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Einleitung

1. Einleitung

1.1 lonenkanale

Alle lebenden Zellen sind von einer Membran umgeben. Diese Membranen grenzen
zum einen den intrazellularen Reaktionsraum vom extrazellularen Milieu ab,
vermitteln aber auch den kontrollierten Austausch von Materie, Energie und
Information. Der kontrollierte Transport von Materie, insbesondere grol3er oder
polarer Teilchen erfolgt mittels spezifischer Membranproteine. lonenkanale sind eine
Klasse von integralen Membranproteinen, die den passiven Transport von lonen
uber eine Membran bewerkstelligen. Sie erlauben einfache Elektrodiffusion, die
einzig durch den elektrochemischen Potenzialgradienten Uber der Membran
angetrieben wird. Die meisten lonenkanale leiten nur eine lonensorte. Die
wichtigsten lonenkanale in biologischen Membranen sind Kalium-, Natrium-,
Calcium-, und Chloridkanale.

lonenkanale sind nicht immer offen. Sie konnen offen und somit elektrisch leitend
oder geschlossen und nicht leitend sein, wobei spezielle Strukturen in diesen
Proteinen als Tore (,gates”) fungieren und den Transport der lonen kontrollieren.
Offnen und SchlieRen dieser Tore (,gating“) kann durch verschiedene Signale
moduliert werden. Solche Signale konnen chemischer Art sein, wie bei
ligandengesteuerten lonenkanalen (Acetylcholin, Calcium, zyklische Nucleotide, ATP
etc.) oder physikalischer Art, wie bei mechanosensitiven, lichtaktivierten oder
spannungsgesteuerten lonenkanalen. Spannungsgesteuerte lonenkanale spielen
insbesondere in erregbaren Membranen beim Aktionspotenzial eine entscheidende
Rolle. Wahrend in tierischen Zellen das Aktionspotenzial auf die Aktivitat von
Natrium- und Kaliumkanalen zurickzufuhren ist, sind dies bei Pflanzenzellen Chlorid-

und Kaliumkanale.

1.2 Strukturmerkmale spannungsabhangiger Kaliumkanale

Kaliumkanale findet man in nahezu allen Zellen. Anhand ihrer Strukturmerkmale
konnen Kaliumkanale in vier Hauptklassen eingeteilt werden. Nach Hydropathie-Plot-
Analysen (Kyte und Doolittle, 1982) besitzen Kaliumkanale vom ,Shaker“-Typ eine
Sekundarstruktur mit sechs Transmembranhelices (TM1-TM6) und einem
hydrophoben Porenloop (P). Zu den Vertretern dieses Kanaltyps (6TM-1P) gehdren
spannungsabhangige Kaliumkanale aus tierischen Zellen (z.B. Kv1 (Shaker)),
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ligandengesteuerte lonenkanale (z.B. CngA1 (,cyclic nucleotide-gated®)), sowie
einwarts- und auswartsgleichrichtende Kaliumkanale aus Pflanzenzellen (KAT1,
AKT1, SKOR). Die Vertreter der Kir-Kanale (,inward rectifying“) besitzen zwei
hydrophobe Transmembrandomanen pro a-Untereinheit und einen Porenloop (2TM-
1P). Zu dieser Klasse von Kaliumkanalen gehoren uberwiegend tierische Kanale
(Kir1.1, Ho et al. 1993; Kir2.1, Kubo et al. 1993), sowie ein pflanzlicher Vertreter
(KCO3), der funktional allerdings noch nicht beschrieben wurde.

Sowohl bei den Kaliumkanalen vom Shaker-Typ als auch bei Kir-Kanalen bilden vier
a-Untereinheiten einen funktionalen Kanal, wobei die vier Porenloops im Zentrum
des Kanalkomplexes die wassergefullte Pore fur den lonentransport bilden (Li et al,
1994).

1P-Kanile 2P-Kanale
2TM-1P 4TM-2P

z.B. z.B.

Kir 1.1, Kir 2.1, KCO3 Ork1,Twik1, KCO1, AtTPK4
6TM-1P 8TM-2P

N c N c
z.B. z.B.
AKT1, KAT1, SKOR Tok1p, NcTokAp

Abbildung 1.1 Strukturmerkmale der kanalbildenden Untereinheiten von Kaliumkanalen. Der
Spannungssensor (TM4) wird durch ein griines Rechteck, die Porendomanen als rote Loops
dargestellt. N bzw. C symbolisieren das aminoterminale bzw. das carboxyterminale Ende
des Kanalproteins und befinden sich auf der cytoplasmatischen Seite. Nahere Erlauterungen
im Text.

Neben diesen Kaliumkanalen mit einem Porenloop pro a-Untereinheit existieren
auch Kaliumkanalproteine mit zwei Porenloops, sogenannte 2-P Kanale.

Die tierischen und pflanzlichen Vertreter dieser Kanalklasse weisen vier
Transmembranhelices und zwei Porenloops auf (Ork1, Goldstein et al. 1996; Twik1,
Lesage et al. 1996b; KCO1, Czempinski et al, 1996, AtTPK4(KCO4), Becker et al.,
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2004). Varianten dieser 4TM-2P Kanalarchitektur, die sich durch das Vorhandensein
von acht Transmembranhelices und zwei Porenloops auszeichnen (8TM+2P), finden
sich in Pilzen. Der erste Kaliumkanal mit einer 8TM-2P Struktur, Tok1p, konnte in
Saccharomyces cerevisiae nachgewiesen werden (Ketchum et al., 1995) und als
dominierender Kaliumkanal in der Plasmamembran identifiziert werden (Duk1p von
Reid et al., 1996; unter York1p von Lesage et al., 1996a, unter Ykc1p von Zhou et
al., 1995, unter J0911 von Andre” et al., 1995).

Im filamentdsen Pilz Neurospora crassa wurde ein Gen entdeckt (NcCTOKA), das sehr
starke Homologie zu TOK1 aufweist. Das NcTOKA-Genprodukt konnte nach
Expression in S. cerevisiae und elektrophysiologischer Analyse auch als
spannungsabhangiger Kaliumkanal beschrieben werden (Roberts, 2003).

1.2.1 Selektive Permeabilitat

Kaliumkanale besitzen trotz grofer Selektivitat fur Kaliumionen eine sehr hohe
Durchsatzrate (10°-10° lonen/Sekunde). Wie diese beiden gegensatzlichen
Eigenschaften in Kaliumkanalen vereinbar sind, wurde anhand des Kaliumkanals
KcsA aus Streptomyces lividans aufgeklart (Doyle et al., 1998; Zhou und MacKinnon,
2003).

Shak DAFWWAVVTMTTVGYGDMT
AKT1 TSMYWSITTLTTVGYGDTLH
KAT1 TALYWSITTLTTTGYGDTFH
Kir2.1 AAFLFSIETQTTTIGYGTEFRLC
KcsA RALWWSVETATTVGYGDTILY
Tok1 P1 NALYFCTVSLLTVGLGDTIL
Tok1 P2 NCIYFCFLCLLTIGYGDYA
Twik1 P1 SALFFASTVLSTTGYGHTV
Twik1 P2 ESFYFCFISLSTIGLGDYYV

Abbildung 1.2 Sequenz-Alignement der Porenregion unterschiedlicher Kaliumkanéale, wobei
die Ubereinstimmung mit der Kaliumkanal-Signatursequenz nach Heginbotham (1994) rot
und fett hervorgehoben ist.

Kaliumkanal-o-Untereinheiten besitzen in der Porenregion eine Signatursequenz von
acht Aminosauren (TXXTXGYG), die sowohl in den spannungsabhangigen
Kaliumkanalen vom Shaker-Typ, als auch in den Kaliumkanalen vom Kir-Typ
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vorliegen. Diese hochkonservierte Region wird fur die Selektivitat der Kaliumkanale
verantwortlich gemacht und ist in allen bisher untersuchten Kaliumkanalen
vorhanden. Auch wenn ein Gesamt-Sequenzvergleich zwischen Kanalen der selben
Klasse oft eine geringe Sequenzubereinstimmung aufweist, so ist die
Ubereinstimmung in der Kaliumkanal-Signatursequenz immer sehr hoch
(Heginbotham et al., 1994) (Abb.1.2).

Am KcsA-Kanal von Streptomyces lividans ist der strukturelle Aufbau des
Kanalproteins und insbesondere des Porenbereichs am besten untersucht (Doyle et
al., 1998; Zhou Y., MacKinnon R., 2003).

Abbildung 1.3 Struktur-Modell des KcsA
Kanals aus Streptomyces lividans.
Dargestellt sind nur 2 Untereinheiten (blau)
des als Tetramer vorliegenden Kanals, der
strukturell ein 2-Transmembrandoméanen-
Kanal ist. Das GYG-Motiv des Kalium-
Selektivitatsfilters ist rot dargestellt.
Mutationen in diesem Bereich zerstoren die
Kaliumselektivitat des Kanals. Mutationen
des Tyrosin 82 (gelb) und des Threonins
74 (orange) verandern die Sensitivitat des
Kanals fur TEA. (Doyle et al., 1998)

Nach Doyle tragt die Aminosaure Tyrosin (Y78) zur engsten Stelle der Kanalpore,
dem Selektivitatsfilter, bei. Dieser wird durch die Carbonylgruppen der Tyrosine (Y)
gebildet, die dazu beitragen den Kaliumionen ihre Hydrathulle abzustreifen bevor sie
die Pore durchqueren konnen (Doyle et al., 1998). Inzwischen wurde uber Rontgen-
Strukturanalysen des KcsA-Kanals festgestellt, dass im Selektivitatsfilter vier diskrete
Kaliumbindestellen vorhanden sind (Zhou,Y., MacKinnon, R., 2003) (Abb.1.4). Jede
Kaliumbindestelle wird von acht Carbonyl-Sauerstoffatomen umgeben, die vom
Peptidgrundgerust der TVGY-Sequenz des Selektivitatsfilters und der Seitenkette
des Treonins stammen. Diese Koordination der Kaliumionen im Selektivitatsfilter tber
die Carbonyl-Sauerstoffatome des Peptidgrundgeristes ist eine wichtige
Voraussetzung zur Aufrechterhaltung der Filterstruktur. Weiterhin konnten
4
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MacKinnon und Zhou nachweisen, dass immer zwei Kaliumionen in spezifischer
Konfiguration im Selektivitatsfilter binden, entweder in der 1-3-Konfiguration (K*-H,O-
K*-H,0) oder der 2-4-Konfiguration (H,O-K"-H,O-K").

Diese Kette von K' und H,O bildet auch das eigentlich zu ,transportierende
Substrat®. Wahrend die beiden Kaliumionen getrennt durch ein Wassermolekul
zwischen der Konfiguration 1-3 und 2-4 oszillieren, dringt ein weiteres Kaliumion in
die Pore ein und schiebt die K'-H,O-K'-H,O-Kette weiter, so dass auf der

entgegengesetzten Seite ein Kaliumion die Pore verlasst.

L ¥
/‘J{, Carbonyl- ! 'v“»‘({
1 *,,u . Sauerstoffatome ’ ~ J -
‘ koordinieren K* °
N
@
- ?

[+
3 " @ ‘) 2 K*bindenin = .
, O A pid spezifischer Ca |,
% ° ./\<\ - Konfiguration

6 < _md
im Filter AT
1, 3 Konfiguration / 2, 4 Konfiguration

\ J
R 9
th/‘%%

~

v ¢
K* stabilisiert ¢ l K+
- ¢ - S o
die Filterstruktur e S Y
T v
} SATE e Wasser

Abbildung 1.4 ,Filter-Stabilisierungs-Modell“. Kaliumionen binden im Selektivitatsfilter von
Kaliumkanalen in der 1,3-Konfiguration und in der 2,4-Konfiguration. Die Bindung der
Kaliumionen ist fir die Aufrechterhaltung der Filterstruktur notwendig (nach MacKinnon,
Nobelvortrag 2003, modifiziert).

