDV). Diese Struktur mit einer Auflésung von 1,6 A ist
zu 88% sequenzidentisch mit dem K,1.4 T1K Konstrukt. MolMol-Darstellung als Ribbon-Modell. Zur
Orientierung sind N- und C-Termius markiert. Der zum Cytosol ausgerichtete N-Terminus ist gemaf
der Konvention nach unten orientiert. Die typischen Strukturelemente einer T1 Doméane mit dem N-
terminalen antiparallelen R-Faltblatt und dem ausschlieBlich a-helikalen C-terminalen
(membranzugewandten) Bereich sind deutlich erkennbar.

3.2.6 Titrationsexperimente: Interaktionen von K,1.4 T1K mit den cytosolischen

Domaéanen

Auf der Basis der nun vorhandenen Konstrukte und ihrer sequentiellen Zuordnungen wurden
Titrationsexperimente durchgefihrt, um so direkt die Wechselwirkungen zwischen der K,1.4
T1 Domane und dem IP und C-Terminus zu bestimmen. Dazu wurde '’N-markiertes K1.4
T1K Protein zunachst mit den beiden unmarkierten Peptiden einzeln titriert, anschlieend
wurde eine kombinierte Titration durchgefihrt. Um auch die Interaktionsstellen der Peptide
zu bestimmen, wurden diese "°N-markiert eingesetzt und mit der unmarkierten T1 Domane
titriert.

3.2.6.1 Durchfuhrung der Experimente

Zur Durchfihrung der Titrationsexperimente wurde das jeweils zu beobachtende
Proteinkonstrukt ">N-markiert eingesetzt, im Falle des 48 kDa groRen T1K Tetramers wurde
zusatzlich deuteriertes Protein verwendet, um die entsprechend gute Auflésung zu
gewahrleisten. Die Konzentration des vorgelegten Proteinkonstrukts wurde auf 0,5 mM

eingestellt, beim T1K Konstrukt bezieht sich dieser Wert auf die Monomer-Konzentration.
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Die Titrationen wurden im 150 mM KP; Puffer bei pH 6,5 durchgefihrt, dem DTE ad 20 mM
zugesetzt wurde. Alle Proteine lagen in der gleichen Pufferlosung vor, Artefakte durch
unterschiedliche  Salzkonzentrationen, pH-Verdnderungen und neu eingebrachte
Pufferzusatze konnten so vermieden werden.

Nach der Aufnahme eines N TROSY-HSQC Spektrums als Referenzspektrum erfolgte die
schrittweise Zugabe des zweiten Proteinkonstrukts. Nach jeder Zugabe wurde erneut ein
Spektrum aufgenommen und mit dem Referenzspektrum verglichen. Die Hohe der
Zugabemenge wurde experimentell bestimmt und die Zugabeschritte entsprechend der
bisherigen Ergebnisse angepasst. Die Titrationen wurden bis maximal zum 6-fachen molaren
Uberschuss des zugegebenen Proteinkonstrukts gefiihrt. Das zutitrierte Proteinkonstrukt
wurde in hoher Konzentration eingesetzt, um Artefakte durch zu starkes Verdiinnen des
vorgelegten Proteins zu vermeiden. Die zugegebene Proteinlésung wurde vor Beginn der
Messreihe aliquotiert und nach Schockfrosten bei -80 °C gelagert.

Bei héheren Proteinkonzentrationen (die Proteingesamtkonzentration in der Probe lag bei bis
zu 6 mM) entstanden durch die zunehmende Viskositat der Probe vermehrt Artefakte. Zum
Teil war auch die Uberlagerung der Signale des vorgelegten '°N markierten Proteins durch
Signale zu beobachten, die durch die natirliche Haufigkeit von N im unmarkierten,
zutitrierten Proteinkonstrukt hervorgerufen wurde.

Die "°N TROSY-HSQC Spektren wurden mit dem Pulsprogramm trosyetf3gpphsi19 (Bruker
Biospin GmbH) durchgefuhrt.

3.2.6.2 Auswertung der Titrationsexperimente

Die Daten der Spektren wurden zunachst entsprechend der Verdiinnung der Probe und der
eventuell abweichenden Aufnahme- (receiver gain) und Prozessierungsparameter (NCproc)
korrigiert.

Die Titrationsexperimente wurden anhand der mit Auremol erstellten Peaklisten ausgewertet,
also die Veranderung der Peakposition im °N TROSY-HSQC Spektrum in der N- und H-
Dimension bestimmt und graphisch dargestellt.

Dabei wurde der A5 Wert einer Verschiebung nach der folgenden Methode berechnet: Der
Protonenshift geht mit der Gewichtung 1,0 in die Rechnung ein, die Veranderung in der "°N-

Dimension wird mit dem Faktor 0,1 gewichtet. Der A& ("°N,"H) Wert ergibt sich also wie folgt:
A8 ("N,"H) = [A3 ("HY* + (0,148("°N))7"

Abweichend von der Berechnung bei Baker et al. (Baker, Withrich, Choe 2006) wurde fiir A8

("*N) der Gewichtungsfaktor 0,1 statt 0,2 verwendet. Die erhaltenen Ergebnisse wurden
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durch Vergleich mit dem Mittelwert und der Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert
wie folgt bewertet:

Signalverschiebungen mit As ("°N,'H) Werten, die deutlich iiber der Summe von Mittelwert
und Standardabweichung liegen, wurden als starke Verschiebungen bzw. Wechselwirkungen
bezeichnet und sind in allen folgenden Abbildungen grin markiert. Verschiebungen im
Bereich der Summe von Mittelwert und Standardabweichung (Abweichung +/- 15 %) waren
klar vom Rauschen der Messung unterscheidbar, sie sind als deutliche Verschiebungen
bezeichnet und werden blau dargestellt. Mdglicherweise signifikante Verschiebungen, die
gréRer als die Summe von Mittelwert und 50 % der Standardabweichung sind, werden grau
dargestellt.

Die ebenfalls auftretenden Veranderungen der Peakvolumina wurden durch die Integration
mit Auremol™ bestimmt. Hierbei wurden die Integrationsparameter mehrfach optimiert, da
die default-Werte fir die verwendeten Spektren zu klein gesetzt waren. Im Vergleich zu den
Ublicherweise integrierten HSQC Spektren monomerer Proteine ahnlicher Grofke sind die
K\1.4 T1K TROSY-HSQC Signale sehr breit. Als maximale Peakausdehnung fur die
Integration wurde in der Protonen-Dimension 60 Hz und in der N-Dimension 80 Hz
festgelegt. Durch Uberlagerungen mit benachbarten Signalen oder mit den durch die
natiirliche Héaufigkeit von "N bei héheren Konzentrationen des unmarkierten Proteins
entstehenden Restsignalen entstehen jedoch oft fehlerhaft integrierte Signale, so dass eine
manuelle Durchsicht erfolgen musste. Signale mit verhaltnismaRig kleinen Volumina
erwiesen sich als besonders anfallig fir Verzerrungen des Signals und wurden daher

ebenfalls grindlich Gberprift und gegebenenfalls in der Auswertung nicht berticksichtigt.

3.2.6.3 Titration des K,1.4 T1K Konstrukts mit dem K,1.4 Inaktivierungspeptid

Die Titration des K,1.4 T1K Konstrukts mit dem K,1.4 Inaktivierungspeptid wurde sowohl bei
283 K als auch bei 293 K durchgefiinrt. Dabei zeigten sich in der Messung bei 293 K etwas
deutlichere Ergebnisse. Die Ergebnisse von zwei der insgesamt drei durchgefiihrten
Messreihen die bis zum 5,7-fachen molaren Uberschuss des IP gefiihrt wurden, konnten
daher zusammengefasst werden. Dazu wurde der Mittelwert der beiden getrennt bestimmten
A8 ("™N,'H) Werte gebildet und anstatt der Einzelwerte zur Erstellung eines
Saulendiagramms verwendet, das einen Uberblick tber die Ergebnisse vermittelt.

Die Auswertung nach den Signalvolumina zeigte zwar Parallelen zur Auswertung der
Signalverschiebungen, da jedoch nur etwa 50 % der Signale auswertbar waren, blieben die
Ergebnisse hier sehr lickenhaft.

In Abbildung 3.19 sind die Ergebnisse der Verschiebungen im Diagramm und zusatzlich mit

der Bewertung nach den in 3.2.6.2 eingeflihrten Kriterien an der Sequenz des T1K
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Konstrukts dargestellt. Dabei zeichnen sich bereits drei Bereiche mit besonders deutlichen
Verschiebungen ab: F38 bis E44, R62/S63 und R69 bis T79. Diese deutlichen Signale sind
haufig flankiert von den grau markierten, zunachst als unsicher eingestuften Signalen. Diese
Signale, die nur kleine Veranderungen zeigten, sind nicht statistisch, sondern spezifisch
verteilt und werden daher in die Auswertungen mit einbezogen. Die hier nicht dargestellten
6xHis-Tag- und Linkersequenzen zeigten in der Titration keine signifikanten Veranderungen.
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Abb. 3.19: Darstellung der Ergebnisse der Titration des K,1.4 T1K Konstrukts mit dem
Inaktivierungspeptid. (A) Aufgetragen sind die Ad (15N,1H) Werte mit dem Gewichtungsfaktor 0,1 fur
die "°N Shifts gegen die Sequenz des T1K Konstrukts. Der Mittelwert ist als durchgezogene Linie, die
Summe von Mittelwert und Standardabweichung punktiert dargestellt. Neben den sehr starken
Wechselwirkungen von E44 und R69 sind vor allem im Bereich ab Q62 allgemein deutlich grofiere
Verschiebungen zu beobachten als im N-terminalen Bereich. Da zwei Messungen zur Verfiigung
standen, wurden diese getrennt ausgewertet und die Werte fiir die einzelnen AS anschlief3end
gemittelt.

(B) Zusammengefasste Signalverschiebungen und Volumenveranderungen (nur bei 293 K) in der
Titration mit dem IP, dargestellt auf der Sequenz des T1K Konstrukts. In der ersten Zeile sind die
Signalverschiebungen dargestellt. Reste mit deutlichen Verschiebungen sind blau, solche mit starken
Wechselwirkungen griin hinterlegt. Grau hinterlegt sind grenzwertige Verschiebungen. Eine Haufung
der Wechselwirkungen um die Sequenzpositionen 43 und 73 ist deutlich erkennbar. In den beiden
unteren Zeilen ist die Auswertung nach der Volumenverdnderung der NMR-Signale dargestellt.
Aminosaurereste, deren Signale auswertbar sind, sind gelb unterlegt, blau unterlegt sind die Reste,
deren Signal in der Titration auf unter 78% der Ausgangsintensitat abfiel.

Die ebenfalls in Abbildung 3.19 dargestellten Volumenveranderungen (der Schwellenwert
von 78% ist willkurlich festgelegt) zeigen weniger eindeutige Ergebnisse. Die Signale der
Aminosauren mit deutlichen Signalverschiebungen waren hier oft nicht auswertbar. Unter
Bericksichtigung der graphisch dargestellten Ausgangsdaten (Abbildung 3.20) die bereits

um die Daten der nicht auswertbaren Signale bereinigt sind, wurde deutlich, dass die
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Qualitat dieser Daten eine gleichwertige Einbeziehung in die Auswertung der Titration nicht
zulasst.
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Abb. 3.20: Abbildung der Volumenveranderungen in der Titration des T1K Konstrukts mit dem
Inaktivierungspeptid. Aufgetragen ist das normierte Volumen der T1K-Signale gegen das molare
Verhaltnis von IP zu T1K-Monomer. Rot dargestellt sind Signale, deren Volumen bei 5,7-fachem
Uberschuss des IP weniger als 78% des Ausgangswertes betrug, griin Signale, deren Volumen unter
72% lag. Der Verlust von etwa 1/10 des Ausgangswertes der Signalvolumina, der bei den am
geringsten veranderten Signalen zu beobachten ist, geht wahrscheinlich auf Proteinprazipitation
zuruck.
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Abb. 3.21: Abbildung einiger typischer Signalverschiebungen in der Titration des K,1.4 T1K
Konstrukts mit dem IP. Das Referenzspekirum mit der Zuordnung ist blau dargestellt, das bei 4-
fachem molaren Uberschuss des IP aufgenommene Spektrum griin, bei 5,7-fachem IP Uberschuss rot
dargestellt. Beispiele fir Signale mit starken Verschiebungen sind E44 und R69, N43 wurde als
deutliche Verschiebung klassifiziert. Die Verschiebungen bei D48 und R42 liegen bereits unterhalb
des Schwellenwertes fur eine mogliche Interaktion. Die Signale von V8 und V5 sind nicht verschobene
Referenzsignale. Um Intensitatsunterschiede durch Verdinnung und Prozessierung auszugleichen,
wurden die Signale anhand der nicht verschobenen Referenzsignale und der Signale des Tag-Linkers
auf die gleiche Breite der Peakbasis eingestellt.
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Selbst diese bereinigten Signale zeigen eine deutliche Streuung, der Abfall der
Signalintensitat erfolgt sehr ungleichmaBig, ein Hinweis auf fehlerbehaftete Signale.
Ebenfalls problematisch war die Festlegung des Schwellenwertes fir eine mdogliche
Interaktion. Fur die Abbildung 3.20 wurden fur eine Ubersichtlichere Darstellung willkurlich
Grenzwerte fiir die Farbgebung der Signale festgelegt, es zeichnen sich keine Signalgruppen
mit &hnlichem Verhalten ab.

Die Auswertung der Signalverschiebungen erwies sich dagegen als sehr zuverlassig. Vor
allem konnten ausreichend nicht verschobene Signale identifiziert werden, so dass eine
zuverlassige Referenzierung der Daten moglich war. In Abb. 3.21 sind einige typische
Signalverschiebungen anhand eines Ausschnitts des '°N-TROSY HSQC Spektrums

dargestellt.

3.2.6.4 Uberprifung der Auswertung

Um mdgliche Artefakte zu identifizieren, wurden die Signale, fiur die Verschiebungen
festgestellt wurden, genauer analysiert. Zunachst sollte ein Effekt der wahrend der Titration
ansteigenden Gesamtproteinkonzentration z.B. durch erhdhte Viskositat der Lésung oder
geringere Hydratation der Proteine ausgeschlossen werden. Eine systematische
Verschiebung oder Verbreiterung aller Signale konnte jedoch nicht festgestellt werden, die
Verschiebungen erfolgen in unterschiedlichen Richtungen. Trotz makroskopisch zu
beobachtender Zunahme der Viskositat einer Loésung des T1K Konstrukts konnten aul3er der
erwarteten leicht verminderten Signalintensitat durch die Verdinnung des vorgelegten T1K
Proteins keine signifikanten Veranderungen der Spektren gefunden werden.