Eine Erklarung fur die hohe Leitfahigkeit bei gleichzeitiger Selektivitat eines Kanals
ist die elektrostatische Abstof3ung zwischen den Kaliumionen. Dieser Mechanismus
wurde schon 1979 von Hille und Schwarz aufgrund elektrophysiologischer

Messungen postuliert. MacKinnon und Zhou sehen in der ionenabhangigen
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Konformationsanderung im Selektivitatsfilter einen zusatzlichen Mechanismus der
die hohe Leitfahigkeit eines selektiven Kanalproteins erklaren kann (Zhou,Y.,
MacKinnon, R., 2003).

1.2.2 Kanalassemblierung

Bei tierischen Shaker-Kanalen ist die Tetramerisierung homologer oder heterologer
a-Untereinheiten die Vorraussetzung zur Bildung funktionaler Kanale. Im Prozess der
Kanalassemblierung spielt eine hochkonservierte T1-Domane, die im N-Terminus
lokalisiert ist, eine sehr wichtige Rolle (Li et al., 1992). Die absolute Notwendigkeit
dieser T1-Tetramerisierungsdomane wird jedoch sehr umstritten diskutiert. Zerangue
et al. vertreten die Ansicht, dass die T1-Domane die spezifische Kanalassemblierung
der Kanaluntereinheiten verschiedener Unterfamilien unterstitzt, aber fur die
nachfolgenden Schritte der Assemblierung und der Proteinfaltung nicht notwendig ist
(Zerangue et al., 2000). Sie konnten zeigen, dass ShB-Untereinheiten auch ohne T1-
Domaéane funktionale Kanale bilden. Im Artikel von C. Strang (2001) wird jedoch
darauf hingewiesen, dass die T1-Domane eine sehr wichtige Funktion in der
Kanalassemblierung spielt und auch in den funktionalen Kanal integriert wird.

Bei pflanzlichen Kaliumkanalen, wie zum Beispiel dem AKT1, geht man hingegen
davon aus, dass der C-Terminus maldgeblich an der Tetramerisierung des
Kanalproteins beteiligt ist (Daram, 1997). Durch elektrophysiologische
Untersuchungen C-terminaler Deletionsmutanten des pflanzlichen Kaliumkanals
KAT1 zeigten Marten und Hoshi (1997) jedoch, dass der C-Terminus nicht zur
Assemblierung funktionaler Kanalproteine beitragt.

Dreyer et al. (2004) zeigten, dass in pflanzlichen Kalium-Auswartsrektifizierern zwei
unterschiedliche Domanen im cytoplasmatischen C-Terminus fur die
Kanalassemblierung notwendig sind.

Also auch bei pflanzlichen Kanalen ist man noch weit davon entfernt, die

mechanistischen Zusammenhange der Kanalassemblierung zu verstehen.

Fur die Bildung eines funktionalen Dimers des 2P-Kanals Twik1 wurde eine
Selbstassemblierung und eine Verbindung der zwei kanalbildenden Untereinheiten
uber Disulfidbrucken postuliert. Dazu ist ein Cystein an Position 69 und die
Aminosauresequenz des Twik1p von R57 bis V90 unerlasslich. Nach Mutation des
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Cysteins 69 zu Serin ist keine Expression funktionaler Twik1-Kanale mehr moglich
(Lesage et al, 1996c¢).

Zur Kanalassemblierung des Tok1p-Kanals in S. cerevisiae ist bisher nichts bekannt.

1.2.3 Aktivierung/Inaktivierung

Die Aktivierung spannungsabhangiger Kaliumkanale resultiert aus einer
spannungsabhangigen Konformationsanderung im Kanalprotein, die zur Offnung der
Kanalpore fuhrt. Die Kopplung der Spannungsabhangigkeit mit der Porendffnung
erfolgt Uber Transmembranhelices TM1 bis TM4. Dabei Ubernehmen die positiv
geladenen Aminosaureseitenketten (oft Arginine) in Transmembrandomane 4 die
Aufgabe, die ansonsten hydrophobe TM4 durch die Membran zu bewegen. Die
Frage, wie diese Bewegung von TM4 durch die Membran aussieht, wird noch
kontrovers diskutiert. Es werden drei Modelle diskutiert. Im ursprunglichen Modell
bewegt sich TM4 gleitend oder schraubend durch die Membran nach auf3en (Yang et
al., 1996). Im Paddelmodell geht man davon aus, dass sich TM4 mit einem Teil der
TM3 als alphahelikale Haarnadel (helix-turn-helix) durch die Membran bewegt (Jiang
et al., 2003). Das neueste Modell sieht vor, dass sich der Hauptteil des Kanalproteins
vermutlich durch Rotation relativ zur TM4 verschiebt (Starace und Bezanilla, 2004).

Spannungsabhangige Kaliumkanale zeigen hauptsachlich zwei Formen der
Inaktivierung, eine schnelle und eine langsame. Die beiden Formen der Inaktivierung
laufen Uber zwei vOllig unterschiedliche Mechanismen ab. Die schnelle N-Typ
Inaktivierung verlauft Uber einen Verschluss der Porendffnung auf der
cytoplasmatischen Seite durch einen Teil des N-terminalen Endes des Kanalproteins.
Dieser N-Typ-Inaktivierungsmechanismus ist auch als ,Ball and Chain“-Modell
bekannt, da die ersten 22 Aminosauren des N-Terminus den Blockierungspartikel
(,ball”) bilden, der Uber die Aminosauren 23 bis 83 als eine Art Kette (,chain®) am
Kanalprotein befestigt ist (Hoshi et al., 1990, Zagotta et al., 1990).

Die langsamere C-Typ-Inaktivierung wurde zuerst an Mutanten des Shaker-Kanals
beschrieben, bei denen die N-terminale Inaktivierungsdomane deletiert worden war
(Hoshi et al., 1991).
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Es wurde postuliert, dass bei der C-Typ-Inaktivierung eine Konformationsanderung in
der aulleren Porenregion auftritt, die zur Verengung und dadurch zum Verschluss
der Pore fuhrt (Liu et al., 1996).

Externes Kalium und andere kleine Kationen kénnen die C-Typ-Inaktivierung
modulieren. So wurde gezeigt, dass die C-Typ-Inaktivierung bei Shaker-Kanalen
durch externes Tetraethylammonium (TEA) (MacKinnon und Yellen, 1990;
Heginbotham und MacKinnon, 1992) und erhdhte extrazellulare
Kaliumkonzentrationen reduziert werden kann (Pardo et al., 1992). Interne
Kaliumkanalblocker erh6hen die C-Typ-Inaktivierungs-Rate im gleichen Ausmal} wie
sie den Kaliumefflux verhindern (Baukrowitz und Yellen, 1996).

Durch Levy und Deutsch (1996) konnte gezeigt werden, dass die Erhdhung der
externen Kaliumkonzentration die Ruckkehr der Kanale aus der C-Typ-Inaktivierung
durch spannungsabhangige Bindung von Kalium an eine extrazellulare Bindestelle
beschleunigt. Lange Zeit wurde vermutet, dass die Bindung von TEA oder
Kaliumionen direkt im Anschluss an den Selektivitatsfilter eine
Konformationsanderung und damit auch die C-Typ-Inaktivierung verhindert.
Inzwischen gibt es eine Reihe von Hinweisen, dass der Selektivitatsfilter selbst das
Inaktivierungstor fur die C-Typ-Inaktivierung darstellt (Kiss et al, 1999; Eghbali et al.,
2002; Molina et al., 1997 und 1998; Zhou et al., 2001; Zhou und MacKinnon, 2003).
All diese Ergebnisse zeigen, dass Kaliumkanale externes Kalium zur ungestorten
Funktion bendtigen und eine Absenkung des externen Kaliums zu einer erhohten C-

Typ-Inaktivierung durch Auftreten eines partiellen Porenkollapses flhrt.

In den meisten Kaliumkanalen findet man in unmittelbarer Nachbarschaft zum GYG-
Motiv im Porenloop eine negativ geladene Aminosaure (Asparaginsaure, D). Der
Kaliumkanal Herg1 aus menschlichen Herzmuskelzellen hat an dieser Position eine
neutrale Aminosaure (Asparagin, N) und zeigt auch ohne N-terminale
Inaktivierungsdomane eine schnelle Inaktivierung.

EinfUhrung einer negativen Ladung an Position 629 durch Mutagenese des
Asparagins (N) zu Asparaginsaure (D) hat einen Verlust der C-Typ-Inaktivierung und
einen Verlust der Kationenselektivitat zur Folge (Lees-Miller et al. 2000). Eine
Beteiligung der hochkonservierten Asparaginsauren D292 an der Modulation der
Kaliumleitfahigkeit wurde auch am tierischen BKca-Kanal postuliert (Haug et al.,
2004a, 2004b). Die negative Ladung der Asparaginsaure-Seitenkette soll zur
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Akkumulation von Kaliumionen in der &auferen Porenregion nahe des
Selektivitatsfilters fuhren und dadurch den Offenzustand des Kanalproteins
stabilisieren. Mutation der aquivalenten Asparaginsaure in Homo-Tetrameren von

Shaker-Kanalen fuhrt zu nichtfunktionalen Kanalen.

1.3 Tok1p ein spannungsabhangiger Kaliumkanal im Plasmalemma

von Saccharomyces cerevisiae

1.3.1 Identifizierung

Saccharomyces cerevisiae besitzt in der Plasmamembran einen
auswartsgleichrichtenden, spannungsabhangigen Kaliumkanal, der zuerst von Gustin
et al. (1986) elektrophysiologisch nachgewiesen werden konnte. Dieser langsam
aktivierende Kaliumkanal wurde von Bertl et al. auf funktionaler Ebene mit Hilfe der
Patch-Clamp-Technik weiter charakterisiert (Bertl et al., 1992, 1993, 1998, a). Im
Rahmen der systematischen Sequenzierung des Hefegenoms wurde eine Sequenz
(JO911; YJLO093c) identifiziert, deren Genprodukt die fur Kaliumkanale typische
Signatursequenz GYGD aufwies. Das YJL093c Genprodukt induzierte in Xenopus-
Oocyten spannungsabhangige, langsam aktivierende Kaliumstrome (Ketchum et al.,
1995; Zhou et al., 1995; Reid et al.,1996).

Deletion von YJL093c in S. cerevisiae fuhrte zum volligen Verlust des langsam
aktivierenden Kaliumauswartsstroms im Plasmalemma von Hefe. Dies zeigte
eindeutig, dass die beobachtete Kanalaktivitat im Plasmalemma von S. cerevisiae
auf das YJL093c Genprodukt (Tok1p) zurackzufuhren ist. Die heute Ubliche
Bezeichnung fur den Kaliumkanal im Plasmalemma von S. cerevisiae ist Tok1p

(Tandem Pore Outward Rectifying K" Channel 1).

1.3.2 Struktur

Mit der Klonierung des Tok1p-Kanals aus S. cerevisiae wurde eine neue Familie der
spannungsabhangigen Kanale entdeckt. Tok1p unterscheidet sich vor allem dadurch
deutlich von den Kanalen des Shaker-Typs und den Kir-Kanalen, dass er zwei
Porenloop-Domanen pro Untereinheit besitzt (Abbildung 1.5).

Ein weiterer Unterschied zu den Shaker-Typ- und Kir-Kanalen findet sich in der
Anzahl der vermuteten Transmembranhelices von Tok1p. Nach Hydropathie-Plot-
Analysen (Kyte und Doolittle) besitzt Tok1p acht hydrophobe Transmembranhelices,



Einleitung

deren Lange die zur Durchquerung der Membran notwendigen 20 Aminosauren

ubersteigt.