Um die Konzentrationsabhangigkeit der beobachteten Verschiebungen im Verlauf der
Titration besser einschatzen zu kénnen, wurde in Abb. 3.22 der Wert der Verschiebung
gegen die Konzentration des IP aufgetragen (nur Werte der Melireihe bei 293 K). Dabei
zeigte sich zunachst ein sehr gleichmaliges Bild, was auf eine geringe Fehlerbehaftung der
Messwerte im Vergleich mit den Werten der Signalintensitat hinweist. Ausgewertet wurden
die Signale der zwei stark wechselwirkenden Reste E44 und R69, sowie eine Auswahl der
benachbarten deutlich wechselwirkenden Reste.

Zur Abschatzung der Bindungskonstante Kp des Inaktivierungspeptids wurde unter der
Annahme einer Bindung im Verhaltnis 1:1 von T1K und IP ein Fit zu den Datenreihen erstellt.
Daraus ergab sich fur die stark wechselwirkenden Reste E44 und R69 eine Kp Wert von 1,37
mM, die Ubrigen Reste, die bereits bei 4-fachem Uberschuss des IP (also bei einer
Konzentration von 1,92 mM des IP) eine Sattigung zeigten, lag die Bindungskonstante mit
0,10 mM bis 0,14 mM deutlich niedriger. Es kénnen also eindeutig zwei Gruppen von

Resten, die das IP unterschiedlich stark binden, unterschieden werden.
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Abb. 3.22: Betrage der Verschiebungen der flinf ausgewahlten deutlich oder stark verschobenen
Signale des K,1.4 T1K Konstrukts aufgetragen gegen die Konzentration des IP. Die T1K-Monomer-
Konzentration ist 0,48 mM. Fir die AS E44 und R69 ergibt sich unter Annahme eines
Bindungsverhaltnisses von 1:1 eine Dissoziationskonstante von 1,3 mM, die Ubrigen, weniger stark
shiftenden Reste weisen eine Dissoziationskonstante von 0,10 bis 0,14 mM auf. Die dem Fit zugrunde
liegende Gleichung und die weiteren Daten sind im Anhang aufgefuhrt.

Bei den Resten E44 und R69 ist bei 2-fachem Uberschuss des IP zu beobachten, dass die
Messwerte von der Fitkurve abweichen, dies kann durch Rauschen verursacht sein oder

aber auf eine komplexere Bindungskinetik als das angenommene 1:1 Modell hinweisen.

3.2.6.5 Darstellung der Ergebnisse am Homologiemodell

Um festzustellen, ob die Aminosaurereste, die Signalverschiebungen zeigten, auch in
raumlichen Zusammenhang stehen, wurden die Ergebnisse am Homologiemodell des T1K
Konstrukts dargestellt. Dabei zeigte sich, dass sowohl ein kleiner Bereich mit AS 41-44 an
der N-terminalen Oberflache des Proteins als auch grélRere Flachen an der C-terminalen
Oberflache des Konstrukts zwischen AS 69 und 79 zusammenhangende Bereiche bilden, die
mit dem |IP wechselwirken.

Auch die Bindungsflachen des T1K Tetramers wurden mit in die Betrachtung einbezogen.
Bei der Darstellung des Homologiemodells wurde das Ribbon-Modell verwendet, um auch
einen Einblick in das innere des Komplexes zu erhalten. Dabei zeigte sich, dass die im C-
terminalen, in vivo der Membran zugewandten Bereich wechselwirkenden Gruppen von AS-
Resten im Inneren des Proteinkomplexes miteinander in Kontakt stehen. Ein kooperativer
Bindungsmechanismus ist damit mdglich. Weiterhin fielen einige einzelne Aminosaurereste

auf der AulRenseite des Tetramers auf, die sich ahnlich einer Perlenkette in der Mitte des
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Monomers vom N- zum C-Terminus des Komplexes spannen. Diese Reste bilden eine
zeitweise unterbrochene Verbindungslinie zwischen den beiden Zentren der Wechselwirkung

am N- und C-Terminus.

F84—

Zellmembran

Abb. 3.23: Darstellung der Ergebnisse der Titration des K,1.4 T1K Konstrukts mit dem
Inaktivierungspeptid am Homologiemodell von T1K (MoIMoIT'VI Darstellungen). (A) Monomer als
Ribbon-Modell. Der helikale C-terminale Abschnitt, der sich im Kanalkomplex in der Nahe der
Zellmembran befindet, ist nach oben ausgerichtet. Stark wechselwirkende Reste sind griin markiert,
deutlich wechselwirkende Reste blau, schwach wechelwirkende Reste grau eingezeichnet. (B)
Aufsicht auf das Tetramer, von der Membranseite aus gesehen. Neben R69 sind besonders die zur
Achse des Tetramers weisenden Reste von V73 gut erkennbar. (C) Oberflachendarstellung des
Tetramers, die Orientierung entspricht dem Monomer (A). Jeweils zwei Monomere wurden beigefarbig
hervorgehoben. Viele der wechselwirkenden Reste ragen deutlich aus der Oberflache hervor. Die in
(A) und (B) grau markierten Reste sind hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit ebenfalls blau
eingefarbt.



Ergebnisse 91

3.2.6.6 Titration des IP mit der T1-Domane

Um auch die an der Wechselwirkung von IP und T1Domane beteiligten Aminosauren des IP
zu identifizieren, wurde eine entsprechend '°N markierte Probe des IP-Konstrukts, die von
der AG Prof. Fakler, Freiburg, zur Verfligung gestellt wurde, mit dem T1K Konstrukt titriert.
Zur Schonung der Probe wurde die Titration bei 283K durchgefihrt.
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Abb. 3.24: Ergebnisse der Titration des IP mit dem T1K Konstrukt (A) Saulendiagramm der
Verschiebungen aufgetragen gegen die Sequenz des IP. Die Signale haben eine geringere
Linienbreite, sind damit scharfer und heben sich deutlich vom Rauschen ab. Mittelwert (MW) (—) und
die Summe von MW und Standardabweichung (") sind entsprechend markiert. (Bei den graphisch
nicht dargestellten Signalen wurde keine Veradnderung beobachtet) Darunter die bewertete
Darstellung der Aminosaurereste des IP, die bei der Titration mit dem T1K Konstrukt Veranderungen
der chemischen Verschiebung aufweisen. Deutliche Verschiebungen sind blau, starke griin markiert
entsprechend der Definition unter 3.2.6.2. (B) Darstellung der Signalverschiebungen am
Strukturmodell (MoIMoITM). Die abgebildete Struktur ist Teil des von Wissmann et al. verdéffentlichten
Strukturbiindels (PDB 1KN7, Wissmann 2003). Die meisten Wechselwirkungen zeigen sich in den
helikalen Bereichen des Konstrukts zwischen A30 und A50. In der lbrigen Sequenz finden sich in
Abstanden von etwa 8 AS jeweils 2 benachbarte interagierende Reste.
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Bei 2-fachem Uberschuss des T1K-Konstrukts konnte keine weitere Veranderung der
chemischen Verschiebungen beobachtet werden. Aufgrund der geringeren Linienbreiten der
Signale des monomeren IP waren noch deutlich kleinere Veranderungen als beim T1K
Konstrukt auswertbar, da die Signale deutlich vom Rauschen unterschieden werden
konnten. Dazu wurden die gleichen Kriterien wie beim T1K Konstrukt angewandt. Eine
ebenfalls durchgeflihrte Auswertung anhand der Intensitat der Signale zeigte trotz geringerer
Streuung der Werte keine Gruppe von Signalen die sich signifikant von den tGbrigen Signalen
unterschied. Wie beim T1K Konstrukt war eine gleichmafige Verteilung des Signalabfalls zu
beobachten. Die eindeutigere Auswertung der Signalverschiebungen wurde daher
bevorzugt, das Ergebnis ist in Abbildung 3.25 dargestellt. Die Wechselwirkungen treten
offenbar gehauft in den helikalen Bereichen des IP auf, besonders auffallig ist der Bereich
von A30 bis E55, der der C-Terminalen Halfte der ersten Helix und der gesamten zweiten
Helix entspricht und sehr alaninreich ist. Zusatzlich sind drei Arginin- (R31, R35, R40) und
ein Glutamatrest (E55) enthalten, die zweite a-Helix ist jedoch weitgehend hydrophob. Dieser
zentrale Bereich der Wechselwirkung wird flankiert von zwei AS-Paaren in den ungefalteten
Termini des Konstrukts, die entweder eher hydrophobe Reste oder Histidine enthalten. C-
terminal zeigen weitere vier zusammenhangende Reste, H66 bis Q69, mindestens deutliche,

meist starke Wechselwirkungen.
3.2.6.7 Titration mit dem C-Terminus-Konstrukt K,1.4 C84
Analog zur Titration des T1K Konstrukts mit dem IP wurde auch eine Titration mit dem K,1.4

C-Terminus-Konstrukts C84 durchgefiihrt. Die Titration wurde bei 293 K bis zum 4-fachen

Uberschuss des C84 Konstrukts gefiihrt, wobei eine Sattigung beobachtet wurde.
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Sequenz K 1.4 T1K
Abb. 3.25: Ergebnisse der Titration des T1K Konstrukts mit dem C84 Konstrukt. Sdulendiagramm der
Verschiebungen aufgetragen gegen die Sequenz des T1K Konstrukts. Mittelwert (MW) (—) und die
Summe von MW und Standardabweichung () sind durch Linien markiert. Im Vergleich mit der
Titration mit dem IP zeigt sich eine breitere Verteilung der wechselwirkenden Reste Uber die Sequenz,
vor allem im N-terminalen Sequenzabschnitt (K18 bis A21) zeigen sich zuvor nicht beobachtete
Wechselwirkungen.
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Titration T1K mit C 84

MERVV INVSGLRFETQMZSJEAQFPETLMGDPEKRTEYFDPLRNEYFFDRNRPSFDA I[R]Y YQSEGRLKRPVNVPED I FTEEVKFYQLE
1 10 20 30 40 50 60 70 80

Titration T1K mit IP

MERVV INVSGLRFETQMKTLAQFPETLLGDPEKRTQYFEPLRYEYFFDRNRPSFDAILYYYSEGGRLKRPVIPFDIFTEEVKEYQLE
1 10 20 30 40 50 60 70 80

Abb. 3.26: Dargestellt sind die wechselwirkenden AS-Reste des K,1.4 T1K Konstrukts mit dem C84
C-Terminus Konstrukt (obere Zeile) und zum Vergleich das Titrationsergebnis des
Inaktivierungspeptids (unten). Deutlich wechselwirkende Reste sind blau, stark wechselwirkende
Reste grin unterlegt. Grau unterlegte Reste zeigen mdgliche, aber statistisch nicht abgesicherte
Wechselwirkungen. Die Wechselwirkungen im N-terminalen Bereich sind deutlich starker ausgepragt
als beim IP, im C-terminalen Bereich der Sequenz, der im Tetramer zur Membran orientiert ist, ist die
Wechselwirkung nur bei einzelnen Resten stark ausgepragt. Wieder ist erkennbar, dass auch die
schwacheren Verschiebungen meist nicht statistisch verteilt sind, sondern in der Nachbarschaft der
starken Wechselwirkungen auftreten.

Abb. 3.27: Darstellung der Ergebnisse der Titration des K,1.4 T1K Konstrukts mit dem C-Terminus-
Konstrukt C84 am Homologiemodell von T1K (MoIMoIT'\’I Darstellungen). (A) Monomer als Ribbon-
Modell. Der helikale C-terminale Abschnitt, der sich im Kanalkomplex in der Nahe der Zellmembran
befindet, ist nach oben ausgerichtet, wichtige wechselwirkende Reste sind beschriftet. Auffallig ist,
dass das zum Cytosol gewandte 3-Faltblatt-Strukturelement kaum Wechselwirkungen zeigt.

(B) Aufsicht auf das Tetramer von der Membranseite aus gesehen. Die nach aufen weisenden Reste
Q36 und K18 sind gut erkennbar, im Zentrum des Tetramers finden sich im Gegensatz zur Titration
mit dem IP kaum wechselwirkende Reste. Dafur sind auf der AuRRenseite in der mittleren Ebene des
Konstrukts deutlich mehr wechselwirkende Reste zu erkennen. Die Farbcodierung entspricht Abb.
3.26: Deutlich wechselwirkende Reste sind blau, stark wechselwirkende Reste griin dargestellt. Grau
unterlegte Reste weisen schwachere Wechselwirkungen auf.



Ergebnisse 94

-

/ T
N43, E44 S0
. - o’J./

Abb. 3.28: Oberflachendarstellung des Tetramers, die Orientierung entspricht dem Monomer (A), die
der Membran zugewandte Seite weist nach oben. Jeweils zwei Monomere wurden beigefarbig
hervorgehoben. Viele der wechselwirkenden Reste ragen deutlich aus der Oberflache hervor. Die
meisten befinden sich, im Gegensatz zur Wechselwirkung mit dem IP, etwa in der mittleren Ebene des
Tetramers. Stark wechselwirkende Reste sind grin eingefarbt. Im Oberflachenmodell sind die im
sonst grau dargestellten, schwacher wechselwirkenden Reste wie die deutlich wechselwirkenden
Reste blau dargestellt, um Ubersichtlichkeit zu gewahrleisten. An der Oberflache gut erkennbare und
z.T aus der Flache herausragende Reste, die an den Wechselwirkungen beteiligt sind, sind
entsprechend beschiftet. Besonders markant erscheinen die Reste um R36 und Q62 in der mittleren
Ebene des Tetramers.

Wie in den Abbildungen 3.27 und 3.28 erkennbar, stehen die mit dem C84 Konstrukt
wechselwirkenden Reste vor allem in der mittleren Ebene des T1K-Tetramers miteinander in
Kontakt. Kontakte im Inneren des Komplexes konnten nicht festgestellt werden. Im Vergleich
mit den Wechselwirkungen des IP (vgl. Abbildung. 3.23) zeigte sich, dass die
interagierenden AS-Reste wesentlich breiter Uber die Sequenz verteilt sind. Vor allem im
Bereich von R39 bis E44 zeigt sich eine Uberlappung der Interaktionsflachen. Im Bereich
zwischen L58 und T79 sind weniger Wechselwirkungen erkennbar. Diese sind aber zum Teil
wesentlich deutlicher ausgepragt, in diesem Bereich zeigen sich in der Titration mit dem IP
die meisten Wechselwirkungen.