Kanalbildende-Untereinheit

HITYGNALYFCTVSLLTVGLGDILPK

\/

N TMD1__ TMD2__TMD3__ TMD4__ TMD5__ TMD6__JIPRA__ TMD7_|JPR8I_ TMD8 C]
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Abbildung 1.5 Kanalbildende Untereinheit des Tok1p-Kanals mit 8 Transmembrandomanen
(TMD) und Zwei Porenloops. Die Porenregionen (PR) sind im Ein-Buchstaben-Code der
Aminosauren angegeben (siehe Anhang) und die flr Kaliumkanale charakteristischen
GYGD-Motive sind rot hervorgehoben. Vermutete Anordnung der Transmembrandomanen in
der Plasmamembran und méglicher Aufbau eines Dimers als funktionalem Kanal (unten). N
und C symbolisieren das aminoterminale- bzw. das carboxyterminale Ende des
Kanalproteins und befinden sich auf der cytoplasmatischen Seite.

1.3.3 Funktionale Domanen

Die Expression des ORF-TOK1 liefert in vivo ein 77kD-Protein, das aus 691
Aminosauren besteht und zwei fur Kaliumkanale charakteristische
Signatursequenzen in Reihe aufweist (YPD Protein Report fur Tok1p).

Die Signatursequenzen der beiden Porenloops zeigen groRe Ubereinstimmung zu
der charakteristischen Kaliumkanal-Signatursequenz (Heginbotham et al.,1994). Die
auftretende Abweichung im Signaturmotiv des ersten Porenloops (hier GLG) hat auf
die Kaliumselektivitat offensichtlich keinen negativen Einfluss.

Mutageneseversuche belegen, dass die Anordnung der beiden Signatursequenzen
im Tok1p-Kanal nicht austauschbar ist (Lesage et al.,1996). So fuhrten sowohl
Mutationen, die das Leucin(L) im 1. Porenloop gegen Tyrosin(Y), als auch
Mutationen, die das Y des 2. Porenloops gegen L austauschten, bei Expression in

10
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Xenopus-Oozyten zur Bildung nichtfunktionaler Kanale. Die Doppelmutation, bei der
nur die Lage der GLG- bzw. GYG-Motive vertauscht wurde, war in Oozyten ebenfalls
nichtfunktional. Daher wurde vermutet, dass das Vorhandensein der beiden GLG-
Motive im Kanal und deren Lage im Gesamtprotein fur die Funktion sehr wichtig sind.
Da bisher keine homologe Expression dieser L—Y-Mutanten in Hefezellen
durchgefuhrt wurde, war es von Interesse, ob unter homologen Bedingungen die
Funktionalitat der mutierten Tok1p-Kanale ebenfalls gestort ist.

Uber den Einbau des Kanalproteins in die Membran ist noch recht wenig bekannt,
auller, dass Tok1p keine spezifische Signalerkennungssequenz am N-Terminus fur
die cotranslationale Translokation des Proteins aufweist.

1 MTRFMNSFAK QTLGYGNMAT VEQESSAQAV DSHSNN;PKQ AKGVLAEELK
51 DALRFRDERV SIINAEPSST LFVFWEFVVSC Q?PVITACLG PVANTISIAC
101 VVEKWngKE NSVVTNPRSN DTDVLMNQVK TVFDPPGIFA S;IISLVLGF
151 TSNIILMLHF gKKﬁ?&LKSQ LINITGWTIASZGMLLVDVIV CSLNDMPSIY
201 SKTIGFWF:E ISSGLYLVCT IILTIHFIGY KLGKYPPTFN LLPNERSIMA
251 YTVLLSL%?I WGAGMFSGLL HITYGNALYF 65%3%%&651 GDILPKSVGA
301 KIMVLIFSLS E;VLMGLIVF MTRSIIQKSS GPIFFFHRVE KGRSKQ%KHY
351 MDQEKNLEER EAFDLMKCIR QTAE&KQHWF SLSVTIAI;& AFWLLGALVF
o _e P2 s8

401 KFAENWSYFN CIYFCFLCLL TIGYGDYAPR TGAGRAFFVI WALGAVPLMG

451 AILSTVGDLL FDISTSLDIK IGESFNNKVK SIVFNGRQRA LSFMVNTGEI
501 FEESDTADGD LEENTTSSQS SQISEFNDNN SEENDSGVTS PPASLQESFS
551 SLSKASSPEG ILPLEYVSSA EYALQDSGTC NLRNLQELLK AVKKLHRICL
601 ADKDYTLSFS DWSYTHKLHL RNITDIEEYT RGPEFWISPD TPLKFPLNEP

|
651 HFAFMMLFKN IEELVGNLVE DEELYKVISK RKFLGEHRKT L
O N-Glycosylierungsstellen ®W PKC <& PKA @ Tyrosin-Kinase

Abbildung 1.6 Aminosauresequenz des Tok1p mit mdglichen funktionalen
Strukturdomanen. S1-S8 maogliche Transmembranhelices, P1 und P2 vermutete Porenloops
mit den Signatursequenzen GLG und GYG, mogliche N-Glycosylierungsstellen und
Phosphorylierungsstellen fur i) Protein-Kinase C (PKC) ii) Protein-Kinase A (PKA) und iii) die
Tyrosin-Kinase. Die Abbildung wurde nach Angaben eines ExPASY ScanProsite von TOK1-
YEAST (P40310) erstellt.

An zwei exponierten extrazellularen Aminosaureabschnitten besitzt Tok1p drei

mogliche N-Glycosylierungsstellen (Abb.1.6).

11
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Obwohl Tok1p spannungsabhangig ist, weist seine Sequenz keine Region auf, die
dem TM4-Spannungssensor homolog ware. Aber auch bei Kir-Kanalen ist keine
direkte Homologie zur TM4-Helix bekannt. In diesen Kanalen existiert jedoch eine
MO Region (Ho et al., 1993), die ebenfalls eine Ansammlung geladener
Aminosaureseitenketten aufweist und so eventuell die Funktion des
Spannungssensors Ubernehmen kann (Terlau, H., Stihmer, W., 1998; Nichols, C.G.,
Lopatin, A.N., 1997; Andre, B., 1995; Jan, L.Y., Jan, Y.N., 1997).

1.3.4 Mogliche Regulationsdomanen

Uber mdgliche Regulationsmechanismen von Tok1p ist noch wenig bekannt. In der
AS-Sequenz findet man neben acht moglichen Phosphorylierungsstellen fur
Proteinkinase C auch eine mogliche Phosphorylierungsstelle fur Proteinkinase A
(Abb.1.6). Die Akkumulation vier solcher PKC-Phosphorylierungsstellen im
cytoplasmatischen Loop zwischen TM6 und TM7 gibt Anlass, diesen Bereich als
Regulationsdomane anzusehen, die uber Phosphorylierung/Dephosphorylierung
gesteuert ist. AuRerdem sind zehn mogliche Phosporylierungsstellen fur Casein-
Kinase Il und zwei fur Tyrosinkinase in der Proteinsequenz des Kanals enthalten
(ExPASYy).

Im elektrophysiologischen Experiment konnte nachgewiesen werden, dass die
Tok1p-Aktivitat von der intrazellularen ATP-Konzentration abhangig ist. So kommt es
bei Ganzzellableitungen von Tok1p ohne ATP in der Pipettenldsung zu einem
,rundown® des Kanals. Ein potenzielles ATP-Bindemotiv GYKLGKYPPTFNLL liegt
zwischen TM4 und TM5 vor (Bertl et al., 1998, a).

In Hefen wird bei osmotischem Stress die Hog1p MAP Kinase aktiviert. Diese
phosphoryliert als Antwort auf osmotischen Stress unter anderem zwei in der
Plasmamembran lokalisierte Proteine, den Nhalp (Na‘'/H*-Antiporter) und den
Kalium-Auswartsgleichrichter Tok1p (Proft 2004). Durch in vitro-Experimente konnte
nachgewiesen werden, dass Hog1p MAPK die C-terminale Region von Nha1p und
Tok1p phosphoryliert und im Fall von Nha1p den Transporter auch aktiviert. Ob es
durch Hog1p vermittelte Phosphorylierung auch zu einer Aktivierung von Tok1p

kommt, ist noch nicht geklart.

12



Einleitung

Sit 4p ist eine Serin/Threonin Protein-Phosphatase in Hefe. Eine Uberexpression von
SIT4 in S. cerevisiae fuhrt zu einer erhohten Lithium-Toleranz der Zellen. Die SIT4-
Transkription wird bereits durch niedrige Lithium-Konzentrationen in einer
zeitabhangigen Weise induziert. Auch Natrium und Kalium induzieren in hohen
Konzentrationen die Transkription von SIT4, und die Hefezellen erniedrigen als
Antwort auf einen Li* oder Na*-Stress ihren intrazellularen Kaliumgehalt. Dies deutet
darauf hin, dass an der Regulation des lonenhaushalts durch Sit4p ein Kalium-Efflux-
Transportsystem beteiligt ist. Welche der in S. cerevisiae in Frage kommenden
Transportsysteme fiir den Sit4p-vermittelten K*™-Efflux verantwortlich sind, ist noch
nicht geklart. Neben den beiden H™-Antiportern Nha1p und Kha1p kénnte auch der
K*-Auswartsgleichrichter Tok1p fiir den K*-Efflux in Frage kommen (Masuda et al.,
2000).

1.3.5 pH-Abhangigkeit von Tok1p

In elektrophysiologischen Experimenten konnte festgestellt werden, dass Tok1p
recht unempfindlich auf externe pH-Veranderungen reagiert, aber stark inhibiert wird
wenn das intrazellulare pH absinkt. Dieser inhibierende Effekt der intrazellularen
Ansauerung auf die Aktivitat des Kanals wird in Zusammenhang mit zehn im
Cytoplasma lokalisierten Histidinseitenketten gebracht, da Histidin die einzige
Aminosaure ist, deren pKs-Wert des Seitenketten-Imidazolrings mit 6,1 im
physiologisch relevanten pH-Bereich liegt. Diese beiden Faktoren, sowohl die
intrazellulare pH-Abhangigkeit, als auch die ATP-Abhangigkeit, konnten eine
Verbindung zwischen der Tok1p-Kanalaktivitat und der Stoffwechsellage der
Hefezelle darstellen (Bertl et al., 1998, a).

1.3.6 Modulation des Schaltverhaltens

Auffallig an der Struktur des Kanals ist der extrem lange C-Terminus aus 235
Aminosauren, an dem viele Cluster von basischen Aminosauren und vereinzelten
sauren Aminosauren zu finden sind. Solche Anordnungen sind von der N-Typ-
Inaktivierung bei spannungsabhangigen Kaliumkanalen bekannt.

Im Hinblick auf das Gating des Tok1p ist noch eine andere Region des Kanalproteins
interessant. Der cytoplasmatische Loop zwischen TM6 und TM7 ist aul3erst reich an

basischen Aminosauren. Zusatzlich zu den basischen Aminosauren enthalt diese
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Region eine grolle Anzahl an Phosphorylierungsstellen, wie man sie in den
regulatorischen Domanen von CFTR-Proteinen findet. In diesen CFTR’s (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) ist der ,ball“ des ,Ball and Chain”
Modells gewissermallen in die Aminosaurekette eingebaut und dient in dem
Chloridtransporter als sogenannte ,Schlusselsicherung®. Das bedeutet, dass die
Phosphorylierung dieser regulatorischen Domane fur die Freigabe der Kanalpore
notwendig, aber fiir die Offnung des Chloridkanals noch nicht ausreichend ist (Terlau
& Stuhmer, 1998; Dork & Stuhrmann 1996).

1.3.7 Elektrophysiologische Charakterisierung

Tok1p ist von vielen Faktoren modulierbar. So ist er von der Membranspannung, von
der extrazellularen Kaliumkonzentration, von der intrazellularen Calcium-
konzentration und vom cytoplasmatischen pH abhangig.

Bei positiven Spannungen um 100mV und hohen extrazellularen
Kaliumkonzentrationen zeigt Tok1p bei Patch-Clamp-Messungen im Wildtyp eine
langsame Aktivierung und eine schwache Inaktivierung. Eine Absenkung der
extrazellularen Kaliumkonzentration fuhrt zu einer Verschiebung der Strom-
Spannungs-Kurve (IV-Kurve) zu negativeren Spannungen, wahrend eine Absenkung
des cytoplasmatischen Kaliums zu einer Verschiebung der IV-Kurve zu positiveren
Spannungen fuhrt. Somit kann Kalium beim Tok1p-Kanal nicht nur als Substrat,
sondern auch als Ligand eine regulatorische Funktion Ubernehmen (Bertl et al.,
1998, a).

Die Verschiebung der IV-Kurve zu negativeren Spannungen kann beim Austausch
der extrazellularen Kaliumionen gegen lonen wie Rubidium oder Casium nicht
beobachtet werden. Das deutet darauf hin, dass Tok1p zwischen Kalium, Rubidium
und Casium als Gatingpartikel nicht unterscheiden kann.

Beim Austausch des extrazellularen Kaliums gegen Natrium werden folgende Effekte
erkennbar: i.) Verschiebung der |V-Kurve zu negativeren Spannungen vergleichbar
dem Effekt bei Absenkung der Kaliumkonzentration im Auf3enmedium ii.) Blockierung
der Pore des Tok1p durch cytoplasmatisches Natrium und damit Blockierung der K*-
Auswartsstrome durch den Kanal (Bertl et al., 1998, a). Diese Verschiebung der V-
Kurve und die Blockierung durch Natrium zeigt die hohe Selektivitat des Tok1p-

Kanals fur Kalium gegenuber Natrium auf.
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Tok1p wird wie die meisten Kaliumkanale ebenfalls von extrazellularem Barium und

Tetraethylammonium (TEA) blockiert.

1.4 Kaliumhaushalt von S. cerevisiae

Die Kaliumaufnahme in Hefe beruht hauptsachlich auf den in der Plasmamembran
lokalisierten Trk1p- und Trk2p-Kaliumaufnahmesystemen und dem nicht selektiven
Kationen-Kanal Nsc1p (Bertl et al., 1993, 1998, a; Bihler et al., 1998). Als
dominierender Kalium-Efflux-Kanal in S. cerevisiae konnte uber elektro-
physiologische und molekularbiologische Untersuchungen Tok1p identifiziert werden.
Tok1p wird die Funktion der Turgorkontrolle und des Ladungsausgleichs wahrend
der protonengekoppelten Molekulaufnahme zugewiesen (Gustin et al., 1986; Bertl et
al., 1993).

pH5.5 pH7.5
,

-
250 pA
05s
05s

L T

Abbildung 1.7 Schematische Darstellung der hauptsachlichen am Kalium-lonenhaushalt
beteiligten Transportsysteme. Dargestellt sind auch die fir sie charakteristischen
Stromkurven und ihre Modulationsmdglichkeiten. Naheres siehe Text.

Die Aktivitat der Plasmamembran H*-ATPase Pmap fiihrt zu einer Hyperpolarisation
der Plasmamembran. Dadurch wird es Hefezellen ermoglicht, auch auf
Kaliummangelmedium hohe intrazellulare Konzentrationen an Kalium
aufrechtzuerhalten. Die durch die H*-ATPase aufgebaute “proton motive force “ (pmf)
ist ein Mal fur die freie Energie, die in einer elektrochemischen Potenzialdifferenz fur
H* Gber einer Membran gespeichert werden kann. Beim Transport von Protonen wird
gleichzeitig auch eine positive Ladung Uber die Membran transportiert. Somit setzt
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sich die Protonen-Motorische-Kraft aus einer chemischen und einer elektrischen
Komponente zusammen. Die dabei entstehende Membranspannung erreicht Werte
um —200mV. Der Aufbau eines Protonengradienten verbunden mit dem Aufbau eines
elektrischen Potenzials Uber der Plasmamembran, ermoglicht den Zellen Kalium in
hohen Konzentrationen zu akkumulieren.

Hefen sind in der Lage, auf Medien mit Natriumkonzentrationen im molaren Bereich
zu wachsen. Dies hangt mit dem sehr effizienten Natriumexport-System Nha1p im
Plasmalemma von Hefen zusammen, das den Efflux von Natrium und Kalium im
Austausch gegen Protonen ermdglicht. Weiterhin existiert noch ein moglicher K*/H™-
Antiporter Kha1p in Hefen, der eine wichtige Rolle bei der Salztoleranz einnimmt
(YPD Protein Report fir KHA1 und NHA1). Uber die Lokalisation dieses K*/H"-
Antiporters Kha1p in der Plasmamembran oder im Tonoplasten wird noch kontrovers
diskutiert (Maresova und Sychrova, 2005). Ein komplexes Zusammenwirken der
beiden Trkp-Aufnahmesysteme, des Nsc1p, des Kalium-Effluxkanals Tok1p und der
beiden Antiporter Nha1p und Kha1p, kdnnte einen Kontrollmechanismus fur das
intrazellulare pH und den Kaliumgehalt in Hefen darstellen (Rodriguez-Navarro,
2000). Eine Beteiligung der Transporter Nha1p und Kha1p an der Kaliumaufnahme

kann nicht ausgeschlossen werden.

1.4.1 Kaliumabhangiges Wachstum als Funktion von Trk1p, Trk2p und Tok1p
Das hochaffine Kaliumaufnahmesystem Trk1p und das mittelaffine Trk2p-System
ermoglichen Hefen ein Wachstum bei Kaliumkonzentrationen im yM-Bereich. Eine
Deletion der beiden Gene TRK1 und TRK2 generiert eine trklAtrk2A-
Doppeldeletionsmutante, die nicht mehr in der Lage ist, bei millimolaren
Kaliumkonzentrationen zu wachsen. Eine zusatzliche Deletion des TOK1-Gens der
trk1Atrk2A-Doppeldeletionsmutante hat keine Auswirkungen auf den beobachteten
Wachstumsphanotyp (Abb.3.1). Der Wachstumsphanotyp der trk1Atrk2A-Mutante
kann jedoch durch Uberexpression des Tok1p unterdriickt werden.

Das bei millimolaren Kaliumkonzentrationen fehlende Wachstum der trk1Atrk2A-
Mutante kann auch durch Absenkung der Konzentration an divalenten Kationen im
Medium teilweise wieder hergestellt werden. Dieses Trk-unabhangige Wachstum der
trk1Atrk2A-Mutante ist von der Aktivitat des unspezifischen Kationenkanals Nsc1p
abhangig. Da die Aktivitat von Nsc1p bei niederen Ca?*-Konzentrationen stark erhoht
wird, ist anzunehmen, dass die Restitution des Wachstums der trk1Atrk2A-
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Doppeldeletionsmutante bei mikromolaren Calciumkonzentrationen auf die

Aktivierung des Nsc1p zurtckzufuhren ist (Bihler et al., 1998).

1.5 Saccharomyces cerevisiae als eukaryotischer Modellorganimus

zur Struktur-/Funktionsanalyse von K'-Kanilen

Die vollstandige Sequenzierung ihres Genoms macht S. cerevisiae zu einem in der
Zell- und Molekularbiologie haufig verwendeten eukaryotischen Modellorganismus.
Sie besitzt gegenluber anderen eukaryotischen Modellorganismen grof3e Vorteile, wie
beispielsweise ihre einfache Handhabung und ihre relativ unproblematische
genetische Manipulation. Haufig eingesetzt wird S. cerevisiae zur homologen oder
heterologen Expression von Membranproteinen und deren elektrophysiologische
Charakterisierung uber Patch-Clamp-Experimente.

1.5.1 Heterologe Expression von Tok1p und Tok1p-Mutanten in Xenopus-
Oozyten

Mutationen in der Signatursequenz

Versuche von Lesage (1996) zeigen, dass ein Austausch von Leucin und Tyrosin in
den beiden Tok1p-Signatursequenzen zu nichtfunktionalen Kanalen fuhrt, auch wenn
dabei nur ihre Lage im Gesamtprotein verandert wird.

Dies deutet darauf hin, dass die beiden Signatursequenzmotive GLG und GYG fur
die Klasse der Zwei-Porendomanen-Kanale unerlasslich sind und eventuell als

Homologiekriterium fur 2P-Kanale eingesetzt werden konnen (Lesage et al., 1996).

Mutationen in Pra- bzw. Postporenloop-Regionen

Mutationen in den extracytoplasmatischen Praporenloop-Regionen wurden von
Vergani und Blatt (1999) durchgefuhrt. Nach Synthese der cRNA und deren Injektion
in Frosch-Oozyten, untersuchten sie die auftretende Kanalaktivitat der mutierten
Tok1p-Kanalproteine. Sie kamen zu dem Schluss, dass Mutationen der Aminosaure
N410 zu D in der N-terminalen Region vor Pore 2 die Aktivierungskinetik des Kanals
bei niedrigen Kaliumkonzentrationen stark verlangsamt, wahrend die Mutation der
entsprechenden Aminosaure N 275 zu D im Praporenloop der 1. Pore wenig Einfluss
auf die kaliumabhangige Aktivierung hat. Dagegen wirkt sich die Mutation N275D auf
die kaliumabhangige Deaktivierung des Kanals aus. Da eine Doppelmutation von
N275D/N410D die Charakteristik beider Einzelmutationen zeigte, gehen Vergani und
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Blatt (1999) davon aus, dass die beiden Porendomanen unterschiedliche funktionale
Eigenschaften besitzen und die Kaliumabhangigkeit des Gatings durch Bindung von

Kalium an zwei raumlich getrennten Regionen des Kanalproteins zustande kommt.

Die Auswirkungen von Mutationen in den cytoplasmatischen Postporenloop-
Regionen auf das Gating von Tok1p wurde von Loukin et al. (1997) untersucht. Es
zeigte sich, dass Mutationen in dieser Region das Gating der mutierten Kanale

verandert, die Selektivitatseigenschaften jedoch erhalten bleiben.

C-terminale Deletionsmutanten

Loukin et al. (2002a, 2002b) postulieren nach Untersuchungen an C-terminalen
Deletionsmutanten, dass der C-Terminus als diskrete funktionale Domane das
Schlie3en des Tok1p-Kanals verhindert, indem er von der cytoplasmatischen Seite in
die Pore eindringt. Diese Annahme beruht auf Experimenten, in denen der C-
Terminus zusammen mit den C-terminalen Tok1p-Deletionsmutanten koexprimiert
und elektrophysiologisch untersucht wurde. Durch Deletion des C-Terminus trat eine
Verschiebung der Strom-Spannungs-Kurve (IV-Kurve) zu positiveren Spannungen
auf. Diese Verschiebung der IV-Kurve konnte durch Expression des C-Terminus

teilweise aufgehoben werden.

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Der Hefestamm PLY246 (trk1Atrk2Atok1A) zeigt unter ausgewahlten experimentellen
Bedingungen keine signifikanten elektrischen Leitfahigkeiten im Plasmalemma und
ist daher ein idealer Modellorganismus zur Expression von lonenkanalen und zur
Untersuchung deren Funktion mit Hilfe der Patch-Clamp-Methode. Durch gezielte
Mutationen sollen in dieser Arbeit die Funktionen einzelner Kanaldomanen des
auswartsgleichrichtenden Kanalproteins Tok1p in der Plasmamembran von
Saccharomyces cerevisiae untersucht werden. Besondere Aufmerksamkeit soll dabei
dem extrem langen C-Terminus und dem N-Terminus im Hinblick auf Gating,
Regulation und Beteiligung an der Kanal-Assemblierung zukommen. Einen weiteren
Schwerpunkt stellen die gezielten Mutationen hochkonservierter Aminosauren in der
Porenregion des Tok1p-Kanals dar (Abb.1.8). Dabei soll die Rolle der negativ

geladenen Asparaginsauren bei der kaliumabhangigen Aktivierung des Kanals und
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bei der Stabilisierung der leitenden Pore untersucht werden. Desweiteren soll die
Auswirkung von Aminosaureaustauschen im GYG/GLG Motiv untersucht werden.
SchlieBlich soll versucht werden die Eigenschaften des Tok1p-Kanals, sowie die

Auswirkungen der Mutationen durch ein kinetisches Modell zu simulieren.