Die Gegentitration des C84 Konstrukts mit der T1 Domane (Meyer 2005) ergab mogliche
Wechselwirkungen im Bereich der N-teminalen ersten 10 AS des C84 Konstrukts. Diese
waren jedoch nur sehr schwach ausgepragt im Vergleich mit der Interaktion des ETDV-

Bindemotivs mit einer PDZ-Domane.
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3.2.6.8 Kombinierte Titration mit C-Terminus und Inaktivierungspeptid

Da die Bereiche der Interaktion des IP und des C84 Konstrukts mit der T1 Domane eine
teilweise Uberlappung zeigten, lag es nahe mit Hilfe einer kombinierten Titration des T1K
Konstrukts die Wechselwirkungen bei Anwesenheit beider Peptide zu untersuchen. Dazu
wurde die Titrationsreihe, die zuvor bei 293 K bis zum 5,7-fachen Uberschuss des IP gefiihrt
worden war, durch die Zugabe des C84 Konstrukts weitergefiihrt, bis auch das C84
Konstrukt im 5,7-fachen Uberschuss gegeniiber der T1K Monomer-Konzentration vorlag.
Das Konzentrationsverhaltnis von IP und C84 Konstrukt war also 1:1. Die Titration wurde bei
293 K durchgeflihrt, zur besseren Vergleichbarkeit mit der C84 Titration wurden einige
Titrationsstufen zusatzlich bei 283 K vermessen. Der Temperaturunterschied hatte jedoch
nur geringe Auswirkungen auf das Titrationsergebnis, so dass im Folgenden nur die
Ergebnisse bei 293 K dargestellt sind. Durch die hohe Proteinkonzentration (ca. 6 mM
Gesamtprotein) und damit erhdhte Viskositat der Probe nahm die Qualitat der Spektren
etwas ab, die Ergebnisse sind daher etwas anfalliger fir Fehler, die durch Rauschen und
Linienverbreiterung hervorgerufen werden. Vor Beginn der Titration wurde das in geringer
Menge vorhandene Proteinprazipitat aus der Probe entfernt. Der Verlust des T1K Konstrukts
wurde anhand der aufgenommenen NMR-Spektren auf weniger als 10% der

Ausgangsmenge geschatzt.
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Abb. 3.29: (A) Ergebnisse der Titration des T1K Konstrukts mit dem IP und C84 Konstrukt.
Saulendiagramm der Signalverschiebungen (Gesamtverschiebungen) aufgetragen gegen die
Sequenz des T1K Konstrukts. Mittelwert (MW) (—) und die Summe von MW und Standardabweichung
(") sind durch Linien markiert. (B) Dargestellt sind die wechselwirkenden AS-Reste des K,1.4 T1K
Konstrukts bei gleichzeitiger Interaktion mit dem IP und C84 Konstrukt. Deutlich wechselwirkende
Reste sind blau, stark wechselwirkende Reste griin unterlegt. Grau unterlegte Reste zeigen mogliche,
weniger starke Wechselwirkungen.
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Das Ergebnis der Titration zeigte deutliche Veranderungen der chemischen Verschiebungen
auch bei Signalen, die zuvor bei der Titration mit dem C84 Konstrukt keine signifikanten
Shifts gezeigt hatten. In den Abbildungen 3.29 und 3.30 ist das Ergebnis der Titration
dargestellt. Aufgrund der zusatzlichen Verschiebungen bei zuvor nicht beteiligten Signalen
vor allem am N-Terminus des T1K Konstrukts und im Bereich um D48, ist ein kooperativer
Effekt der Peptide anzunehmen. Daflir spricht auch, dass sich Signale, deren Verschiebung
sich bereits nach der IP-Titration im Bereich der Sattigung befunden hatten, also keine
weitere Veranderung bei weiterer IP-Zugabe mehr zeigten (vgl. Abbildung 3.22), nach der
Zugabe des C84 Konstrukts erneute Verschiebungen aufwiesen. Auch eine Verringerung
bereits vorhandener Verschiebungen, die auf eine Verdrangung des IP durch das C84
Konstrukt hinweisen koénnte, wurde beobachtet. Eine genauere Betrachtung der

nachgewiesenen Veranderungen erfolgt im Rahmen der Diskussion der Ergebnisse.
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Abb. 3.30: Darstellung der Ergebnisse der kombinierten Titration von T1K mit IP und C84.
(Ausgangsdaten vgl. Abb. 3.29 (B)). Dabei ist die zunachst detektierte Gesamtverschiebung der
Signale zugrunde gelegt. Seitenansicht des T1K Tetramers im Ribbon-Modell (MoIMoITM), die der
Membran zugewandte Seite weist nach oben, sie wird von den C-terminalen helikalen Bereichen des
Konstrukts gebildet. Viele der wechselwirkenden Reste ragen deutlich aus der Oberflache hervor bzw.
bilden zusammenhangende Wechselwirkungsbereiche die sich im Inneren des Tetramers fortsetzen.
Reste mit starken Verschiebungen sind griin dargestellt, Reste mit deutlichen Verschiebungen blau
und mit schwachen Verschiebungen grau eingefarbt. Dabei ist der Abschnitt von R42 bis E44, der als
Loop aus dem zum Cytosol gewandten B-Faltblattelement hervorragt besonders auffallig. Auch um
F75 zeigt sich eine Anhaufung von radumlich zusammenliegenden deutlich wechselwirkenden Resten.
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3.2.6.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Titrationsexperimente

Mit Hilfe der Titrationsexperimente konnte fiir die Wechselwirkung des K,1.4 T1K Konstrukts
mit dem Inaktivierungspeptid sowohl im N- als auch im C-terminalen Bereich des Konstrukts
jeweils ein zusammenhangender Wechselwirkungsbereich identifiziert werden. Beide
Bereiche sind durch eine unterbrochene Kette von Aminosaureresten verbunden, die
ebenfalls Wechselwirkungen zeigen. Die identifizierten interagierenden Aminosaurereste an
der C-terminalen, der Transmembrandomane zugewandten Oberflache des T1K Tetramers
stehen auch Uber die Kontaktflachen der einzelnen Monomere im Inneren des Tetramers
miteinander in Verbindung. Auch bei Resten, die nicht an der Oberflache des Konstrukts
liegen, zeigen sich hier deutliche Anderungen der chemischen Verschiebung. Beim
Inaktivierungspeptid konnten ebenfalls, vor allem in den a-helikalen Bereichen
zusammenhangende Sequenzabschnitte festgestellt werden, die mit dem T1K Konstrukt
wechselwirken.

Die Wechselwirkungen mit dem C-terminalen C84 Konstrukt waren ebenfalls deutlich
ausgepragt. Sie sind vor allem in der mittleren Ebene des Tetramers zu finden und setzen
sich an den seitlichen Flachen fort. Wurde das T1K Konstrukt nach Abséttigung mit dem IP
zusatzlich mit dem C84 Konstrukt titriert, so ergaben sich zusatzliche Veranderungen an
mehr als der Haélfte der bereits verschobenen Signale, sowie zusatzliche neue
Verschiebungen, die auf einen synergistischen Effekt der beiden Peptide hindeuten. Auch
verminderte Signalverschiebungen waren wurden beobachtet. Diese offenbar komplexen

Vorgange werden bei der Diskussion der Ergebnisse detailliert betrachtet.

3.2.7 Weitere Experimente zur Interaktion des K,1.4 T1K Konstrukts mit dem

Inaktivierungspeptid und C-Terminus

Zur Bestatigung der bisherigen Ergebnisse bei der Titration des T1K Konstrukts wurde ein
Batch-Bindungstest mit anschlieBendem Nachweis durch 1D NMR Spektren konzipiert.
Dabei sollte die Bindung des IP an das mit dem 6xHis-Tag an eine Ni-NTA-Matrix
gebundene T1K Konstrukt nachgewiesen werden, indem anschlieBend unter nativen
Bedingungen mit EDTA eluiert wurde und 1D Spektren aufgenommen wurden. Bei erfolgter
Bindung sollte so, da die 1D 'H ,Fingerprints* aller Konstrukte bekannt waren, das zuvor
gebundene IP festgestellt werden. Es stellte sich jedoch heraus, das das IP-Konstrukt, das
eine seltene natlrliche 4xHistidin-Sequenz besitzt, selbst nach vollstandiger Vorsattigung der
Ni-NTA Matrix mit dem T1K-Konstrukt einen sehr hohen Hintergrund erzeugte und so

genaue Analysen unmoglich machte.
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Auch durch Sattigungstransfer-Experimente konnte der Kontakt der Proteinkonstrukte nicht

nachgewiesen werden.

3.3 Expression und Kristallisation der K,1.3 T1 Domane

Nach den guten Erfolgen bei der Untersuchung des K,1.4 T1K Konstrukts der Ratte wurde
angestrebt, ein ahnlich gut zu handhabendes Konstrukt der T1 Doméane des humanen
spannungsgesteuerten Kaliumkanals K,1.3 zu klonieren und zu charakterisieren. Die dazu
notwendige cDNA stand Uber das RZPD (Berlin) zur Verfligung. Diese Arbeiten waren

Gegenstand der Diplomarbeit von Andreas Winkimeier (Winkimeier 2005).

3.3.1 Das K,1.3 T1K REE Konstrukt

Aufgrund der Erfahrungen mit den Gbrigen K, Konstrukten wurden verschiedene Konstrukte
kloniert und auf ihre Léslichkeit hin Uberprift. Das Konstrukt K,1.3 T1K REE zeigte die beste
Loslichkeit. Es ist mit 105 AS um 17 AS langer als das K,1.4 T1K Konstrukt und enthalt
daher auch die letzte, am wenigsten sequenzidentische a-Helix der T1 Doméane, die im T1K
Konstrukt nicht enthalten ist. Wie das K,1.4 T1K Konstrukt besitzt das Konstrukt einen 6xHis-
Tag und ist im pET 20b+ Vektor (Novagen) kloniert. Die molare Masse des Konstrukts
betragt 14,32 kDa, der pl liegt bei 6.30. Als am besten geeigneter Puffer erwies sich erneut

der KP; Standardpuffer in einer Konzentration von 150 mM bei pH 6,5.

3.3.2 Kristallisation des K,1.3 T1K REE Konstrukts

Nach der Aufnahme der ersten N TROSY-HSQC Spektren zeigte sich, dass die Auflésung
der Spektren trotz makroskopisch guter Léslichkeit des Proteinkonstrukts deutlich schlechter
war als die des K,1.4 T1K Konstrukts, obwohl der Unterschied der molaren Masse mit ca. 2,3
kDa eher gering war. Auch das Verhaltnis der Signalintensitat zum Rauschen der Messung
war wesentlich schlechter als bei den Spektren von K,1.4 T1K.

Um dieses Problem zu lésen, wurden zundchst weitere Puffertests durchgefuhrt. Eine
Oxidation und damit einhergehende Aggregation war wegen fehlender Cysteine nicht
anzunehmen. Als die Proben im NMR-RdOhrchen nach ca. 4-wéchiger Lagerung bei 4 °C
Uberprift wurden, um die Haltbarkeit zu beurteilen, zeigte sich, dass die Wand des
Glasréhrchens mit Kristallen besetzt war. In den folgenden Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass es sich um Kristalle des K,1.3 T1K REE Konstrukts handelte.

Versuche zur gezielten Kristallisation des Konstrukts zeigten, dass die Glasoberflache des
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NMR-R6hrchens offenbar als Keim fur die Kristallisation des Konstrukts notwendig ist. Somit
lagen erstmals Kristalle einer T1 Doméane unter den gleichen Pufferbedingungen wie bei den

aufgenommenen NMR-Daten vor.

Abb. 3.31: Kristalle des K,1.3 T1K REE Konstrukts (Lichtmikroskopische Aufnahme). Die Kristalle die
bei 4 °C in 150 mM KP; gewachsen sind, sind etwa 0,2 mm grof3.

3.3.3. Vorlaufige Ergebnisse zur Struktur der Kv1.3 T1 Doméane

Um zu klaren, ob die Kristalle sich fur die Rontgenstrukturanalyse eigneten, wurden am Max
Planck Institut fur molekulare Physiologie (Prof. Dr. Wittinghofer) von Dr. Weyand
Testmessungen durchgeflhrt. Dabei stellte sich heraus, dass die Kristalle die Raumgruppe
14 besallen und ein gut aufgeldstes Rdntgenbeugungsmuster zeigten, das allein flr eine

Struktur mit einer Aufldsung von 1,5 A ausreichen wiirde.

Abb. 3.32: Elektronendichtekarte des K,1.3 T1K REE Konstrukts erstellt auf Basis der
Réntgenbeugungsdaten im Molecular Replacement Verfahren. Zentral in der Mitte der Abbildung ist
ein Tyrosinrest deutlich zu erkennen.
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Durch weitere Messungen am Synchrotron des Paul Scherrer Instituts (Villigen, Schweiz)
konnte ein noch besser aufgeloster Datensatz erhalten werden. Durch die kurzwelligere
Synchrotronstrahlung war nun eine Auflésung von 1,2 A méglich.

Weitere Messungen, deren Ergebnisse zum aktuellen Zeitpunkt jedoch noch nicht vorliegen.

sind zur Lésung einer Struktur des Konstrukts mit einer Aufldsung von 1,2 A erforderlich.
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4 Diskussion

Durch die in den zahlreichen NMR-Experimenten gewonnenen Daten konnten viele
Informationen Uber die molekularen Grundlagen méglicher Interaktionen der cytosolischen
Doménen des spannungsgesteuerten schnell inaktivierenden Kaliumkanals K,1.4 mit den
anderen cytosolischen Doméanen des Kanalproteins gewonnen werden. Dabei konnten
sowohl flr den N-terminalen Sequenzabschnitt vor Beginn der T1 Doméane als auch fiir den
C-Terminus des Kanalproteins Wechelwirkungen mit dem Tetramer der T1-Domane
gefunden werden. Aufgrund der spezifischen Eigenschaften der funktionell als Tetramer
vorliegenden Kanalproteine ergaben sich jedoch einige spezielle Anforderungen hinsichtlich
der angewandten Arbeitstechniken und der Auswahl der fir die Untersuchungen geeigneten

Kanalproteine.

4.1 Untersuchung der K,3.4 T1-Domaéne

Das K,3.4 Kanalprotein erschien zunachst als das am besten geeignete
Untersuchungsobjekt: Es besitzt ein in Losung stabil gefaltetes Inaktivierungspeptid (Antz,
Kalbitzer 1997) mit einem extrem kurzen Linker, welches eine direkte Interaktion des IP mit
der T1-Doméane nahelegt. Der Kanal verfigt in vivo Uber die typische A-Typ
Spannungscharakteristik eines schnell inaktivierenden Kaliumkanals, so dass von einer
nachgewiesenen Funktionalitat der schnellen Inaktivierung ausgegangen werden konnte.
Aufgrund der strukturellen Eigenschaften der T1-Doméne erwiesen sich die untersuchten

Konstrukte jedoch als problematisch.

4.1.1 Eigenschaften der T1-Domanen Konstrukte und ihre Auswirkung auf die
Qualitat der NMR Spektren

Die Ldslichkeit der K,3.4 Konstrukte bereitete zunachst grole Probleme und konnte erst
durch die Anpassung der Konstruktlange und systematische Pufferscreenings zumindest in
zufriedenstellendem Male erreicht werden. Fir die Ermittlung des geeigneten pH-Wertes
erwies sich der theoretische isoelektrische Punkt nur bedingt geeignet. Er ermdglicht zwar
eine Einschatzung, bei welchem pH-Wert die Summe der Ladungen des Konstrukts Null ist,
bezieht sich aber auf das ungefaltete Protein. Bei gefalteten Proteinen konnte dieser Punkt,
an dem das Protein meist nur schlecht loslich ist, deutlich abweichen. Damit war eine
gezielte Planung der Konstrukte auf dieser Basis kaum moglich, die Orientierung an

bekannten Strukturen homologer Proteine und an Sekundarstrukturvorhersagen fiihrte zu
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besseren Ergebnissen, z.B. wenn Sekundarstrukturelemente bei der Verkirzung der
Konstrukte erhalten blieben.