D292E
D292N D426N
L290Y Y424L
YFCt L Pk FNcC
Ly | s Yy | vAPR
auRen _A g D _V S Y D T
TR T SR
L L C Y
T G F G
S L LT CL LT

Abbildung 1.8 Aminosaure-Austauschmutationen im Selektivitatsfilter. Dargestellt sind die
Transmembrandomanen TM5-TM8 mit den beiden dazwischen angeordneten Porenloops.
Neben den aufgefihrten Einzelmutationen wurden noch die Doppelmutationen (D292/426N)
und (L290Y/Y424L) generiert und durch Wachstumsversuche und elektrophysiologische
Messungen untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Organismen und Plasmide

2.1.1 Saccharomyces cerevisiae Stamme

S. cerevisiae  Genotyp Herkunft
PLY232 MATa his34200 leu2-3, 112 trp1A4901 ura3-52 P. Ljungdal
suc2A49 Stockholm
PLY238 MATa his34200 leu2-3, 112 trp1A4901 ura3-52 P. Ljungdal
suc2A9 tok1A1::HIS3 Stockholm
PLY240 MATa his34200 leu2-3, 112 trp1A4901 ura3-52 P. Ljungdal
suc2A9 trk1A51 trk2A50::kanMX Stockholm
PLY246 MATa his34200 leu2-3, 112 trp1A4901 ura3-52 P. Ljungdal
suc2A49 trk1A51 trk2A50::kanMX tok1A1::HIS3  Stockholm
CEN.PK20a MATa ura3-52 trp1-289 leu2-3,112 his341 T. Miosga
Mal2-8c SUC-2 tok1A::URA3 Darmstadt

Tabelle 2.1 Genotypen der verwendeten Stamme von Saccharomyces cerevisiae.

2.1.2 E.coli Stamme

E. coli Genotyp

Herkunft

DH5« deoR, endAl, gyrA96, hsdR17(rk'mk™), recAl,
relAl, supE44, thil, A(lacZYA-argFV169),
¢80d6lacZAM15, F, A

Clontech Lab.

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44,

relAl, lac/F proAB lacl"ZAM15Tn10(Tet") ]

Stratagene

Tabelle 2.2 Genotypen der verwendeten Stamme von E. coli
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2.1.3 Verwendete Plasmide

Plasmide Beschreibung Herkunft
YEp352-SUF/TOK1 episomaler Expressionsvektor in Hefe, T. Miosga
abgeleitet vonYEp352 (Hill et al., 1986), Darmstadt

Expression des TOK1-ORF steht unter
Kontrolle des konstitutiven SUF14-Promotors

YEp352-SUF episomaler Expressionsvektor in Hefe, diese Arbeit
abgeleitet vonYEp352 (Hill et al., 1986), ohne
TOK1-ORF als Insert

Tabelle 2.3 Beschreibung der verwendeten episomalen Hefe-Expressionsvektoren

BamHI

Abbildung 2.1 Vektorkarte des episomalen Expressions-Vektors Yep352-SUF/TOK1
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2.1.4 Synthetische Oligonucleotide

Primer Sequenz 5 —=3° Annealing- Firma
Temperatur
AB1 CGGGATCCCGATGACAAGGTTCATGAACAG 59°C Roth
AH1743D CCCAAGCTTGGGTCAATTACAGGTCC 56°C Roth
AH1407E CCCAAGCTTGGGTCAAATATCCAGAGAAG 56°C Roth
AB186AN CGGGATCCCGATGAATGCAGAGCCTTC 59°C Roth
AH2076 CCCAAGCTTGGGTCAAAGTGTCTTTCTATGCT 58°C Roth
AM-L290Y ACCGTGGGATACGGTGACATCCTGCC 70°C MWG
AM-L290Yrk  GGCAGGATGTCACCGTATGGGACGGT 70°C MWG
AM-Y424L ACCATTGGATTGGGAGACTATGCTCCAAGG 68°C MWG
AM-Y424Lrk  CCTTGGAGCATAGTCTCCCAATCCAATGGT 68°C MWG
AM-D292E ACCGTGGGACTAGGTGAAATCCTGCC 68°C MWG
AM-D292Erk GGCAGGATTTCACCTAGTCCCACGGT 68°C MWG
AH2019Stop CCCAAGCTTGGGTCACTCTTCGTCTTCTACTAGAT  62,6°C MWG
TACC
Tabelle 2.4 Primer zur Mutagenese
Primer Sequenz 5 —=3° Annealing- Firma
Temperatur
SUF-178Sq CGAGCCTTTCTCCCATGG 58° Roth
SUF+119Sq CGCACTGCTTCAACGTGC 58° Roth
Sq13241 ATGGCACGGCTCCCAACG 60° Roth
Sq304G CAACTACACAGGCTATCGAG 60° Roth
Sq524D/E CAGGATGGACAATAGCTGGAGG 68° Roth

Tabelle 2.5 Primer zur Sequenzierung

2.2 Medien

Alle Medien wurden in HxOpigest angesetzt und bei 121°C fur 15 Minuten autoklaviert.

2.2.1 Medien zur Anzucht von E. coli

Medium

Zusammensetzung

Luria-Bertani-Medium (LB)

109/l Trypton; 5g/l Hefeextrakt; 5g/I NaCl mit NaOH auf
pH 6,5 einstellen

LB-Amp

LB-Medium mit 100ug/ml Ampicillin

LB-Agarplatten

LB-Medium mit 2% Agar

LB-Amp-Agarplatten

LB-Amp-Medium und 2% Agar

NZY-Medium

109/l Casein enzym.verdaut, 5g/l Hefeextrakt, 5g/|
NaCl, 2g MgSOg4, pH 7,0

Tabelle 2.6 Medien zur Anzucht von E. coli.
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2.2.2 Medien zur Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Medium

Zusammensetzung

YPD-Medium

1% Hefeextrakt, 2% Bactopepton, 2% Glucose

SD(-ura)-Medium (Clontech)

26,7g SD-Base, 0,77g Supplement (-Ura)

SD(-ura)-Agarplatten (Clontech) 46,7g SD-Base + Agar, 0,77g Supplement (-Ura)

SDAP-Agarplatten pH6,5
(Synthetisches Dextrose

209/l Glucose, 1,742g/l L-Arginin, 0,499/ MgSO,4
*7H,0 0,735¢g/I CaCl, *2H,0 pH 6,5 (mit H3PO,),

L-Arginin -Phosphat-Medium) 209/l Agar (Sigma purified A7921) 10ml

100XSpurenelement-, 10ml 100XVitamin- und
10ml 100XAminosaure-Losung (Vitamine erst
nach Abkuhlen auf < 50°C zugeben).
Spurenelement-Losung (100X)

477,0mg FeNaEDTA, 49,0mg H3BOs,

6,25mg CuSOy4, 9,96mg Kl, 45,6mg MnSOQOq,
24,2mg NaxMoOy, 71,9mg ZnS0O4, 12,0mg CoCls,
12mg NiCl,

Vitamin-Lésung (100X)

0,2mg/l Biotin, 40mg/I Ca—Panthotenat, 0,2mg/I
Folsaure, 20mg/l Inositol, 40mg/I Niacin, 20mg/I p-
Aminobenzoesaure, 40mg/l Pyridoxinhydrochlorid,
20mg/I Riboflavin, 40mg/l Thiaminhydrochlorid
Aminosaure-L6sung (100X)

5g/l Tryptophan, 5g/I Histidin, 5g/I Leucin

SDAP-Agarplatten pH3,5

Zusammensetzung wie oben (fur 1Liter Medium).
Einstellen auf pH3,5 nach Autoklavieren durch
Zugabe von 600ul 80% H3PO4

Tabelle 2.7 Medien zur Anzucht von S. cerevisiae

2.2.3 Medien zur Protoplastierung und Patch-Clamp-Messungen von Hefezellen

Pufferbezeichnung

Zusammensetzung

Inkubationspuffer
(Puffer A)

50mM KH:PO. mit KOH auf pH 7,2 eingestellt, 0,2% -
Mercaptoethanol

Protoplastierungspuffer
(Puffer B)

Puffer A mit 2,4M Sorbitol, 0,01-0,03mg/ml Zymolyase
(20T) 25mg/ml BSA (Sigma)

Stabilisierungspuffer
(Puffer C)

220mM KCI, 10mM CaClz, 5mM MgClz, 5mM MES mit
Tris-base auf pH 7,2 titriert, Zusatz von Glucose auf
eine Endkonzentration von 1%

Pipettenlosung fur
Whole-Cell-Messungen
(Puffer G)

195mM KCI, 1mM EGTA, 0,15mM CaCl., 4mM MgCl.,
4mM ATP mit KOH auf pH7,0 titriert.

Aliquots von 3ml sollten bis zum Gebrauch bei —20°C
tiefgefroren werden

Badl6sung
(Perfusionslosung)

150mM KCI, 10mM CaClz, 5mM MgClz, TmM MES mit
Tris base auf pH 6,5 titriert

Tabelle 2.8 Medien fur Patch-Clamp-Messungen
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Plasmidisolierung aus S. cerevisiae

Um eine grolRere Menge an Plasmid-DNA aus Hefen isolieren zu kdnnen, mussen
diese zuerst protoplastiert werden. Die Aufreinigung der Plasmide erfolgt Uber
Bindung an eine Silicasaule.

Hierzu wurden 15ml der Ubernachtkultur des Hefestammes fir 8 Minuten bei
3000rpm abzentrifugiert, das Pellet in 1ml 0,9M Sorbitol/0,1M EDTA resuspendiert
und in ein 1,5ml Reaktionsgefal} uberfuhrt. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation
der Zellsuspension fur 30 Sekunden bei 3000rpm in einer Tischzentrifuge (Eppendorf
5415C). Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 0,4ml 0,9M Sorbitol/ 0,1M
EDTA resuspendiert und mit 0,1ml einer Zymolyase-Stammldsung (2mg/ml) versetzt.
Es folgte eine Inkubation fur 40 Minuten bei 30°C, um der Zymolyase die Spaltung
der Hefezellwande zu ermdglichen. Nach 40 Minuten wurde der Ansatz fur funf
Minuten bei 3000rpm abzentrifugiert und der Uberstand abgezogen.

Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte nun nach der Anleitung des Midiprep Kits
von Peqglab. Nachdem das Pellet in 0,5ml Resuspensionspuffer vollstandig
resuspendiert wurde erfolgte die Zugabe von 0,5ml Lysepuffer. Nach 2 Minuten
wurde der Neutralisierungspuffer zupipettiert und durch mehrmaliges Kippen
sorgfaltig gemischt. Um eine vollstandige Prazipitation von Proteinen und
chromosomaler DNA zu gewabhrleisten, erfolgte eine einstindige Inkubation des
Ansatzes auf Eis. Zur Entfernung der prazipitierten Proteine wurde der Ansatz bei
14000rpm fur 15 Minuten in einer Tischzentrifuge (Eppendorf 5415 C) abzentrifugiert.
Der klare Uberstand wurde anschlieRend in eine Peqlab-Midiprep-S&ule Uberfiihrt.

Die Plasmid-DNA wurde nach dem Peqlab Midiprep Kit Protokol aufgereinigt.

2.3.2 Transformation von E. coli mit Hilfe der CaCl,-Methode/Hitzeschock
Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli erfolgte nach der CaCl,-Methode von
Evans und Bignell (1996).

Zur Transformation wurden 0,5ug DNA und 150pl der kompetenten E. coli-
Zellsuspension verwendet. Fur die Transformation von Ligationsprodukten wurden 2-
10ul des Ligationsansatzes auf 50yl kompetenter E. coli eingesetzt.

Der Ansatz wurde fur 20 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend fur 60

Sekunden in einen Thermoblock mit 42°C Uberfuhrt. Nach einer 3 minutigen
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Inkubation auf Eis wurde dem Ansatz 0,8ml LB-Medium zugesetzt. Bei der
Transformation von Ligationsprodukten wurde anstelle von LB-Medium SOC-Medium
verwendet. Um den transformierten E. coli-Zellen die Ausbildung der Ampicillin-
Resistenz zu ermoglichen, wurden sie bei 37°C und 200rpm fur 45 Minuten inkubiert.
Nach Abzentrifugieren und Resuspendieren in 150ul LB- bzw. SOC-Medium wurde
der gesamte Ansatz auf LB-Amp100-Platten ausplattiert und fur 24 Stunden bei 37°C
inkubiert.

2.3.3 Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli

10ml LB-Amp-Medium wurden mit jeweils einer Einzelkolonie der transformierten
E. coli beimpft und bei 200rpm und 37°C fur 12 Stunden inkubiert.

Die Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli erfolgte mit dem Peglab Miniprep Kit.

2.3.4 Klonierungsstrategie der C- bzw. N-terminalen Tok1p-Deletionsmutanten
Die Klonierung erfolgte durch Addition zusatzlicher Restriktionsschnittstellen an die

Enden der amplifizierten PCR-Produkte.

Die C-terminalen Tok1p-Deletionsmutanten wurden uber eine PCR mit Pfu-DNA-
Polymerase (Promega) und pSUF/TOK1 als Template amplifiziert. Dabei wurde das
5°-Ende des Sense-Primers AB1 modifiziert, um eine zusatzliche BamHI-Schnittstelle
anzufugen. An den Antisense-Primer AH, der das komplementare Stopcodon der
jeweiligen Deletionsmutanten enthielt, war eine zusatzliche Hindlll-Schnittstelle
angebracht. Die Schnittstellen fur BamHIl und Hindlll sind in den jeweiligen
Primersequenzen unterstrichen und die Start- beziehungsweise Stop-Codons fett

hervorgehoben.

Primer AB1: CGGGATCCCGATGACAAGGTTCATGAACAG

Primer AH1743D: CCCAAGCTTGGGTCAATTACAGGTCC

Primer AH1407E: CCCAAGCTTGGGTCAAATATCCAGAGAAG

Primer AH2019Stop: CCCAAGCTTGGGTCACTCTTCGTCTTCTACTAGATTACC
Zur Konstruktion der C-terminalen Deletionsmutante AC(L582Stop) wurde das

Stopcodon TGA (Primer AH1743D) an den Nucleinsaure-Positionen 1744-1746
eingefugt. Bei der Mutante AC(K470Stop) wurde durch Anhangen des Stopcodons
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TGA an den Positionen 1408-1410 (Primer AH1407E) der C-Terminus verkurzt. Der
dritten C-terminalen Deletionsmutante, AC(L674Stop), wurde das Stopcodon TGA
nach Position 2019 angefugt.

Die Konstruktion der N-terminalen-Deletionsmutante AN(162Start) erfolgte unter
Verwendung von pSUF-TOK1 als Template und den beiden Primern AB186AN und
AH2076 ebenso Uber eine Einschritt-PCR, wie fur die C-terminalen
Deletionsmutanten beschrieben. Dabei wurde im Primer AB186AN das Codon der

Aminosaure Isoleucin 62 (ATT) zum Startcodon ATG modifiziert.

Primer AB186AN: CGGGATCCCGATGAATGCAGAGAAG

Primer AH2076: CCCAAGCTTGGGTCAAAGTGTCTTTCTATGCT

2.3.5 Mutagenese der Tok1p-Deletionsmutanten

Die Amplifizierung der C- bzw. N-terminalen Deletionsmutanten wurde nach
folgendem Protokoll durchgefuhrt. Jeder PCR-Ansatz enthielt 20mM Tris-HCI pH8,8,
10mM KCI, 10mM (NH4)2SO4, 2mM MgSO,, 100ug/ml BSA, 0,1% Triton X-100,
0,8mM dNTP-Mix, jeweils 60pmol der verwendeten Primer, 2units Pfu DNA-
Polymerase (Promega) und wurde mit H2Oyiq. auf 100ul aufgefullt. Die eingesetzte
Template-Menge an pSUF-TOK1 variierte zwischen 100 und 200ng Plasmid-DNA.

Die PCR wurde im PC-960 Microplate Thermal Sequenzer von Corbett Research
unter Verwendung der Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus (Promega)
durchgefuhrt.
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Das PCR-Temperaturprogramm ist in Tabelle 2.9 dargestellt.

Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94°C 3 min. 1
Denaturierung 94°C 30 sec.
Primer-Annealing bei der primer- 30 sec.

spezifischen Annealing-

Temperatur
(siehe Tabelle 2.4 ) 30
Elongation 72°C 120-220 sec.
abhangig von der
Lange des
Amplifikationsproduk
-tes
Finale Elongation 72°C 7 min. 1

Tabelle 2.9 PCR-Temperaturprogramm

Nach Ablauf der finalen Elongation wurden die PCR-Ansatze sofort auf Eis gestellt.
Um die Spezifitat der Amplifikation zu erhohen, erfolgte die Zugabe der Pfu DNA-

Polymerase erst nach dem initialen Denaturierungsschritt (hot-start).

2.3.6 Praparative Agarosegele zur Isolierung und Aufreinigung der PCR-
Fragmente

Die FragmentgroRe der amplifizierten PCR Produkte wurde durch ein 1%-tiges
Agarosegel uberpruft. Amplifikationsprodukte, die nur spezifische Banden im Gel
zeigten, wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit von QIAGEN aufgereinigt,
bevor sie der Doppelrestriktionsspaltung unterzogen wurden. Bei Auftreten
unspezifischer Amplifikationsprodukte erfolgte die Isolierung und Aufreinigung des
gewunschten PCR-Fragments uber ein praparatives TAE-Agarosegel und den
QIAEX Il Agarose Gel Extraction Kit von QIAGEN.

2.3.7 Restriktionsspaltung der PCR-Fragmente
Um die amplifizierten PCR-Fragmente in das Vektorfragment pSUF ligieren zu
kdnnen, musste zuvor eine Doppelrestriktionsspaltung mit BamHI/Hindlll

durchgefuhrt werden. Diese erfolgte im von Sigma, sowohl fur BamHI als auch fur
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Hindlll, empfohlenen Puffersystem SB bei 37°C. Dabei wurden pro Enzym und
Restriktionsansatz 3u Enzym/ug pDNA eingesetzt. Nach einer Inkubation von 15
Stunden erfolgte eine Aufreinigung der Restriktionsansatze nach dem QlAquick PCR
Purification Kit von QIAGEN. Die Elution erfolgte in 15pl bidestilliertem Wasser. Die
so gereinigten und gespaltenen PCR-Produkte wurden als Insert bei der Ligation
eingesetzt.

2.3.8 Restriktionsspaltung und Aufreinigung des Vektorfragments pSUF

Zur Vektorpraparation wurde das pYEp-SUF/TOK1-Plasmid mit BamHI/Hindlll
geschnitten. Dazu wurden pro Enzym und Restriktionsansatz 3u Enzym/ug pDNA
eingesetzt. AnschlieBend wurden die beiden Fragmente des pSUF/TOK1-Plasmids
uber ein 1%-tiges TAE-Agarosegel aufgetrennt, das Vektorfragment pSUF aus dem
Gel isoliert und nach dem QIAEX Il Agarose Gel Extraction Protocol (QIAGEN)
aufgereinigt. Die Elution des Vektorfragmentes erfolgte in 30ul bidestilliertem
Wasser. Ebenso erfolgte eine Isolierung und Aufreinigung des TOK1-ORF aus dem

Gel. Dieses wurde als Insert fur die Positiv-Ligationskontrolle eingesetzt.

2.3.9 Ligation
Die Ligation erfolgte mit der T4 DNA Polymerase von NEB fur 4,5 Stunden bei

Raumtemperatur (ca. 25°C) nach folgendem Ansatz.

Ligationsansatz
12,0 ul Insert

5,0 ul Vektor pSUF
2,0 ul Ligasepuffer
1,0 ul T4 DNA Ligase

Als negative Kontrollreaktion wurde der obige Ligationsansatz mit 12ul H2Opig.
anstelle des Inserts angesetzt. Zur Uberprifung der Ligationseffizienz wurde eine
Religation des bei der Vektorpraparation mit BamHI und Hindlll herausgeschnittenen
TOK1-ORF durchgefuhrt.

Die genaue Konzentration der DNA-Fragmente war nach der Aufreinigung aus dem
Gel photometrisch nicht bestimmbar, so dass hier nur Volumenangaben und keine

Konzentrationsangaben gemacht werden konnen.
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2.3.10 Herstellung der Tok1p-Aminosaure-Austauschmutanten uber Site-
Directed-Mutagenese

Die Herstellung der Tok1p-Aminosaure-Austauschmutanten erfolgte mit dem
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene. Fir die site-directed-
Mutagenese-PCR wurden modifizierte, HPSF-gereinigte Oligonucleotid-Primer der
Firma MWG eingesetzt (siehe Tabelle 2.4). Die Durchfuhrung erfolgte nach dem
Stratagene-Protokoll unter Berucksichtigung der individuellen Parameter. Das bei der
Site-Directed Mutagenese eingesetzte Temperaturprotokoll ist in Tabelle 2.10

dargestellt.
Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 30 sec. 1
Denaturierung 95°C 30 sec. 18
Primer-Annealing 55°C 1 min.
Elongation 68°C 16 min.

Tabelle 2.10 PCR-Temperaturprotokoll

Nach dem letzten Elongationsschritt wurden die PCR-Ansatze sofort fur 2 Minuten
auf Eis gestellt. Der anschliel3iende Dpnl-Restriktionsverdau und die Transformation
der XL1-Blue wurden nach Angaben des Kit-Herstellers durchgefuhrt.

2.3.11 Uberpriifung der Mutationen durch Sequenzierung
Zur Uberprifung der korrekten Mutationen wurden die Plasmide von der Firma GATC

sequenziert.

2.3.12 Herstellung und Transformation kompetenter Hefen

Zur Herstellung einer Vorkultur wurden 5ml YPD-Medium/50mM KCI in einem 50ml
Erlenmeyerkolben mit einer Einzelkolonie beimpft und bei 30°C und 200rpm fur 16
Stunden inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurden 50ml YPD-Medium/50mM KCI in
einem 100ml Erlenmeyerkolben auf eine ODgoo von ca. 0,2 angeimpft. Die Inkubation
erfolgte bei 30°C und 200rpm fur 4-5 Stunden, bis eine ODgoo zwischen 0,8 und 1,0
erreicht war. Die Transformation des Hefestammes PLY246 erfolgte mit dem
episomalen S. cerevisiae-Expressionsvektor pYEp-SUF/TOK1, beziehungsweise
dem pYEp-SUF mit den mutierten TOK1-Genen, nach dem CLONTECH-Yeastmaker
Yeast Transformation System User Manual (PT1172-1).
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Fur die Transformationen wurden jeweils 1ug Plasmid-DNA und 300ug Heringtestes-
DNA verwendet. Die Transformationsansatze wurden auf SD(-ura)-
Selektionsmedium ausplattiert und bei 30°C fur drei Tage inkubiert.

2.4 Zellbiologische Methoden

Da die Kaliumaufnahme bei S. cerevisiae hauptsachlich Uber die beiden Kalium-
Aufnahmesysteme Trk1p und Trk2p und uber den nicht selektiven Kationen-Kanal
Nsc1p ablauft, wurden die Wachstumsexperimente alle mit der trk-tok-,loss-of-
function“-Mutante PLY246 durchgefuhrt (Bertl et al., 1993, 1998, a; Bihler et al.,
1998, Bertl et al., 2004).