Auch  weitere  strukturelle Informationen wurden einbezogen, besonders die
Charakterisierung der Zinkbindestelle des im Bereich der T1 Doméane der nicht-shaker
Kanale (Bixby, Choe 1999). Durch die Notwendigkeit einer funktionellen Zinkbindung waren
die Konstrukte nicht weiter verklirzbar ohne die Stabilitat des Tetramers und damit der in vivo
zu erwartenden Konformation des Proteins zu beeintrachtigen. Aus dem gleichen Grund
erschien es wenig sinnvoll, die im Konstrukt enthaltenen 7 Cysteine durch Serine zu
ersetzen. Selbst dieser konservative Austausch wirde die Funktionalitdt des
Zinkbindemechanismus, an dem pro Interaktionsflache drei Cysteinreste beteiligt sind, stark
beeintrachtigen. Von der Einfihrung der entsprechenden Mutationen wurde daher
abgesehen. Durch die EDTA-Experimente war bereits bekannt, dass die Ausschaltung
zweiwertiger lonen Aggregationen eher begulnstigt als verhindert. Wirden die beobachteten
Aggregationen durch den 6xHis-Tag verursacht, so ware genau der umgekehrte Effekt zu
beobachten, da es Uber zweiwertige lonen zur Komplexbildung zweier His-Tags kommen
kann.

Auch bei allen Experimenten mit den K,1.4 T1K und K,1.3 T1K REE Konstrukten konnte
keine Beteiligung des 6xHis-Tags an Aggregationen oder sonstigen Protein-Protein
Interaktionen festgestellt werden.

Die Zusammensetzung der Puffer, in denen zumindest das K,3.4 165H Konstrukt gut 16slich
war, wirft zumindest im Bezug auf den verwendeten TDZ Puffer Fragen auf. Nur in diesem
Bereich, idealerweise bei pH 9,0 zeigte das Konstrukt ausreichende Stabilitat als Tetramer
obwohl der Puffer keinerlei Kaliumionen enthielt und das Chloridanion (der Puffer enthalt 150
mM NaCl) bei allen anderen Konstrukten eher Salting out Effekte bewirkt hatte. Allein die
lonenstarke des Puffers liegt mit ca. 1770 mM in etwa im Bereich der anderen Konstrukte.
Dieses untypische Verhalten des Konstrukts, verglichen mit den Pufferbedingungen fir alle
K,1.4 Konstrukte, die mit 150 mM KPi bei pH 6,5 in vitro Bedingungen benétigen, die denen
in vivo beobachteten sehr ahnlich sind (vgl. 4.2.1), kdnnte darauf hinweisen, dass bei den
Konstrukten weiterer Optimierungsbedarf besteht.

Eine weitere mogliche Ursache fir das eher untypische Verhalten dieses Konstruktes des
K\3.4 Kanalproteins ist, dass die shaw-dhnlichen Kaliumkanalproteine der K,3
Kanalunterfamilie im Bereich des T1-S1 Linkers Uber einen selbst in der Unterfamilie wenig
konservierten Einschub verfiigen, der bei K,3.4 mit ca. 40 AS Lange besonders ausgepragt
ist. Das Ende des 165 H Konstrukts ragt etwa 15 AS weit in diesen Bereich hinein, der
allerdings viele saure Reste enthalt und daher aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaften
die Loslichkeit des Konstrukts fordern kdnnte. Dementsprechend zeigte die Verkirzung des

Konstrukts auf 153 AS eine Verschlechterung seiner Ld&slichkeit. Aufgrund dieser
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Konstellation ist es schwierig, die bei den Loslichkeitsscreens der K,1.4 Konstrukte
gewonnenen Erkenntnisse auf das K,3.4 Konstrukt zu Ubertragen.

Eine weitere mdgliche Ursache fur den instabilen Zustand des Konstrukts in Losung ist, dass
in der K,3.4 T1 Doméane nach dem ersten a-helikalen Sekundarstrukturelement ein weiterer
etwa 20 AS langer glycin- und serinreicher Einschub vorhanden ist, der ausschlieBlich in der
K\3.4 Sequenz vorkommt. Dieser im bereits wahrend der Diplomarbeit erstellten
Homologiemodell (Schreier 2002) mangels Informationen Uber die Sekundéarstruktur als
grolder, aus der T1 Domane herausragender Loop erscheinende Sequenzabschnitt, kbnnte
die Struktur der T1 Domane destabilisieren und ist vermutlich nur schwer zuzuordnen, wenn
der Versuch eines sequentiellen Assignments unternommen wiirde.

Da die Ldslichkeitseigenschaften der vorhandenen Konstrukte nicht besonders geeignet fir
die Aufnahme von NMR-Spekiren waren, deren Auflésung eine sequentielle Zuordnung
ermoglichen wirde, wurden die Arbeiten mit dem Konstrukt vorlaufig eingestellt. Allerdings
konnten an den Konstrukten wertvolle Erfahrungen in der effizienten Aufreinigung und
Ruckfaltung der T1-Tetramere gewonnen werden, die die weiteren Arbeiten wesentlich
erleichterten. Die entwickelte Ruckfaltapparatur ermdglichte die Rickfaltung auch
oxidationsempfindlicher Konstrukte mit deutlich verminderten Puffervolumina, was bei den
fur die spater durchgefiihrten Titrationen erforderlichen Proteinpraparationen zu erheblicher
Kosten- und Zeitersparnis fihrte und eine gleichmaRig hohe Qualitdt der Proben

sicherstellte.

4.2 Untersuchung der cytosolischen K,1.4 Konstrukte und ihrer
Wechselwirkungen

4.2.1 Zuschnitt der Konstrukte und ihre Losungseigenschaften

Die Dbereits vorhandenen bzw. klonierten Konstrukte des shaker-&hnlichen
spannungsgesteuerten Kaliumkanals K,1.4 wiesen, obwohl die Klonierungen unabhéangig
voneinander durchgefuhrt wurden, erstaunlich &hnliche Lésungsbedingungen auf. Alle
Konstrukte benétigten 150 mM Kaliumphosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6,5. Das K,1.4
IP Konstrukt und das C84 Konstrukt enthalten einen bzw. drei Cysteinreste, die den Zusatz
von DTE erfordern. Aggregationen der Proteine konnten so zuverlassig verhindert und
stabile Proteinproben fir den Einsatz in der NMR-Spektroskopie erhalten werden.

Das K,1.4 T1K Konstrukt (Auer 2002) ist in seinem Aufbau etwas einfacher als das zuvor
betrachtete K,3.4 165H Konstrukt. Der zusatzliche Loop ftritt in der K,1 Unterfamilie der

Kaliumkanale nicht auf und das Konstrukt ist soweit verkiirzt, dass es keine Aminosauren der



Diskussion 104

T1-S1 Linkerregion mehr enthalt. Obwohl bei der Verkirzung auch ein mdglicherweise
helikaler C-terminaler Sequenzabschnitt entfernt wurde, konnte ein stabiles, gut I6sliches
Tetramer erhalten werden. Betrachtet man die Ergebnisse der analytischen und praparativen
Grdssenausschlusschromatographie sowie der durchgefihrten Diffusionsmessungen, so
kann selbst bei lediglich qualitativer Auswertung durch Vergleich mit den eingesetzten
Standardproteinen mit Sicherheit von einem Tetramer ausgegangen werden. Die Gelfiltration
zeigt auch, dass zumindest makroskopisch kein Gleichgewichtszustand mit dem Monomer
oder héheren Aggregaten besteht. Das Gleichgewicht der Tetramerisierung liegt also unter
den gewahlten Messbedingungen vollstandig auf der Seite des Tetramers, dessen Stabilitat
unter denaturierenden und Hochsalzbedingungen untersucht wurde. Dabei zeigte sich das
K,1.4 T1K Tetramer auch bei hohen K" Konzentrationen bis Uber 1 M stabil, eine
Denaturierung konnte nur bei Zusatz von Guanidin entsprechend der Bedingungen der
Ruckfaltung erreicht werden, ein Zwischenzustand, also ein geldstes, gefaltetes Monomer
war unter allen getesten Bedingungen nicht existent.

Unter Berlicksichtigung der Annahme, dass sich Kaliumkanalproteine bereits falten und zu
tetramerisieren beginnen, bevor sie das Ribosom verlassen haben (Kosolapov & Deutsch
2003), erscheint dies durchaus plausibel. Hierin liegt wahrscheinlich auch der Schlissel zu
dem nach der heterologen Expression notwendigen, vergleichsweise aufwandigen,
Ruckfaltverfahren: Da das mammale K,1.4 T1K Konstrukt mit Hilfe der E. coli eigenen,
prokaryotischen Ribosomen exprimiert wird, ist vermutlich schon hier die Proteinfaltung
gestort. Die in groler Menge exprimierten, fehlgefalteten Proteine, werden von den
Bakterien in Einschlusskdrperchen abgelagert und kénnen nur nach ihrer Denaturierung
kontrolliert zurtickgefaltet werden. Dass die Ruckfaltung in guter Ausbeute nur dann gelingt,
wenn im Bereich der kritischen GdmHCI Konzentration zwischen 1,3 M und 0,7 M diese nur
sehr langsam verringert wird, ist so gut erklarbar. Da Faltung und Tetramerisierung
vermutlich synchron ablaufen, fihrt ein zu schneller Entzug des denaturierenden Agens zu
einer Stabilisierung fehlgefalteter Proteine, die bei vollstandiger Entfernung des GdmHCI
aggregieren und fir weitere Beobachtungen unbrauchbar sind.

Bei den IP und C84 Konstrukten konnte die Rickfaltung deutlich schneller erfolgen, da hier
keine Ausbildung einer so komplexen Quartarstruktur erfolgen musste. Die Konstrukte
wurden denaturierend aufgereinigt, da auf diesem Wege bessere Ausbeuten als in der
nativen Aufreinigung erhalten werden konnten und zeitsparend gearbeitet werden konnte, so
dass Oxidationsprobleme vermieden wurden. Das von der Arbeitsgruppe von Prof. Fakler
zur Verfigung gestellte Konstrukt des IP war zuvor nativ unter Einsatz verschiedener Puffer
wie z.B. Tris aufgreinigt, und unter sauren Bedingungen vermessen worden (Wissmann
2003). Es erwies sich jedoch auch unter den fur das K,1.4 T1K Konstrukt ermittelten

Lésungsbedingungen in Kaliumphosphatpuffer als gut 16slich. Das Loéslichkeitsscreening fur
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das C84 Konstrukt des K,1.4 C-Terminus ergab ebenfalls die beste Ldslichkeit im 150 mM
KP; bei pH 6,5. Betrachtet man die typischerweise im Cytosol vorliegenden
Pufferbedingungen (vgl. Tabelle 1.1), so ist die Ahnlichkeit zu den gefundenen
Lésungsbedingungen der Proteinkonstrukte sowohl im Bezug auf die lonenstarke als auch
die Art der vorliegenden lonen unverkennbar. Im Gegensatz zu den K,3.4 Konstrukten kann
also von einem, den Bedingungen in vivo sehr ahnlichen System gesprochen werden.

Beim Vergleich mit dem T1 Domanenkonstrukt von K,1.3 zeigt sich, dass auch dieses
Konstrukt und andere K,1.3 Konstrukte (Winklmeier 2005) die gleichen oder sehr &hnliche

Pufferbedingungen bendtigen.

4.2.2 Vorraussetzungen fir die Durchfihrung der NMR-Experimente

Nachdem die aufgenommenen NMR-Testspektren (‘H "N TROSY- sowie NOESY-Spektren)
nicht perdeuterierter Proben des tetrameren K,1.4 T1K Konstrukts keine Hinweise auf
unkontrollierte Aggregation mehr zeigten, aber die Linienverbreiterung durch die mit 48,4
kDa recht gro3e Masse des Konstrukts eine Zuordnung nur dber 2D Spektren nicht zulieR3,
wurde auf perdeuteriertes Protein zurickgegriffen. So konnte die Anzahl der Signale im
Spektrum reduziert werden. Da samtliche Proben des K,1.4T1K Konstrukts perdeuteriert
hergestellt werden mussten, war ein Recyclingsystem flir das eingesetzte D,O erforderlich
um die Kosten fiir die Proben, die zusatzlich noch mit "°N und teilweise auch mit *C markiert
werden mussten, in wirtschaftlichen Grenzen zu halten. Durch die erfolgreiche Entwicklung
eines solchen Recyclingsystems, welches so konzipiert ist, dass moglichst wenig H,O oder
Protonen in das D,O eingebracht werden, konnten nun die erforderlichen Proben des T1K
Tetramers hergestellt werden.

Die sequentielle Zuordnung des K,1.4 IP Konstrukts war bekannt, musste aber aufgrund der
veranderten Messbedingungen erneut abgeglichen werden. Es zeigten sich nur geringe
Veranderungen, die vor allem die Signale der direkt in der Sequenz aufeinanderfolgenden
Histidinreste H65 bis H68 betrafen. Diese hatten sich aufgrund der Deprotonierung durch die
Anderung des pH-Wertes von 4,4 auf 6,5 in der Protonenebene verschoben und waren nicht
mehr eindeutig zuzuordnen. Fir die Auswertung der Titrationsversuche stellte dies jedoch
nur ein minimales Problem dar, da es sich um direkt benachbarte Reste handelte, die fast
alle eine Wechselwirkung mit dem T1K Konstrukt zeigten. Somit war eine Unterscheidung

nicht mehr zwingend notwendig.
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4.2.3. Erstellung und Uberpriufung der sequentiellen Zuordnung

Die korrekte sequentielle Zuordnung des tetrameren T1K Konstrukts war die Grundlage fir
die Auswertung der folgenden Titrationsexperimente, sie wurde daher mit besonderer
Sorgfalt durchgefihrt und mehrfach Uberpruft. Aufgrund der durch die GréRRe des Tetramers
notwendigen Perdeuterierung waren in den aufgenommenen Spektren nur Signale von HM
Protonen vorhanden, die gegen die wassrige Pufferlosung austauschen konnten. Damit
lagen in allen nicht austauschenden Positionen Deuteronen vor. Der Vorteil der verbesserten
Aufldsung der Spektren geht zulasten fehlender NOE und Seitenkettensignale. Damit ist eine
sichere Zuordnung zunachst erschwert und erfordert besondere Sorgfalt.

Die zunachst erstellte erste Zuordnung, nur basierend auf den Informationen aus TROSY-
HNCA und TROSY-HN(CO)CA Spektren perdeuterierter '°N- und "*C-markierter Proben,
wies zwar kaum Wiederspriiche, aber dafir viele mehrdeutige Moglichkeiten der Zuordnung
auf. Schlieldlich konnten durch Einsatz eines TROSY-HN(CO)CACB Spektrums neben den
bereits bekannten C® Daten auch Daten der chemischen Verschiebung fiir die CP Atome
erfasst werden. Da hier ebenso, wie fiir die C® Shifts, umfangreiche Vergleichsdaten (IUPAC
1999) zur Verflgung stehen, konnte die Zuordnug nun wberprift und abgesichert werden.
Dabei wurden etwa 30% der Zuordnungen korrigiert bzw. neu gefunden. Die nun erhaltene
Zuordnung wies keine Mehrdeutigkeiten mehr auf. Die noch fehlenden Signale waren als
Konstruktanfang bzw. Prolin-Nachfolger zu schwach, um sicher vom Hintergrundrauschen
unterscheidbar zu sein, oder waren wegen vermutlicher Uberlagerung gleichartiger Signale
nicht einzeln identifizierbar. Seitenkettensignale konnten mit Hilfe der C* und CP Daten
identifiziert und zuverldssig ausgesondert werden. Insgesamt ist die Zuordnung des
Konstrukts ohne die 6xHis-Tag und Linkersequenz zu 95% vollstandig.

Der Vergleich der Abweichung der chemischen Verschiebung der C® Atome mit den
Durchschnittswerten in der random coil Konformation ergab mit der Information Uber die
Sekundarstruktur des T1K Konstrukts eine Kontrollmdglichlkeit durch den Vergleich mit
homologen Proteinen. Auch hier konnte die Zuordnug bestéatigt und damit abgesichert
werden. Nach Fertigstellung der Zuordnung wurde diese mit der derzeit einzigen verfiigbaren
Zuordnung einer K,1 T1 Domane verglichen, der T1 Domane der aK,1.1 Kanals der
Seeschnecke Aplysia californica (Baker et al. 2006). Trotz der im Vergleich mit den
Saugetier-Kanalen der K,1 Kanalfamilie deutlich geringeren Sequenzidentitat mit K,1.4,
zeigten sich beim Vergleich der Peaklisten in den Bereichen mit identischer Sequenz
erstaunlich genaue Ubereinstimmungen der Werte der chemischen Verschiebungen, was
sich auch in der visuellen Ahnlichkeit der erhaltenen TROSY-HSQC ,Fingerprint‘ Spektren
ausdrickte. Unter Berlcksichtigung aller vorhandenen Informationen kann die erhaltene

sequentielle Zuordnung des K,1.4 T1K Tetramers als sicher gelten.
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4.2.4 Titrationsexperimente

Die durchgefuhrten Titrationsexperimente erbrachten bei der ersten Auswertung nach der
Volumenveranderung der Signale nur auflerst ungenaue Ergebnisse. Bei der Auswertung
der Anderungen der chemischen Verschiebung erschienen die erhaltenen Werte zunéchst
sehr klein, zumal bei der Berechnung der As-Werte fiir die "°N Shifts der Gewichtungsfaktor
0,1 verwendet wurde. Bei den zuerst ausgewerteten Testmessungen war die digitale
Aufldsung in der "°N-Dimension durch eine relativ geringe Anzahl der Inkremente eher gering
und die dadurch auftretenden sprunghaften Anderungen der Verschiebungsbetrage sollten
so eine geringere Gewichtung erhalten. Diese Fehlerquelle wurde bei den fur diese Arbeit
ausgewerteten Messungen vermieden, indem besser aufgeldste TROSY-Spektren
aufgenommen wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit der Daten wurde der
Gewichtungsfaktor in der Auswertung nicht verandert.

Da speziell die immer wieder geo6ffneten Titrationsproben vor allem bei
oxidationsempfindlichen Proteinen nur begrenzt haltbar sind, musste ein Kompromiss
zwischen der maximalen Auflésung und der maximalen Anzahl an Titrationsschritten
gefunden werden. Nachdem die relativ hohe Stabilitit der Proben bekannt war, wurde
bevorzugt mit hoher Auflosung gemessen, um maoglichst sichere Daten zu erhalten. Fir eine
exakte kleinschrittige Titrationsreihe, wie sie zur Untersuchung der Bindungskinetik benétigt
wird, sind mdoglicherweise mehrere Proben notwendig, die aus einer Proteincharge
hergestellt und aliquotiert werden sollten.

Weiterhin werden bei der Aufnahme eines *H editieten TROSY-HSQC Spektrums nur die
Signale der H" Protonen detektiert, eine hier beobachtete Anderung der chemischen
Verschiebung reprasentiert also die Veranderungen an der Proteinhauptkette. Die direkte

Beobachtung der Reste dlrfte deutlich groRere Verschiebungen zeigen.

4.2.4.1 Interaktion des T1K Konstrukts mit dem Inaktivierungspeptid

In der Titration des T1K-Tetramers mit dem IP konnte am T1K Konstrukt ein
zusammenhangender wechselwirkender Bereich auf der der Membran und damit auch der
Pore zugewandten Seite des Tetramers festgestellt werden. Ein wesentlich kleinerer Bereich
befindet sich an der N-terminalen, dem Cytosol zugewandten Seite des Konstrukts. Es
handelt sich hierbei um einen aus der Ebene des N-terminalen B-Faltblattelements
hervorragenden Loop, der mehrere geladene Reste tragt und in fast allen durchgefiihrten
Titrationen Wechselwirkungen zeigte. Daher wurde zunachst angezweifelt, dass es sich bei
dieser Wechselwirkung um eine spezifische Wechselwirkung handelte. Erst die Auswertung

der Kinetik der IP-Bindung zeigt, trotz der noch wenig detaillierten Messung, dass mit E44
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mindestens einer der Reste ein Bindungsverhalten zeigt, dass mit dem der am starksten
wechselwirkenden Aminosdure R69 im membranzugewandten C-terminalen Bereich des
Konstrukts identisch ist. Auch die jeweils benachbarten Aminosauren zeigen ahnliche
Dissoziationskonstanten, so dass eher von einem gemeinsamen Bindungsmechanismus als
von zwei getrennten Mechanismen auszugehen ist. Bei gleichzeitigem Vorliegen der IP-
Bindung an einer Bindungsstelle und einer weiteren Interaktion an anderer Stelle, ware ein
unterschiedliches Bindungsverhalten der jeweiligen Bindungsstellen zu erwarten.

Eine Beteiligung des Polyhistidin-Tags des T1K Konstrukts und damit verbundene Artefakte
kénnen ausgeschlossen werden, in diesem Bereich der Sequenz wurden keinerlei Shift-
Anderungen festgestellt.

Die relativ geringen Shift-Betrage, die oft nur im Bereich der Summe von Mittelwert und
Standardabweichung der Shifts lagen, waren trotzdem deutlich vom Rauschen der Messung
unterscheidbar, das den Betrag des Mittelwertes aller Shifts nicht Gbertraf. Shifts, deren
Betrag gréler war als die Summe von Mittelwert und der Halfte der Standardabweichung
wurden daher als signifikant betrachtet und in die Auswertung mit einbezogen. Auch bei der
Betrachtung der Wechselwirkungsstellen am Homologiemodell wird deutlich, dass
zusammenhangende Bereiche der Wechselwirkung bestehen, wahrend andere Bereiche, vor
allem die N-terminale Flache des p-Faltblatts vdllig unbeteiligt sind und keine
Wechselwirkungen zeigen. Waren durch Rauschen verursachte Shifts mit ausgewertet
worden, musste eine statistische Verteilung der Interaktionsstellen auftreten. Dies ist

eindeutig nicht der Fall.

4.2.4.2 Interaktion des Inaktivierungspeptids mit dem T1K Konstrukt

Die Auswertung der Titration des IP mit dem T1K Konstrukt gestaltete sich etwas einfacher,
da die Signale des deutlich kleineren und monomeren IP Konstrukts eine deutlich schmalere
Linienbreite und hohere Signalintensitat aufweisen. Das Hintergrundrauschen dieser
Messung war daher deutlich niedriger.

Die festgestellten Wechselwirkungsbereiche konzentrieren sich vor allem in den helikalen
Bereichen des IP, also dort, wo die freie Beweglichkeit der Reste in der Polypeptidkette
eingeschrankt ist und die aus der a-Helix herausragenden Reste stabiler positioniert sind als
in einer gestreckten- oder random coil Konformation. Die in den ungefalteten
Sequenzabschnitten beobachteten Wechselwirkungen treten meist paarweise auf, sind also
nicht statistisch verteilt. Eine weitere Haufung von Wechselwirkungen tritt im Bereich der
nativen 4xHistidin-Sequenz (H65-68) auf. Zwar ist hier die Ubertragung der Zuordnung nicht
vollig abgesichert, da aber nur Vertauschungen innerhalb dieser vier Histidinreste mdglich

sind, muss trotzdem von einer signifikanten Wechselwirkung ausgegangen werden.
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4.2.4.3 Modell zur Interaktion von T1-Doméane und Inaktivierungspeptid

Mit Hilfe des Programms MolMol™ konnte aufgrund der Titrationsergebnisse ein Modell
erstellt werden, dass eine raumliche Vorstellung der Interaktion der
Tetramerisierungsdomane mit dem IP vermittelt. Dazu wurde das IP Konstrukt manuell unter
Berlcksichtigung der Informationen aus den Titrationsexperimenten auf das
Homologiemodell des T1K Tetramers gefittet. Schon bei den ersten Versuchen zeigte sich,
daf viele Strukturen des von Wissmann et al. (Wissmann 2003, PDB 1KN7) veroffentlichten
Strukturblndels bereits die richtige Passform fiir eine seitliche Bindung an das Tetramer,

entlang der identifizierten Interaktionsstellen besalen.

Zellmembran 1!

Abb. 4.1: Modell der Interaktion von T1-Domane und Inaktivierungspeptid bei K,1.4. Beim T1K
Tetramer (links) sind zwei Monomere farbig abgesetzt (beige). N- und C-Terminus des IP (rechts) sind
entsprechend markiert. Reste die eine Interaktion zeigen, sind blau dargestellt, solche mit starken
Interaktionen grin eingefarbt. Die roten Pfeile markieren grol’e hydrophobe Seitenketten, die
vermutlich zur Bindung des IP beitragen.

Darlber hinaus waren die rdumlichen Abstinde der Interaktionsstellen des IP denen des
T1K Konstrukts sehr ahnlich. Die raumlich am besten passende der moéglichen Strukturen
wurde ausgewahlt und auch im Bezug auf vorhandene Ladungen und hydrophobe Bereiche
entsprechend ausgerichtet. Dabei wurde die vermutlich spezifischere Interaktionsstelle des
IP am C-Terminus des T1K-Konstrukts starker berticksichtigt als die N-terminalen, weniger
zusammenhangenden Interaktionsflachen. Es zeigte sich, dass die hydrophobe zweite (C-
terminale) a-Helix sich gut an der C-terminalen Interaktionsflache einpasst und vor allem
Uber grofie hydrophobe Seitenketten wie Phenylalanin- und Tyrosinreste interagiert. Bei
genauer Betrachtung ist die ensprechende parallele Anordnung der Reste bereits in diesem

einfachen Bindungsmodell erkennbar. Das Modell des IP deckt in der Aufsicht die farbig
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markierten interagierenden Reste des T1K Tetramers ab. Der vermutlich an anderer Stelle
bindende dulerste N-terminus des IP bleibt frei beweglich.

Aufgrund der rdumlichen Anordnung erscheint auch eine Interaktion des 4xHis Motivs des IP
an die N-terminale Bindestelle des T1K Konstrukts, die mit dem E44 Rest eine negative

Ladung tragt mdglich.

Abb. 4.2: Aufsicht auf das Interaktionsmodell von der Membranseite aus gesehen, Farbgebung und
Markierung sind identisch mit Abb. 4.1. Die Interaktionsflache auf der der Membran zugewandten
Seite des T1K Tetramers ist vollstandig durch das IP abgedeckt. Die vom Tetramer abgewandte Seite
des IP zeigt fast keine Wechselwirkungen.

In der Aufsicht auf das Modell wird noch deutlicher, dass der helikale Bereich des IP mit
seinen Interaktionsstellen die Bindestelle auf der der Pore zugewandten Oberflache des
Tetramers fast vollstandig abdeckt, obwohl das Modell nur auf bestehenden Strukturen
beruht und keine Flexibilitdt der Konstrukte zulasst. Mit den so vorliegenden Informationen
erscheint der Einsatz eines Softwaremodells (wie z.B. HADDOCK) zur Verifizierung dieses
Bindungsmodells sinnvoll.

Das erhaltene Bindungsmodell erscheint anhand zahlreicher Hinweise realistisch. Die ersten
funf Aminosauren (MEVAM....) am N-Terminus des Konstrukts sind identisch mit denen des
von Baker et al. (Baker, Withrich & Choe 2006) untersuchten Konstrukts des aK,1.1 Kanals,

der ebenfalls ein Inaktivierungspeptid besitzt. Die Ubrige IP- und Linkersequenz weist jedoch
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grofl’e Unterschiede in Lange, Aminosduresequenz und -zusammensetzung auf, wahrend die
folgenden T1-Doménen zu Uber 80% sequenzidentisch sind. Dies erklart auch die bei K,1.4
im Vergleich zu den Ergebnissen von Baker et al. unterschiedliche Bindestelle des
Inaktivierungspeptids. Die T1 Domanen sind sehr ahnlich, interagieren aber mit
verschiedenen Interaktionspartnern, so dass sich auch der Bindemechanismus der Peptide,
sofern sie nicht direkt mit dem identischen N-Terminus binden, unterschiedlich sein muss.
Auffallig ist auch, dass die wenigen veranderten Aminosauren, die zwischen den T1
Domanen auftreten, im Bereich dieser Regionen der Wechselwirkung mit dem IP liegen
(siehe auch Alignment im Anhang). Moéglicherweise bieten diese Ergebnisse eine Erkarung
fur die komplexen Vorgange bei der schnellen Inaktivierung der Kanale. Der von Baker et al.
postulierte Mechanismus einer Bindungsstelle an der T1 Domane, die der Positionierung des
Inaktivierungspeptids in der Nahe des Poreneingangs dient, erscheint beim K,1.4
Kanalprotein mit seinem eher gro3en IP und sehr langen Linker durchaus vorstellbar.