Dieser Hefestamm PLY246 besitzt den Genotyp MATa his34200 leu2-3, 112
trp1A901 ura3-52 suc2A9 trk1A51 trk2A450::kanMX tok1A1::HIS3 und ist deshalb fuar

die Wachstumsexperimente als trk1Atrk2Atok1A-Null-Hintergrund pradestiniert. In
Medien mit millimolaren Kaliumkonzentrationen ist die Kaliumaufnahme dieser
Mutante zu gering, um ein Wachstum zu ermdglichen. Die Uberexpression des
Kaliumkanals Tok1p ermodglicht es diesem Hefestamm jedoch, auf

Kaliummangelmedium zu wachsen.

Um zu Uberprufen, ob diese Komplementationsfahigkeit auch bei den mutierten
Tok1p-Kanalproteinen auftritt, wurden Wachstumsversuche auf Kalium-
Minimalmedium durchgefuhrt. Wachstum auf 10mM Kalium-Platten konnte als erster
Hinweis auf Funktionalitat der Kanalmutanten gedeutet werden.

Dabei wurden die Wachstumsbedingungen so gewahlt, dass eine Kaliumaufnahme
Uber das nichtselektive Kaliumaufnahmesystem Nsc1p ausgeschlossen wird. Dies ist
in Medien mit hoher Calciumkonzentration (5mM) gewahrleistet, denn Nsc1p wird
durch millimolare Konzentrationen divalenter Kationen im AufRenmedium blockiert
und erst bei Calciumkonzentrationen um 10uM und darunter aktiviert. Bei den
gewahlten Wachstumsbedingungen mit 5mM Calcium im Medium erfolgte somit eine
Blockierung des Nsc1p-Kanals, so dass der unter diesen Bedingungen auftretende
Wachstumseffekt ausschlielich auf die Aktivitat des Uberexprimierten Tok1p-Kanals

zurlckzufihren ist.
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Weitere Versuchsansatze auf Natrium-, Rubidium- und Casium-Selektivmedien
sollten zeigen, ob die Mutationen im Kanalprotein Auswirkungen auf die Selektivitat
der mutierten Kanale haben.

2.4.1 Durchfuhrung der Wachstumsversuche

Die Hefestamme fur die Wachstumsversuche wurden auf SD(-ura)-50mM-Kalium-
Platten ausgestrichen und fur drei Tage bei 30°C inkubiert. Mit je einer Einzelkolonie
wurden 10ml SD(-ura)-50mM-Kalium-Flussigmedium inokuliert und bei 30°C uber
Nacht inkubiert. Von diesen Ubernachtkulturen, die sich mit einer ODgoo zwischen 3-5
in der mittleren exponentiellen Wachstumsphase befanden, wurde 1ml
abzentrifugiert, mit sterilem bidestilliertem Wasser gewaschen und erneut
zentrifugiert. Die Resuspension des Zellpellets erfolgte in 1ml sterilem HyOpigest.

Um fur die Wachstumsexperimente eine Verdunnungsreihe mit identischer Zellzahl
zu erlangen, wurde die 1. Verdunnungstufe auf eine ODggo von 1,0 (+/- 0,05) mit
sterilem H2Opigest €ingestellt. Bei haploiden Hefezellen waren das ca. 3x10° Zellen/ml.
Aus dieser Ausgangsverdunnung wurde eine Verdlinnungsreihe 1/10, 1/100 und
1/1000 hergestellt.

Auf die entsprechenden SDAP-Platten (Synthetisches-Dextrose-L-Arginin-Phosphat),
wurden mit einer Eppendorfpipette jeweils 7ul jeder Verdunnungsstufe aufgetropft.
Das verwendete SDAP-Medium enthielt Glucose als Kohlenstoffquelle und L-Arginin
als Stickstoffquelle. Die genaue Zusammensetzung dieses synthetischen
Selektivmediums ist unter 2.2.2 angegeben. Die Auswertung der Platten erfolgte
nach einer Inkubation von vier Tagen bei 30°C. Anschlieend wurden die Platten zur
Dokumentation eingescannt und mit dem Bildbearbeitungsprogramm Adobe-
Photoshop bearbeitet.

Bei allen im folgenden ausgefuhrten Wachstumsversuchen erfolgte die Durchfuhrung
nach der in 2.4.1 beschriebenen Anleitung.

Zur Uberprifung des Wachstumsphénotyps von PLY246 ohne Plasmid wurde den

verwendeten Medien zusatzlich 50mg/l Uracil zugesetzt, da es sich bei den

Stammen um uracilauxotrophe Hefen handelt.
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2.4.2 Test der Tok1p-Mutanten auf Funktionalitat

Der Wachstumstest der Mutanten erfolgte auf SDAP-Platten mit 1000mM, 100mM
und 10mM Kaliumchlorid. Das Wachstum auf 10mM Kalium-Agarplatten stellte das
Beurteilungskriterium fur die Komplementationsfahigkeit der mutierten Kanalproteine
dar. Die Wachstumsversuche auf SDAP-Agarplatten mit 1000mM Kalium sollten

zeigen, ob eine Wachstumshemmung bei hohen Kaliumkonzentrationen auftritt.

2.4.3 Wachstumsversuche zur Selektivitat

Um eventuelle Auswirkungen der Aminosauremutationen auf die Kanalselektivitat
des Tok1p-Proteins nachzuweisen, wurde das in 2.2.2 aufgefuhrte SDAP-Medium
mit Natriumchlorid (490mM), Rubidiumchlorid (490mM) und Casiumchlorid (10mM)

versetzt.

2.5 Elektrophysiologie / Patch-Clamp-Methode

Die von Sakman und Neher (1981) entwickelte Patch-Clamp-Methode ist ein
spezielles Voltage-Clamp-Verfahren, bei dem durch Aufsetzen einer Glaspipette
lonenkanale in einer Membran elektrisch isoliert und untersucht werden konnen. Eine
wichtige Voraussetzung fur Patch-Clamp-Messungen ist eine saubere
Membranoberflache, da nur so die notwendige hohe Abdichtung (Gigaseal) zwischen
Glasoberflache und Membran zustande kommen kann. Bei Untersuchungsobjekten
mit Zellwand, wie Hefe- oder Pflanzenzellen, muss diese zuerst enzymatisch entfernt
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die im molekularbiologischen Teil generierten
Tok1p-Mutanten protoplastiert und mit der Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch

charakterisiert.

2.5.1 Protoplastierung von S. cerevisiae
Die Anzucht der Hefen fur die elektrophysiologischen Experimente erfolgte in 50ml
Erlenmeyerkolben mit 10ml SD(-ura)-50mM Kalium-Flussigmedium bei 30°C fur 18

Stunden.

Die Protoplastierung der fur die Patch-Clamp-Messungen benotigten Hefezellen

erfolgte nach dem Protokoll von Bertl et al. (1998, b).
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10ml einer Hefekultur (spate Log-Phase) wurden bei 2000rpm fur 5 Minuten in einer
Beckmann-Zentrifuge abzentrifugiert, in 3ml Puffer A resuspendiert und fir 30
Minuten bei 30°C und 200rpm inkubiert (Puffer siehe Tabelle 2.8). Nach
Zupipettieren von 4ml Puffer B wurde der Zellsuspension Zymolyase 20T bis zu einer
Endkonzentration von 0,03mg/ml (Z20T) zugesetzt. Zymolyase ist ein Enzymgemisch
aus Arthrobacter luteus, das neben p1,3-Glucanasen auch verschiedene Proteasen
enthalt. Da diese Proteasen jedoch die zu untersuchenden Kanalproteine schadigen
konnen, ist es notwendig, dem Protoplastierungsansatz Rinderserumalbumin (BSA)
in einer Konzentration von 25mg/ml zuzusetzen.

Um ein effektives Aufbrechen der Hefezellwand zu erreichen, erfolgte eine
Inkubation dieses Ansatzes bei 30°C und 200rpm far 45 Minuten. Nach erneutem
Abzentrifugieren wurden die Hefezellen in 10ml Puffer C resuspendiert. Dieser
Zellsuspension wurde Glucose bis zu einer Endkonzentration von 1% zugesetzt.
Dies fuhrt zu einem Anschwellen der Spharoplasten und damit zur Entfernung der
anhaftenden Zellwandreste.

2.5.2 Durchfiihrung der Elektrophysiologie und Datenanalyse

Zur Messung wurden die Protoplasten in eine mit Badlosung (150mM KCI, 10mM
CaCl; und 5mM MgCl,, pH6,5) gefullte Messkammer pipettiert und nach einer
Sedimentationsphase gleichmallig mit Perfusionslésung umspdilt.

Um eine Verschmutzung der Messpipette beim Eintauchen in die Badlésung zu
vermeiden, wurde ein schwacher Uberdruck angelegt. Nach Eintauchen der
Messelektrode in die Badlosung mussten die Elektrodenpotenziale abgeglichen und
die Spannungsoffsets auf Null gesetzt werden.

Die Annaherung der Glasmikroelektrode an die Zelle erfolgte mit Hilfe eines
Mikromanipulators unter Beobachtung im Mikroskop. Kurz vor Erreichen der Zelle
wurde der Uberdruck von der Pipette genommen und durch Anlegen eines
schwachen Unterdrucks der Protoplast an die Pipettenspitze gesaugt. Durch
schwaches, gleichmalliiges Saugen konnte eine hohe Abdichtung (Seal) zwischen
der Membran und der Glasoberflache erreicht werden.

Wahrend dieser Sealbildung wurde ein 5ms langer rechteckformiger Testpuls mit
5mV an der Messpipette angelegt. Die entsprechende Stromantwort wurde in einen
Widerstandswert umgerechnet und konnte am Oszilloskopmodul des Computers als
Pipettenwiderstand fortlaufend abgelesen werden. Bei Werten uber 1GQ war die
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Cell-attached-Konfiguration erreicht (Abb.2.2). Um Zugang zum Zellinneren zu
erhalten, wurde ein kurzer (200us), hoher Spannungspuls von ca. 1V an die
Membran angelegt. Meist war schon durch Anlegen dieses Spannungspulses ein
Durchbruch des Membranflecks (Patch) in der Pipettendffnung maoglich, ansonsten

wurde zusatzlich ein leichter Unterdruck angelegt.

Cell-attached-

Gigaohm Seal Konfiguration

hoher
Spannungspuls
und saugen

(X<

Ziehen

QQ ﬁ Abbildung 2.2
Messkonfigurationen bei Patch-Clamp-

Experimenten.

ziehen

|
<

Nucleus

Whole-cell- Outside-out- Inside-out-
Konfiguration Konfiguration Konfiguration

Nach erfolgreichem Durchbrechen der Membran und Stabilisierung des Seals wurde
die Membran ausgehend von einer Haltespannung (—40mV) auf verschiedene
Spannungen geklemmt. Die Spannungsprotokolle sind in den jeweiligen Abbildungen

angegeben.

Alle elektrophysiologischen Experimente wurden, wie in Roller et al. (2005)
beschrieben, mit einem EPC9-Verstarker und dem Programm Pulse+Pulse-Fit-8,5

von HEKA Elektronik durchgefuhrt und ausgewertet.

2.6 Simulation der elektrophysiologischen Ganzzellableitungen

Das PulseSim-Programm von HEKA ist ein Programm zur Simulation und zur
Analyse von elektrophysiologischen Daten. Mit diesem Programm ist es moglich, die
Eigenschaften eines einzelnen lonenkanals oder auch einer ganzen Population von
lonenkanalen basierend auf kinetischen Modellen oder diskreten Markov-Modellen
zu simulieren. Diese Markov-Modelle sind wertvolle Werkzeuge zur Untersuchung

der Kinetik spannungsregulierter lonenkanale.
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Als einfachstes kinetisches Modell zur Beschreibung eines spannungsabhangigen
lonenkanals kann ein Zweizustandsmodell betrachtet werden. In diesem Modell kann
der Kanal nur in zwei diskreten Zustanden vorliegen: offen (o) oder geschlossen (c).