Orientiert man sich an der Kristallstruktur des K,1.2 Kanalproteins (MacKinnon 2005a)
(Abbildung 1.9 s.16) um einen Eindruck von der raumlichen Anordnung der T1 Domane
relativ zur Porenregion zu erhalten, erscheint eine solche Vorbindung und damit raumliche
Fixierung des IP durchaus sinnvoll. Stellt man sich zusatzlich die in dieser Struktur nicht
enthaltenen N- und C-terminalen Sequenzen (jeweils 4-fach) in direkter Nachbarschaft zum
Kanalkoplex vor, so ist zu vermuten, dass die Diffusion der N-termini stark eingeschrankt ist
und auch eine zusatzlich Wechselwirkung mit den C-terminalen Sequenzabschnitten, wie sie
z.B. bei Sankaranarayanan und Mathew (Sankaranarayanan 2005) postuliert wird, nicht

ausgeschlossen werden kann.

4.2.4.4 Wechselwirkungen des T1K Konstrukts mit dem C-Terminus Konstrukt
Cc84

Die Qualitat der aufgenommenen Daten und die Auswertung entsprach der der Titration von
K\1.4 T1K mit dem Inaktivierungspeptid und wird hier daher nicht mehr gesondert diskutiert.
Auch hier konnten eindeutige Wechselwirkungen des Peptidkonstrukts mit der T1 Domane
nachgewiesen werden. Die festgestellten Wechselwirkungen mit dem C84 Konstrukt finden
sich im Unterschied zur Wechselwirkung des IP vor allem in der mittleren Ebene des
Tetramers und sind somit eher von der Membranoberflache abgewandt. Allerdings treten
auch im Bereich, der zuvor Wechselwirkungen mit dem IP zeigte, Uberlappungen auf,
besonders auffallig ist das bei den AS R69 und E44, die an der Wechselwirkung mit beiden
Peptiden beteiligt sind. Fir die Wechselwirkung am C84 Konstrukt liegen zwar Hinweise vor,
dass vor allem die ersten 10 AS des Konstrukts beteiligt sind (Meyer 2006), ein exakter

Nachweis der beteiligten Reste konnte aber noch nicht gefuihrt werden. Dies scheint
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plausibel, da der &duRBerste C-Terminus des Konstrukts mit dem ETDV-Motiv eine
Wechselwirkung mit der zweiten PDZ-Domane von PSD-95 (Meyer 2006; Kim & Sheng
1995) eingeht, und dazu aus dem Kanalkomplex herausragen sollte. Der Kontakt mit der T1
Domaéne erfolgt also in einem Bereich, in dem sich das C-terminale Ende des Kanalproteins,
zwischen dem Ende der S6-Helix an der Membranoberflache und der mdglichen Bindung
das Gerustprotein im cytosolischen Bereich, seitlich an die T1-Doméane anlagern kdnnte. Im
Gegensatz dazu ist beim Inaktivierungspeptid zu beobachten, dass eine Anlagerung vor
allem an der zur Membran gewandten Seite erfolgt, die mdglicherweise eine Positionierung

des N-Terminus des IP zur Folge hat.

4.2.4.5 Interaktion der T1 Doméane mit dem Inaktivierungspeptid und C-

Terminus

Die kombinierte Titration des T1K Konstrukts mit dem Inaktivierungspeptid und dem C84
Konstrukt wurde durchgefihrt, um Informationen Uber einen moglichen Einfluss des
ungefalteten C-terminalen Peptids auf die Bindung des IP und damit die schnelle
Inaktivierung des Kanals zu erhalten. Eine solche Wechselwirkung wurde zwar bereits 1990
fir den Shaker Kanal aus Drosphila melanogaster diskutiert (Ilverson & Rudy 1990), diese
These aber erst in den letzten Jahren von verschiedenen Autoren wieder aufgegriffen. So
konnten fir den K,2.1 Kanal gezeigt werden, dass die Mutation zweier Reste des C-
Terminus die Inaktivierungskinetik des Kanalproteins beeinflusste (Ju et al. 2003). Von
besonderem Interesse war hier jedoch die Arbeit von Sankaranarayanan et al.
(Sankaranarayanan et al. 2005). Hier fuhrte eine vekiirzte C-Terminale Domane des
humanen K,1.4 Kanalproteins in elektrophysiologischen Experimenten zu einer deutlichen
Verlangsamung der Inaktivierungskinetik des Kanalproteins, ohne jedoch lonenselektivitat
oder Spannungsabhangigkeit des Kanals zu verandern, so dass eine Wechselwirkung des
C-Terminus mit dem IP anzunehmen war.

Um die bei der Zugabe des C84 Konstrukts beobachteten Veranderungen der Shifts besser
beurteilen zu kdénnen, wurden diese zunachst mit den zuvor einzeln bestimmten
Wechselwirkungen der jeweiligen Konstrukte verglichen. Dabei wurde sowohl der Anstieg als

auch die Abnahme der Intensitat der Interaktion dargestellt (Abbildung 4.3).
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Titration T1K mit IP (Einzelexperiment)

MERVV INVSGLRFETQMKTLAQFPETLLGDPEKRTQYFEPLRYEYFFDRNRPSFDAILYYYREGGRLKRPVIYPFDIFTEEVKFYQLE
Veranderung der Interaktion

MERVV INVSGLRFE@VETLAQFPERLLGDPERRTEYEDPERNENFFBRNRPSFDAILYYYQBGGREKRPVNIPED I FTEEVEEYQLE
Titration (T1K und IP) mit C84

MERVV INVSGLRFETQMKTLAQFPE[JL LGDPEQR TS YEDPLRNENFFERNRPSFDAILYYYQSGGREKREPVNVPED IFTEEVKFYQLG
Veranderung der Interaktion

MERVV INVSGLRFE@VETLAQFPERLLGDPERRTQYEDPERNENFFBRNRPSFDAILYYYQSGGREKRPVNIPFD I FTEEVKFHQLE
Titration T1K mit C84 (Einzelexperiment)

MERVV INVSGLRFETQMZEJEAQFPETLMGDPEKRTEYFDPLRNEYFFDRNRPSFDA I[R]Y YQSEGRLKRPVNVPED I FTEEVKFYQLE
1 10 20 30 40 50 60 70 80

Wechselwirkungen(Titration): Stark [(ENEEE] schwach Anderung: EHEERRE Abnahme

Abb. 4.3: Darstellung der Wechselwirkungen des T1K Konstrukts mit dem IP bzw. C84 Konstrukt. Die
Zugabe des C84 Konstrukts erfolgte nachdem die Sattigung mit dem IP erreicht war. Die obere und
untere Zeile reprasentieren die Ergebnisse der Titrationen mit dem Inaktivierungspeptid und dem C-
Terminus Konstrukt, in der Mitte ist das Ergebnis der kombinierten Titration mit IP und C84 Konstrukt.
Die eingeschobenen rot-gelb markierten Zeilen geben die Veranderung der kombinierten Titration
gegenlber den Einzeltitrationen an. Eine rote Markierung reprasentiert die Zunahme, eine gelbe
Markierung die Abnahme der Intensitat der Wechselwirkung.

In der vergleichenden Darstellung zeigt sich, dass vor allem im N-terminalen
Bindungsbereich eine Zunahme der Interaktionen zu beobachten ist. Im C-terminalen
Bereich des Konstrukts, der die Wechselwirkungen mit dem IP zeigt, ist zu beobachten, dass
bei verschiedenen Resten sowohl Zunahme als auch Abnahme der Intensitat der Interaktion
erfolgt. Insgesamt ist vor allem auffallig, dass neue Wechselwirkungen auftreten, die bei
keiner der Einzeltitrationen registriert wurden. Vor allem im Bereich von T15 bis K18 treten
neue, starke Wechselwirkungen auf. Auch das Signal von R42 zeigt eine deutliche Zunahme
und ist als starke Wechselwirkung eingestuft. Daneben findet sich im Bereich zwischen
diesen zwei auffdlligen Regionen eine Reihe neuer, deutlicher Wechselwirkungen sowie
verstarkter Interaktionen. Insgesamt ist also ein synergistischer Effekt zu beobachten, die
zusatzliche Bindung des C84 Konstrukts an den T1K-IP Komplex (oder mdglicherweise auch
die Verdrangung des IP aus der Bindung) fihrt zu einer Verdnderung des
Interaktionsmusters der T1 Doméane. Damit kann eine Wechselwirkung von
Inaktivierungspeptid und C-Terminus bei der Bindung an die T1-Domane bestatigt werden.
Der genaue Mechanismus dieser Interaktion sollte aber noch in Titrationen, in denen
Reihenfolge der Zugabe und  Startkonzentration des bereits vorliegenden
Interaktionspartners variiert werden, genauer analysiert werden. Eine Verdrangung des IP
aus der Bindung wére z.B. durch die direkte Beobachtung des IP mittels "N Markierung und

die Verwendung unmarkierter Interaktionspartner nachweisbar.
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Unter Einbeziehung der Ergebnisse von Sankaranarayanan et al. liegt die Vermutung nahe,
dass das vollstdndige C-terminale Peptid offenbar zu einer mindestens teilweisen
Verdrangung des Inaktivierungspeptids aus der Bindung an der T1 Domane fuhrt, das nun
freier bewegliche IP sorgt flrr eine schnellere Inaktivierung des Kanalproteins.

Eine verstarkte Bindung und somit bessere Positionierung des IP durch die zusatzliche
Bindung des C-terminus ist aber ebenfalls vorstellbar. Die vorliegenden Ergebnisse bieten
also einen Einstieg zum Verstandnis der komplexen Interaktionen der cytosolischen

Domanen spannungsgesteuerter Kaliumkanale und ihrer Regulation.

4.3 Perspektiven fur die NMR-spektroskopische Untersuchung der K,

Kanalkonstrukte.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit ergeben sich eine Reihe von Perspektiven und
Ansatze fur weitere Untersuchungen der cytosolischen Domanen der K, Kanalfamilie und
ihrer Wechselwirkungen, besonders unter dem Aspekt der schnellen Inaktivierung, die selbst
innerhalb dieser Kanalfamilie eine Besonderheit in der Funktionalitdt darstellt und ein

mdglicher Ansatz zum genaueren Verstandnis der physiologischen Kanalfunktion ist.

4.3.1 Mogliche Perspektiven fur das K,3.4 Konstrukt

Aufgrund der wahrend der Arbeit mit dem K,1.4 Konstrukt optimierten Methoden zur
Herstellung "°N-, "*C- und ?H- markierter Proteine fiir die NMR kdnnte ein erneuter Versuch
einer sequentiellen Zuordnung des Konstrukts unternommen werden, dies setzt jedoch eine
hohe Zahl von Inkrementen und Scans zur Optimierung der technischen Aufldsung der
Spektren, sowie den Einsatz eines 800 MHz NMR-Spektrometers voraus. Da die Probe
aufgrund der enthaltenen, nicht entfernbaren Cysteine oxidationsempfindlich ist, kdnnte die
notwendige lange Aufnahmezeit fir die Spektren zur Proteinaggregation beitragen. Die
Durchfuhrung einer Titrationsreihe mit einem I[P Konstrukt erscheint unter diesen
Bedingungen relativ schwierig, ist aber mdglicherweise durchfuhrbar, sofern unter
Sauerstoffabschluss gearbeitet wird.

Allerdings ist dazu die Klonierung eines gut Iéslichen Konstrukts erforderlich, das kein
Ballpeptid tragt. Das K, 3.4 IP, das mit Linker nur etwa 35 AS lang ist, steht als synthetisches
Peptid zur Verfligung (Antz, Kalbitzer 1997) kénnte aber auch mit Hilfe eines Fusionsproteins
heterolog in E. coli exprimiert werden. Aufgrund der bisherigen Ergebnisse mit dem K,1.4
Konstrukt und den Daten von Baker et. al (Baker 2006) ist anzunehmen, dass eine

spezifische Bindestelle nachgewiesen werden kann. Auch die mit 143 AS, verglichen mit den
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K1 Kanalen, sehr lange C-terminale Domédne des K,3.4 Kanals stellt einen weiteren
Ansatzpunkt fir Titrationsexperimente dar. Die so klonierten Konstrukte der cytosolischen
Domanen kénnen auch fur Vergleichstitrationen des K,1.4 T1K eingesetzt werden. Speziell
das K,3.4 IP, das nachweislich gefaltet vorliegt und zum K,1.4 IP nur geringe Homologie
aufweist, stellt hier eine interessante Mdéglichkeit dar, die Spezifitdt der Interaktionen von T1-

Domanen und IP’s zu untersuchen.

4.3.2 Weitere Arbeiten mit den Konstrukten des K,1.4 Kanalproteins

4.3.2.1 Weiterfuhrung und Optimierung der Titrationen und ihrer Auswertung

Zur besseren Beurteilung der Kinetik der Bindung des IP an das K,1.4 T1K Konstrukt ist die
Aufnahme einer weiteren Titrationsreihe erforderlich, die angesichts der bestimmten
vorldufigen Bindungskonstanten vor allem im Bereich bis zum etwa 2-fachen molaren
Uberschuss des IP Uber das Monomer des T1K Konstrukts deutlich mehr Messpunkte
aufweisen sollte. Auch die maximale IP-Konzentration sollte héher angesetzt werden, damit
eine Sattigung oder auch eine mdgliche komplexere Bindungskinetik besser beobachtet und
vor allem ausgewertet werden kann. Dabei sollte, um die Auflésung der Spektren zu
verbessern, ein 800 MHz NMR-Spektrometer mit Cryoprobenkopf eingesetzt werden. Eine
weitere Verbesserung der Auflésung kann durch mehr Inkremente bei der Aufnahme der
Spektren erreicht werden, dies gilt ebenfalls fir eine hoéhere Anzahl der Scans. Beide
MafRnahmen flihren aber auch zu einer Verlangerung der Melzeit, so dass eine Abwagung
erfolgen muss. Die Haltbarkeit der Proben stellte bislang kein Problem dar, obwohl z.B. die
Aufnahme einer Titrationsreihe insgesamt 10 Tage dauern konnte, bei einer weiteren
Verlangerung der Aufnahmezeiten koénnten Aggregationen durch die Oxidation von
Cysteinen auftreten.

Ist der Sattigungsbereich sicher festgestellt, kbnnten Einzelmessungen oder Titrationen mit
wenigen Schritten eingesetzt werden, um die bisher gefundenen Interaktionsstellen noch
genauer zu charakterisieren und besser gegen das Rauschen der Messung abzugrenzen.
Ahnliche Messungen kénnten auch mit dem C84 Konstrukt und in der kombinierten Titration
mit beiden cytosolischen Peptiden durchgeflihrt werden. Eventuell ist es ebenfalls sinnvoll
mit einem solchen, zunachst groben Raster zu Uberprifen, ob IP und C84 Konstrukt

untereinander eine Interaktion zeigen.
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4.3.2.2 Bestimmung einer NMR-LOsungsstruktur

Um anstelle des auf einer Kristallstruktur (Minor, Berger 2000; PDB 1QDV) beruhenden
Homologiemodells des T1K Konstrukts die echte Lésungsstruktur der K,1.4 T1 Domane fir
die Auswertung der Interaktionsstudien einsetzen zu koénnen, missen neben der
vorliegenden sequentiellen Zuordnung der Proteinhauptkette des Konstrukts noch weitere
Informationen flr die NMR-Strukturrechnung gewonnen werden. Durch die Aufnahme
geeigneter TOCSY-Spektren kénnen zunachst die Seitenkettenatome des T1K Konstrukts
zugeordnet werden. Mit NOESY Spektren kénnen zusatzlich Wechselwirkungen raumlich
benachbarter Aminosaurereste bestimmt werden. Mit den so erhaltenen Informationen kann
eine Proteinstruktur des Komplexes berechnet werden. Aufgrund der symmetrischen
Anordnung der Monomere im Tetramer sollte es ebenfalls moglich sein, die an der
Tetramerisierung beteiligten Reste zu bestimmen. Die vorliegenden Wasserstoffbriicken
innerhalb des T1K Tetramers konnten eventuell ebenfalls mit Hilfe der NMR nachgewiesen
werden.

Insgesamt bietet die Berechnung einer solchen Struktur aus den NMR-Daten viele
interessante Madglichkeiten, um zu einem besseren Verstandnis der Funktion der T1
Domanen in vivo zu gelangen. Auch in der Kristallstruktur moglicherweise fixierte oder nicht
auflésbare flexible Regionen (z.B. zum Cytosol weisende Loops die nach den bisherigen
Ergebnissen der Titrationen an den Interaktionen der T1-Doméane beteiligt sind) kédnnen in

der NMR-Struktur aufgeldst und als flexibel erkannt werden.

4.3.2.3 Verknupfung der gewonnenen Daten mit den elektrophysiologischen

Eigenschaften der K, Kaliumkanalproteine

Mit den vorhanden Ergebnissen der Titrationsexperimente ware es bereits mdglich, erstmals
gezielt Mutationen in der T1-Domédne oder dem I[P einzufuhren, und gezielt ihre
Auswirkungen zu beobachten. Das ,Durchmutieren® langer Sequenzabschnitte oder
Austesten einer gro3en Anzahl mdglicherweise wechselwirkender Reste, die durch ihre Lage
oder Art der AS in Frage kommen kdénnten, entfallt. Daher kdnnte neben der molekularen
Betrachtung in der NMR Spektroskopie, bei der gezielt beobachtet werden kann, ob die
eingefiihrte Mutation Auswirkungen auf die Bindung des IP- oder C-Terminus hat, bei
positivem Ergebnis auch die elektrophysiologische Untersuchung des funktionellen
Kanalkomplexes angewandt werden. Da jetzt wenige gezielte Mutationen im Kanalprotein
eingesetzt werden koénnen, verringert sich der Arbeitsaufwand fir solche Messungen im
Gegensatz zu systematischen Screenings erheblich, da wesentlich weniger Konstrukte in

Oocyten oder geeigneten Zellinien exprimiert und vermessen werden werden miissten.
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4.4 K,1.3 Ergebnisse und Perspektiven

Die bisherigen Ergebnisse zum K,1.3 T1K REE Konstrukt sind ebenfalls vielversprechend.
Mit den gewonnenen Rontgenbeugungsdaten sollte die Erstellung einer Kristallstruktur mit
sehr guter Auflésung mdglich sein. Dabei muss auch Uberprift werden, ob die als Grundlage
fir das Molecular replacement Verfahren genutzte K,1.2 Struktur (Minor, Berger 2000; PDB
1QDV) die daflr am besten geeignete Struktur ist. Da zur Zeit neben der Proteinstruktur
noch Bereiche mit hoher Elektronendichte vorhanden sind, die weder durch Wassermoleklile
noch durch andere bekannte Zusatze im Kristallisationsansatz zufriedenstellend erklart
werden konnen, ist eine weitere Uberpriifung der Kristallstruktur erforderlich. Da unter den
gegebenen Pufferbedingungen zuvor noch keine Kristallstrukturen von K,1 Kanal T1
Doménen bestimmt wurden, sind kleinere Abweichungen von den bekannten Strukturen
moglich. Diese koénnten zum Beispiel durch Konformationséanderungen bedingt durch den
pH-Wert oder die lonenstarke des im Kristallisatonsansatz verwendeten Puffers, aber auch
durch dessen Bestandteile direkt verursacht werden.

Aufgrund der geringen Sequenzunterschiede der T1 Domanen von K,1.3 und K,1.4 (s.
Alignments im Anhang) ist dann erstmals der Vergleich eng verwandter Rontgenkristall- und
NMR-Strukturen mdglich. Eine interessante Option ist auch, analog zum K,1.3 T1K REE
Konstrukt ein K,1.4 Konstrukt zu klonieren und fiir die Kristallisation einzusetzten, ein direkter
Vergleich von Kristall- und NMR-Struktur ware dann ebenfalls mdglich.
NMR-Untersuchungen und Kristallisation mit den gleichen Konstrukten durchzufihren
erscheint aufgrund der Erfahrungen mit den K,1.3 Konstrukten (Winklmeier 2005) und den
Ubrigen K, T1 Konstrukten sehr schwierig, da eine beginnende Kristallisation der Probe, wie
bei K,1.3 T1K REE beobachtet, zu einer erheblichen Verschlechterung der Qualitat der
Spektren flhrt.
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5 Zusammenfassung

Spannungsgesteuerte Kaliumkanale erfullen wichtige Funktionen in Zentralnervensystem,
Herz- und glatter Muskulatur sowie in sekretorischen Zellen. Der Mechanismus der schnellen
Inaktivierung ist essentiell fir die korrekte Weiterleitung von Aktionspotentialen. Der
funktionelle Kanal liegt in vivo als Tetramer vor, bedingt durch die symmetrische Architektur
der Kanalpore. Die cytosolische T1 Doméane stabilisiert den Kanalkomplex.

Wahrend die Spannungssensorfunktion und das Selektivitatsfilter der Kanale in der bereits
gut untersuchten Transmembrandomane lokalisiert sind, ist Uber den Einfluss der T1
Doméane auf die schnelle Inaktivierung wenig bekannt. Neben der nachgewiesenen
Beteiligung des Inaktivierungspeptids wird auch ein Einfluss der oft ungefalteten, wenig

konservierten C-terminalen Domane diskutiert.

Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktionen der T1 Domane mit dem Inaktivierungspeptid und
dem C-terminalen Abschnitt des Kanalproteins bei schnellinaktivierenden K, Kanalen mit
Hilfe der Flussigkeits-NMR-Spektroskopie unter moglichst nativen Losungsbedingungen
molekular zu untersuchen und die Interaktionsflachen der Proteine zu bestimmen.

Dazu wurden verschiedene T1-Domanen Konstrukte der schnellinaktivierenden K,1.4 und
K\3.4 und des K,1.3 Kanals, der nicht Uber ein funktionelles IP verflgt, auf ihre Eignung fir
die Untersuchungen uberprift und die Ldsungseigenschaften genau charakterisiert. Das
K,1.4 Kanalprotein erwies sich als fir die Untersuchungen am besten geeignet, da das K,1.4
T1K Konstrukt ein stabiles T1 Domanen-Tetramer in 150 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5
ausbildet. Auch die Konstrukte der méglichen Liganden waren unter diesen, den natirlichen
cytosolischen Verhaltnissen sehr dhnlichen Bedingungen stabil und gut 16slich. Das K,1.3
Konstrukt bildete in der gleichen Pufferlésung Proteinkristalle, die sich zur Bestimmung einer
Rontgenstruktur eigneten.

Aufgrund der fir NMR-Experimente relativ hohen Masse des Tetramers von 48,4 kDa
wurden fur die sequentielle Zuordnung der Proteinhauptkette des K,1.4 T1K Konstrukts die
jeweiligen TROSY-Versionen dreidimensionaler heteronuklearer NMR-Spektren eingesetzt.
Dabei konnte eine zu 95% vollstandige, sichere Zuordnung des T1K Konstrukts erreicht
werden. Die dazu benétigten perdeuterierten und '°N- und 'C-isotopenmarkierten
Proteinproben konnten nach Optimierung der Expressions- und Rickfaltbedingungen mit
sehr guter Ausbeute hergestellt werden. Ein neuentwickeltes Recyclingverfahren fiir das
eingesetzte D,0 trug zur Minimierung der Kosten bei.

In den Titrationsreihen, die mit ?H entkoppelten '>N-TROSY-HSQC Spektren erfolgten,
wurde jeweils die Anderung der chemischen Verschiebung der HN-Signale der Hauptkette

eines der Interaktionspartner bei Zugabe des jeweiligen Liganden bestimmt. Mit Hilfe der
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bekannten Zuordnungen konnten so die interagierenden Aminosdurereste identifiziert
werden.

Fur das T1K Konstrukt konnte im C-terminalen, zur Membran weisenden Bereich eine
zusammenhangende Interaktionsflache bestimmt werden. Am starksten interagiert hier R69,
umgeben von mehreren grolen hydrophoben Resten. Im N-terminalen Bereich konnten
auler in der Schleife um E44 keine signifikanten Wechselwirkungen gefunden werden. Die
Gegentitration, bei der das Inaktivierungspeptid beobachtet wurde, zeigte starke
Wechselwirkungen die sich auf einer Seite der zwei stabilen a-helikalen Bereiche des
Inaktivierungspeptids konzentrierten und reich an hydrophoben Resten waren. In der
manuellen Uberlagerung der Struktur des Inaktivierungspeptids mit dem Homologiemodell
des T1K Konstrukts waren die unregelmaflig geformten Interaktionsflachen deckungsgleich.
Aufgrund der raumlichen Nahe der hydrophoben Phenylalanin- und Tyrosinreste kann von
einer hydrophoben Wechselwirkung ausgegangen werden. Die Interaktion der T1 Domane
mit dem Inaktivierungspeptid konnte damit bestatigt werden.

Auch flr das Konstrukt des C-Terminus des K,1.4 Kanalproteins konnte eine Interaktion mit
dem T1 Tetramer nachgewiesen werden. Die Hauptflache der Wechselwirkung liegt an der
Seitenflache des Tetramers und Uberlappt nur geringfiigig mit der des Inaktivierungspeptids.
Auffallig ist jedoch, dass beide Interaktionspartner auch mit der Schleife um E 44
interagieren.

Die Titration der T1 Domane mit beiden Interaktionspartnern zeigt synergistische Effekte der
N- und C-terminalen Peptide. Die Interaktion an der im Cytosol befindlichen E44 Schleife
nahm in der Intensitat deutlich zu, wahrend bei den C-terminalen, zur Membran gewandten
Interaktionen eine deutliche Abnahme zu beobachten war. Offenbar verdrangte der C-
Terminus das Inaktivierungspeptid aus der Bindung.

Mit diesen Ergebnissen stehen nun erstmals molekulare Informationen Uber die Interaktionen
der cytosolischen Domanen des K,1.4 Kanals zur Verfligung. Sie kdnnen zusammen mit der
jetzt mdglichen Bestimmung einer NMR-Ldsungsstruktur des K,1.4 T1K Tetramers und der in
Arbeit befindlichen K,1.3 Kristallstruktur bei identischen Pufferbedingungen einen Einblick in
die recht komplexen Ablaufe der schnellen Inaktivierung bei K, Kanalproteinen geben. Da die
Interaktion jetzt definierten Aminosaureresten zugeordnet werden kann, kdénnen nach
Einflhrung gezielter Mutationen elektrophysiologische Messungen durchgefiihrt werden, die
es erlauben, die beobachteten Wechselwirkungen mit der Kanalfunktion und -regulation zu

verknupfen.
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Anhang:

ClustalW Alignments

Die Alignments wurden erstellt mit Hilfe der Clustal Software (Chenna 2003)

Vergleich des K,1.4 T1K Konstrukts mit den T1 Domanen von K,1.2 und aK,1.1

Kv1l4 TiK ERVVINVSGLRFETQMKTLAQFPETLLGDPEKRTQYFDPLRNEYFFDRNRPSFDAILYYY 60
Kv12_1QDV  ERVVINISGLRFETQLKTLAQFPETLLGDPKKRMRYFDPLRNEYFFDRNRPSFDAILYYY 60
akvll_T1 ERVVINVSGLRFETQLKTLNQFPDTLLGNPQKRNRYYDPLRNEYFFDRNRPSFDAILYFY 60
Kvl4  T1K  QSGGRLKRPVNVPFDIFTEEVKFYQLG--—-—==——————- 87
Kvl12_1QDV ~ QSGGRLRRPVNVPLDIFSEEIRFYELGEEAMEMFREDE--- 98
akvll_T1 QSGGRLRRPVNVPLDVFSEEIKFYELGENAFERYREDEGFI 101

*rkAhkIk-FkkhkFIXkkhk-Kk-K)-)k--K)k-%%

N-Terminale Sequenzen von K,1.4 und aK,1.1 bis zum Beginn der S1-Helix

Die untersuchten Konstrukte von K,1.4, IP und T1K sind blau unterlegt

Das von Baker et al. untersuchte aKv1.1 T1 Konstrukt ist grau markiert.

Kvl.4 MEVAMVSAESSGCNSHMPYGYAAQARARERERLAHSRAAAAAAVAAATAAVEGTGGSGGG 60
akvi.1 MEVAMAG - === === = e e e e e IEGNGG---- 13
*Kxkkk . - - - - **x . *x
Kvl.4 PHHHHQTRGAYSSHDPQGSRGSREEEATRTEKKKKLHHRQSSFPHCSDLMPSGSEEKILR 120
akvli.l = - PAGYRDS--—--——=————- YHSSQRPLLRSSNLPNSRS————FP 41
* * *-* * * L -, * - * * *
Kvl.4 ELSEEEEDEEEEEEEEEEGRFYYSEEDHGDGCSYTDLLPQDDGGGGGYSSVRYSDCCERV 180
akvi.1 KLSEEDNANEN ————————————————————————————————— GMGVPGSDYDCSCERV 68
**** - : - - - .. *- ****
Kvi.4 VINVSGLRFETQMKTLAQFPETLLGDPEKRTQYFDPLRNEYFFDRNRPSFDAILYYYQSG 240
akvi.1 VINVSGLRFETQLKTLNQFPDTLLGNPQKRNRYYDPLRNEYFFDRNRPSFDAILYFYQSG 128
************ 3 *** *hkk - * ** :*: nnnnnnnnnn
Kvi.4 GRLKRPVNVPFDIFTEEVKFYQLGEEALLKFREDEGFVREEEDRALPENEFKKQIWLLFE 300
akvi.1 GRLRRPVNVPLDVFSEE IKFYELGENAFERYREDEGF IKEEE-KPLPQNEFQRRVWLLFE 187

R o o o o S R R = S = R = O = mkAAkAAkAk = mkhkk = KXk =kkkh- == -khhkhk
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Sequenzen der K, Kanalproteine, die Gegenstand diese Arbeit sind, im Alignment

Alle wichtigen Konstrukte sind grau bzw blau hinterlegt.

KVL1.3 o mmmm o mmm oo MTVVPGDHLLEPEVADGGG 19
KV1.4 MEVAMVSAESSGCNSHMPYGYAAQARARERERLAHSRAAAAAAVAAATAAVEGTGGSGGG 60
T F R — M1SSVCVSSYRGRKSGNKPPSKTCLKEEMAKGEASEK I INVGGT 45
- - **x
KV1.3 ———mmmmmmmm o APPQGGCG———— === ————mm oo 27
KV1.4 PHHHHQTRGAYSSHDPQGSRGSREEEATRTEKKKKLHHRQSSFPHCSDLMPSGSEEKILR 120
KV3.4 RHETYRSTLRTLPGTRLAWLAD—————m———mmm oo 67
T GGGCDRYEPLPPSLPAAG-——--- EQDCCGER 53
KV1.4 ELSEEEEDEEEEEEEEEEGRFYYSEEDHGDGCSYTDLLPQDDGGGGGYSSVRYSDCC-ER 179
KV3.4 Somooooooooooooooooooooooooo PDGGGRPESDGGGAGSSGSSGGGEGCEFFFDR 99

=%

KV1i.3 VVINISGLRFETQLKTLCQFPETLLGDPKRRMRYFDPLRNEYFFDRNRPSFDAILYYYQS 113
KvVi.4 VVINVSGLRFETQMKTLAQFPETLLGDPEKRTQYFDPLRNEYFFDRNRPSFDAILYYYQS 239
KV3.4 HPG- VFAYVLNYYRTGKLHCPADVCGPLFEEELTFWGIDETDVEPCCWMTYRQHRDAEEA 158

-k - % -

KV1.3 GGRIRRPVNVPIDIFSEEIRFYQLGEEAMEKFREDEGFLREEE-RPLPRRDFQRQVWLLF 172
KvV1i.4 GGRLKRPVNVPEDIFTEEVKFYQLGEEALLKFREDEGFVREEEDRALPENEFKKQIWLLF 299
KV3.4 LDIFESPDGGGGGAGPGDEAGDDERELALQRLGPHEGGSGPGAGSGGCRG WQPRMWALF 217

- **- - - - - --* E

KV1.3 EYPESSGPARGIAIVSVLVILISIVIFCLETLPEFRDEKDYPASTSQDSFEAAGNSTSG- 231

KV1.4 EYPESSSPARGIAIVSVLVILISIVIFCLETLPEFRDDRDLIMALSAGGHSRLLNDTSAP 359

KV3.4 EDPYSSRAARVVAFASLFFILVSITTFCLETHEAFNIDRNVTEIHRVGNITSVR-——--- 271
* * ** _** :*:_*::_**:**_ *khkkk *_ oo .

KV1.3 --SRAGASSFSDPFFVVETLCIIWFSFELLVRFFACPSKATFSRNIMNLIDIVALIPYFI 289

KV1.4 HLENSGHTIFNDPFFIVETVCIVWFSFEFVVRCFACPSQALFFKNIMNIIDIVSILPYFI 419

KV3.4 ---FRREVETEPILTYIEGVCVMWFTLEFLVRIVCCPDTLDFVKNLLNIIDFVAILPFYL 328

=k =k = mkk--k--kk *x * -*--* ** * * K-

KV1.3 TLGTELAERQGNG----QQAMSLAILRVIRLVRVFRIFKLSRHSKGLQILGQTLKASMRE 345

KV1.4 TLGTDLAQQQGGGNGQQQQAMSFAILRIIRLVRVFRIFKLSRHSKGLQILGHTLRASMRE 479

KV3.4 EVGLSGLSSKAAR--————- DVLGFLRVVRFVRILRIFKLTRHFVGLRVLGHTLRASTNE 381
-%x

- =Kk - -k - **--***** ** Kk = mKkk-kk-kk *

KV1.3 LGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADDP----————- TSGFSSIPDAFWWAVVTMTTVGYG 396
KV1i.4 LGLLIFFLFIGVILFSSAVYFAEADEP---——--—- TTHFQSIPDAFWWAVVTMTTVGYG 530
KV3.4 FLLLIIFLALGVLIFATMIYYAERIGARPSDPRGNDHTDFKNIPIGFWWAVVTMTTLGYG 441

= Fhkk-kk -~Kkk=--k=-- -k =-k% - * **x RAeE R o e kR

KV1.3 DMHPVTIGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRETEGEEQSQ------———- 446
KV1i.4 DMKPITVGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVPVIVSNFNYFYHRETENEEQTQ—————————- 580
KV3.4 DMYPKTWSGMLVGALCALAGVLTIAMPVPVIVNNFGMYYSLAMAKQKLPKKRKKHVPRPP 501

**x K X * -** *** * = kkkkkx --k

T 1 J S —— YMH-VGSCQHLSS-SAEELRKARSNSTLSKSEYMV IEEGG---- 484
Kvl.4 Essssooooooooooo LTQNAVSCPYLPSNLLKKFRSSTSSSLGDKSEYLEMEEG-—--- 619
KV3.4  QLESPIYCKSEETSPRDSTYSDTSPPAREEGMVERKRADSKQNGDANAVLSDEEGAGLTQ 561

KV1.3 MNHSAFPQTPFKTGNSTATCTTNNNPNSCVNIKKIFTDV--——————— e ——— 523
Kvli.4 VKESLCGKEEKCQGKGDDSETDKNN---CSNAKAVETDV------———-———————————— 655
Kv3.4 PLASAPTPEERRALRRSGTRDRNKKAAACFLLSAGDYACADGSVQKEGSVEPKACVPVSH 621

Kvi.3 ----
KvVi.4 ---—-
Kv3.4 TCAL 625
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Sequentielle Zuordnung des K,1.4 T1K Konstrukts (Peakliste)

Residue # HN NH c® c*?

01M - - - -
02E - - 56,78 29,38
03R 7,22 113,72 54,97 30,61
04V 8,83 123,79 60,87 32,92
05V 8,76 126,97 60,39 31,71
06l 9,43 129,02 60,79 39,44
07N 9,66 128,74 50,31 38,27
08V 8,89 126,18 60,43 29,56
09S 8,61 119,14 59,04 62
10G 8,93 112,08 44,77 -
11L 8,37 128,14 53,32 41,27
12R 8,18 126,64 56,27 30,03
13F 9,89 126,17 56,34 40,08
14E 7,53 120,66 53,84 33,58
15T 8,35 114,50 58,04 68,10
16Q 8,81 121,46 53,89 30,11
17M 8,99 125,55 58,19 32,96
18K 8,18 115,64 57,82 -
19T 7,27 116,53 65,38 -
20L 7,03 120,45 59,23 40,04
21A 7,25 118,9 53,16 19,15
22Q 7,03 121,08 61,56 32,33
23F 7,67 117,65 57,84 -
24P - - 64,03 31,34
25E 8,32 115,71 57,43 30,17
26T 7,35 119,08 64,81 66,98
27L 6,76 119,58 55,82 39,66
28L 6,73 116,15 54,80 40,12
29G 7,26 103,96 44,33 -
30D 7,12 121,79 49,52 -
31P - - - -
32E - - 58,14 27,50
33K 7,69 119,95 56,90 28,39

34R 7,85 119,39 57,61 26,69
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Residue # HM NH c® c?

35T 7,35 116,34 66,00 67,89
36Q 7,69 119,95 56,94 27,20
37Y 7,91 117,77 56,85 37,26
38F 7,78 122,96 57,00 38,65
39D 8,40 129,12 48,26 -
40P - - 63,46 31,01
411 9,36 119,95 55,31 28,03
42R 8,75 129,90 52,46 32,84
43N 8,68 127,91 52,5 41,34
44E 8,34 127,78 52,34 31,38
45Y 8,68 120,84 57,84 38,81
46F 8,55 124,15 55,6 40,59
ATF 8,31 124,76 55,55 40,94
48D 8,98 129,96 50,6 38,38
49R 6,87 116,4 54,44 30,09
50N 7,90 119,34 53,23 35,92
51R 6,83 113,81 53,06 -
52P - - 62,40 44,06
53S 7,82 120,46 62,40 31,83
54F 9,23 124,58 61,84 38,62
55D 9,06 118,42 55,68 38,89
56A 7,82 116,84 52,39 17,21
571 6,92 114,83 56,81 38,96
58L 7,99 117,72 59,91 37,09
59Y 7,53 123,53 60,43 -
60Y - - 60,36 36,37
61Y 7,24 115,22 60,36 36,67
62Q 7,71 118,15 57,84 27,17
63S 8 111,4 57,31 63,47
64G 7,64 110,9 45,64 -
65G 8,35 107,97 44,1 -
66R 7,56 121,4 55,42 23,96
67L 7,06 114,52 54,99 36,7
68K 8,76 117,32 55,29 40,59

69R 9,32 125,73 59,45 -
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Residue # HM NH c® c?

70P - - 61,24 30,68
71V 8,33 119,67 63,86 30,11
72N 8,29 113,68 52,46 36,14
73V 7,65 123,35 58,66 -
74P - - 64,65 -
75F 7,69 110,71 62,87 30,8
76D 7.7 119,34 56,24 37,39
77 7,23 122,03 64,4 37,04
78F 8,28 119,84 61,67 38,15
79T 8,36 112,82 65,91 67,21
80E 7,03 121,08 58,3 29,52
81E 8,75 116,34 57,88 27,05
82V 8,07 120,41 66,89 29,97
83K 7,45 117,7 58,17 30,85
84F 7,91 123,01 61,25 37,58
85Y 8,17 113,78 59,85 35,32
86Q 7,77 118,96 55,40 28,79
87L 8,49 124,95 54,12 39,19
88G 7,91 107,15 44,03 -
89K 7,95 120,93 55,86 32,17
90L 8,23 123,57 54,16 40,55
91A 8,18 124,91 52,10 17,70
92A 8,08 122,31 51,97 17,70
93A 7,99 122,57 51,97 17,77
94L 7,95 120,93 54,64 40,67
95E 8,11 121,38 55,88 28,92
96H 8,35 120,46 55,54 -
97H 8,68 121,42 54,71 -
98H 8,55 121,28 54,90 -
99H 8,73 121,46 54,88 51,03

100H 8,29 126,61 56,14 -
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Ubertragene Zuordnung des K,1.4 Inaktivierungspeptids

Urspringliche Zuordnung: Wissmann 2003

Residue # HY N

02S 8,51 119,46
03T 8,32 117,27
04M 8,36 123,53
O5E 8,32 123,71
o6V 8,13 122,84
07A 8,31 128,53
08M 8,34 121,71
o9V 8,09 123,28
10S 8,38 120,71
11A 8,45 127,28
12E 8,29 121,21
13S 8,22 117,27
14S 8,29 118,46
15G 8,36 111,34
16C 8,14 119,40
17N 8,49 121,90
18S 8,15 116,77
19H? 8,45 121,21
20M 8,15 122,90
22Y 8,34 122,53
23G 8,30 112,27
24Y 7,95 121,46
25A 8,38 124,40
26A 8,15 122,71
27Q 7,98 119,78
28A 8,03 124,09
29R 7,99 119,59
30A 7,84 123,65
31R 8,05 119,53
32E 7,88 121,53
33R 8,04 121,96
34E 7,91 120,90

35R 8,00 120,34
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Residue # HN i

36L 8,08 121,46
37A 7,89 122,78
38H? 8,24 118,34
39S 8,28 117,46
40R 8,36 123,90
41A 7,99 124,09
42A7 8,07 122,28
43A7 8,05 123,53
44A7 7,99 122,71
45A7 7,94 123,09
46A 7,82 122,96
47V 7,74 120,34
48A 7,95 125,46
49A7 7,89 122,03
50A? 7,99 123,21
51T 7,94 114,21
52A 7,95 126,21
53A? 8,00 122,09
54v 7,88 119,65
55E 8,37 124,90
56G 8,35 110,59
57T 8,09 113,34
58G 8,50 111,96
59G 8,23 109,34
60S 8,36 116,52
61G 8,51 111,77
62G 8,15 109,59
63G 8,26 109,59
65H? 8,72 121,65
66H? 8,78 121,90
67H 8,33 120,21
68H? 8,64 123,15
69Q 8,71 123,59
70T 8,34 117,59
71R 8,47 124,90
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Residue # HN N

72G 8,41 111,09
73A 8,12 124,40
74Y 8,15 120,09
75S 8,02 118,46
76S 8,28 118,78
77H 8,23 120,59
78D 8,13 127,53

Daten zur Auswertung der Diffusionsmessung

Werte fir die Diffusionskonstante, die rechnerische Masse ist fur die T1-Konstrukte als
Monomer / Tetramer jeweils in kDa angegeben

Substanz D Masse (kDa)
Vitamin By, 0,73758 1,35
RNAseA 0,45766 134
Transferrin 0,14889 81.0

K,1.4 T1K 0,22798 12,1/48,4
K.,3.4 153H 0,16977 18,2/72,46

Daten zur Bestimmung von Kp in der Titration von K,1.4 T1K mit dem K,1.4 IP

Fitgleichung (fiir Origin™ angepasst), (Geyer 2003)
y=M ((0.48+x+K)-(((0.48+x+K)"2-(4*0.48*x))(1/2)))/(2*0.48)

K= Dissoziationskonstante Kp (mM) M= Maximalwert fiir y (Shift bei Sattigung)

Rest # Kp M

177 0.10165 0.00369
E44 1.36605 0.03064
V73 0.14505 0.0074
R69 1.37137 0.02366

N43 0.14456 0.00834
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Doppeltitration von K,1.4 T1K mit IP und C84:

weitere Vergleichsgraphen

Shifts nach Zugabe von IP und C84 (rot) verglichen mit den Shifts nur mit IP-Zugabe
aufgetragen gegen die Sequenz des K,1.4 T1K Konstrukts

AS [ppm
o

o |
003 +
0025 r
002 -
0015 -

0,005 -

001 - ‘

MERVVI NVSGLRFETQMKT LAQFPETLLGDPEKRTQYFDPLRNEYFFDRNRPSFDAI LYYYQSGGRLKRPVNVPFDI FTEVKFYQLG

Shifts nach Zugabe von IP und C84 (rot) verglichen mit der Addition der Shifts nur mit IP und
nur mit C84, aufgetragen gegen die Sequenz des K,1.4 T1K Konstrukts

A8 [ppm]
006

005

004

O Summe Enzeimessungen B Doppettitration IP+C84
003 -
002 +
00L | ‘

MERVVINVSGLRFETQMKTLAQFPETLLGDPEKRTQYFDPLRNEYFFDRNRPSFDAILYYYQSGGRLKRPVNVPFDIFTEVKFYQLG

0
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MolMol™ Darstellung der Ergebnisse der Doppeltitration

Dargestellt ist das Homlogiemodell des K,1.4 T1K Tetramers (blau schattiert). Rot dargestellt
sind Reste, deren Interaktion in Anwesenheit beider Interaktionspartner (IP und C84) starker
ist als in den Einzeltitrationen. Gelbe Reste zeigen eine Abnahme der Intensitat oder volliges
Fehlen der Wechselwirkung.
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