Die Ubergdnge zwischen diesen beiden Zustidnden werden durch die
Geschwindigkeitskonstanten ke, und ko beschrieben. Im Falle eines spannungs-
abhangigen lonenkanals sind diese beiden Geschwindigkeitskontanten spannungs-

abhangig in der Form:

kw - kcooeze\//skT Und kOC — k(())ge—zeV/(l—s)kT (G|1a,b)

Dabei sind k. und k.. die fundamentalen Geschwindigkeitskonstanten bei einer
elektrischen Spannung von V=0, k ist die Boltzmannkonstante, e ist die
Elementarladung, z ist die Ladungszahl, T ist die absolute Temperatur und s ist ein
Mal fur die Lage der Energiebarriere. Die beiden Zustande ¢ und o geben im Falle
von Einzelkanalen die Aufenthaltswahrscheinlichkeit (P, und P¢) an, bei Betrachtung
einer ganzen Population von lonenkanalen ist dies die Anzahl der Kanale im

jeweiligen Zustand (N, und Nc).

Der Strom durch einen einzelnen Kanal ist proportional zur Leitfahigkeit g, des
Kanals, zur Offenwahrscheinlichkeit P, und zur angelegten Spannung V. Es gilt

io = goVPs (Gl.2)

Entsprechend ist der Strom durch eine Population von lonenkanalen gegeben durch

| = Nix=goVNo (GI.3)

wobei n die Anzahl der beobachteten Kanale ist.
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Wird die angelegte elektrische Spannung verandert, so andert sich P, bzw. N, und
somit der elektrische Strom | (gemittelter Einzelkanalstrom oder Strom durch eine
ganze Population von Kanalen) mit der Zeit.

Mathematisch lasst sich das zeitliche Verhalten mit einer Exponentialfunktion

beschreiben.

1) =1 (1-ae™'™) (Gl.4)

mt Lok +k,  und a=(I ~1)/1 (Gl.5a,b)
T

Dabei ist I(r) der Strom zum Zeitpunkt t, 7, und I der Strom zum Zeitpunkt t=0 bzw.
t=c. Durch Anpassung von Gleichung 4 an die experimentell bestimmten Daten kann
die Zeitkonstante t fur die Relaxation, nicht aber die einzelnen
Geschwindigkeitskonstanten fiir den Offnungsvorgang und fiir den SchlieRvorgang
ermittelt werden, da die Relaxationszeit 7 von der Summe der beiden

Geschwindigkeitskonstanten abhangt.

Tritt eine Inaktivierung in den Stromspuren auf, wie in den unten beschriebenen
Daten, muss das kinetische Modell um einen inaktiven Kanalzustand erweitert
werden (3-Zustandsmodell). Der Kanal kann dann in drei diskreten Zustanden

vorliegen: offen, geschlossen oder inaktiv.

v, K] (KT
kco koi
C O—— |
koc kio
-V

Der zeitliche Verlauf der Relaxation wird nun durch die Summe zweier

Exponentialfunktionen mit zwei Relaxationszeiten 7; und 7> beschrieben. Es gilt

It)=1 +1(-e"")+L(1-e""™) (GL.6)
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mit L=%p %y und  L-9_ Ly (Gl.7a,b)
T, 2 4 T, 2 4

wobei die 4 Zeitkonstanten in den Hilfsausdricken a und b enthalten sind. Dabei gilt

a=k, +k,+k,+k, und b=k k, +k,k, +k.,k, (Gl.8a,b)
Die beiden Zeitkonstanten 71 und 7, kdonnen durch Anpassung von Gleichung 6 an
die experimentellen Daten ermittelt werden. Um neben dem zeitlichen Verlauf der
Stromkurven auch eine Aussage Uber die zugrundeliegenden Mechanismen der
Aktivierung, Deaktivierung und Inaktivierung von Tok1p treffen zu kdnnen, wurde das
zeitliche Verhalten eines lonenkanals nach obigem Modell simuliert und die
simulierten Daten mit den experimentell ermittelten Daten verglichen. Eine
zufriedenstellende Ubereinstimmung der grundlegenden Eigenschaften von Tok1p
mit denen des Modells konnte durch Einfuhrung einer Spannungsabhangigkeit fur die
Geschwindigkeitskonstanten k., und ko, sowie einer Abhangigkeit der
Geschwindigkeitskonstanten ke, und ko von der externen Kaliumkonzentration,
erreicht werden.

Spannungsabhangigkeit und Kaliumabhangigkeit sind gegeben durch

k=K Koer (Gl.9a)
koc - kgce—zev /(-5 )kT (Glgb)
ko=[K TR (G1.9¢)

Dabei ist [K*] die extrazellulare Kaliumkonzentration, z, e, k, s und T haben die

ubliche Bedeutung (siehe oben). Die Geschwindigkeitskonstanten k°, k°

co? oc’?

kY sind
die fundamentalen Geschwindigkeitskontanten bei OmV und 1M K*. Die flr die
Simulation eingesetzten Parameter sind in Tabelle 2.11 aufgelistet.
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Parameter/Variable Tok1p D292N
50mM K* 50mM K*

Anzahl der Kanale 950 750

o = Ubergangsrate kco 0.01s™ 0.01s™

[ = Ubergangsrate koc 10s™ 10s™

v = Ubergangsrate koi 0.04s™ 0.04s™

0 = Ubergangsrate kio 0.4s™ 0.4s™

g = Anzahl zu verschiebender Ladungen 2.3 2.3

S = Position der Energiebarriere 0.5 0.5

sigma = Zustand der Leitfahigkeit 45pS 45pS

K = Kaliumkonzentration (lokal) 0.05M 0.005M

dep1 = Kaliumempfindlichkeit co 1 1

dep2 = Kaliumempfindlichkeit oi 2 1

Haltespannung -80mV -80mV

Umkehrspannung -40mV -40mV

Tabelle 2.11 Zur Simulation mit dem 3-Zustandsmodell eingesetzte Variablen und
Parameter
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3. Ergebnisse

3.1 Phanotyp von Tok1p (Wildtypkanal)

Hefestamme mit funktionalen Kaliumaufnahmesystemen Trk1p und Trk2p
(PLY232:TRK1-TRK2-TOK1, PLY238:TRK1-TRK2-tok1A) zeigen sowohl in 10mM,
als auch in 100mM Kalium robustes Wachstum, das zwischen pH3,5 und pH6,5 auch
unabhangig vom pH-Wert des Mediums ist (Abb.3.1). Im Gegensatz dazu zeigen
Stamme mit nichtfunktionalen Trk1p/Trk2p-Systemen (PLY240:trk1A-trk2A-TOK1) in
stark saurem Milieu (pH3,5) erhebliche Wachstumsdefizite und dies sowohl bei
hohen (100mM), als auch bei niedrigen (10mM) Kaliumkonzentrationen im Medium.
Auf Medium mit 100mM Kalium und pH6,5 ist diesen Trk1p/Trk2p-
Doppeldeletionsmutanten ein Wachstum maglich.

N
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N\ Abbildung 3.1 Kalium- und pH-
.S,*' abhangiges Wachstum des Hefestammes
TRK1-TRK2-TOK1 (PLY232), der tok1p-
Deletionsmutante TRK1-TRK2-tok1A
(PLY238), der trk1p/trk2p-Deletions-
mutante trk1Atrk2ATOK1(PLY240) und der
Trippeldeletionsmutante trk1Atrk2Atok1A
(PLY246) auf SDAP+UA-Medium bei
pH3,5 bzw. pH6,5 und den angegebenen
Kaliumkonzentrationen (links).

pH3,5
Wachstumsphéanotyp von PLY246 bei
episomaler Uberexpression des TOK1 auf
SDAP-Medium bei pH3,5 bzw. pH6,5 und
den angegebenen Kaliumkonzentrationen

1o0mm K* (rechts).

pH6,5

Eine zusatzliche Deletion des Kaliumauswartsgleichrichters Tok1p (PLY246) hat
keinen erkennbaren Einfluss auf das Wachstum, weder bei niedrigen
Kaliumkonzentrationen, noch bei hohen pH-Werten im Medium.

Episomale Uberexpression von Tok1p hebt jedoch den Trk-abh&ngigen
Wachstumsdefekt der Trippeldeletionsmutante PLY246 teilweise wieder auf. Dem
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Hefestamm PLY246 (trk1Atrk2Atok1A) ist es unter Uberexpression des Tok1p-Kanals
maoglich auf 10mM Kalium zu wachsen und zwar unabhangig vom pH des Mediums.
Dies ist wohl auf die Fahigkeit von Tok1p zuruckzufuhren, zumindest unter
bestimmten Voraussetzungen die Kaliumaufnahme in Hefezellen zu vermitteln
(Fairman, et al., 1999).

3.2 Test der Tok1p-Mutanten auf Funktionalitat

Die mutierten Tok1p-Kanalproteine wurden im Trippeldeletionsstamm PLY246
uberexprimiert und in Wachstumsexperimenten auf SDAP-Platten mit
unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen auf Funktion getestet. Die
Wachstumsexperimente erfolgten im direkten Vergleich zum Hefestamm PLY246 mit
uberexprimiertem Wildtypkanal und mit einem leeren Vektor (pYEp-SUF oder pFI61).
Das Kriterium fur Funktionalitat der Tok1-Kanalmutanten war Wachstum des
transformierten PLY246 auf 10mM Kalium.

3.2.1 C- bzw. N-terminale-Deletionsmutanten

Wachstumsexperimente mit den C-terminalen Deletionsmutanten Tok1p(L582Stop),
Tok1p(K470Stop) und Tok1p(L674Stop) auf SDAP-Platten mit 10mM Kalium zeigten,
dass alle drei mutierten Kanalproteine funktionsfahig waren (Abbildung 3.2).

Um festzustellen, ob dem N-Terminus des Tok1p-Kanals eine Funktion in der
Regulation oder in der Kanalassemblierung zukommt, wurde die N-terminale
Deletionsmutante Tok1p(l62Start) konstruiert und ihre Funktion anhand von
Wachstumsversuchen uberpruft. Dabei zeigte sich, dass die Mutante Tok1p(162Start)
durchaus in der Lage ist, das Kaliumaufnahmedefizit des PLY246 auf 10mM Kalium

zu komplementieren und das obwohl ihr der gesamte N-Terminus fehlt.
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PLY 246
Abbildung 3.2 Wachstum der C-

und N-terminalen Deletions-
mutanten auf SDAP-Medium bei
pH6,5 und 10mM Kalium.

Aufgetragen sind die seriellen
Verdinnungsstufen 1, 1/10, 1/100
und 1/1000 der PLYZ246-
Transformanden ausgehend von
einer OD600=1 ,O (10,05)

10mM K*

3.2.2 Tok1p-Aminosaure-Austauschmutanten

L—Y und Y—L-Mutanten

Um die Frage zu beantworten, ob die Anordnung der beiden Signaturmotive GLGD
und GYGD die Funktion des Kanals beeinflusst, wurden uber gerichtete Mutagenese
drei Porenloop-Mutanten generiert. In der Mutante Tok1p(L290Y/Y424L) wurde die
Anordnung der beiden Signaturmotive invertiert, so dass im ersten Porenloop das
Motiv GYGD und im zweiten Porenloop das GLGD-Motiv lokalisiert ist. Bei Mutante
Tok1p(L290Y) wurde das Leucin im ersten Porenloop gegen ein Tyrosin
ausgetauscht, so dass im mutierten Kanalprotein vier GYGD-Motive vorhanden sind.
In der Mutante Tok1p(Y424L) wurden die Tyrosine im zweiten Porenloop gegen
Leucin ausgetauscht. Der funktionale Tok1p(Y424L)-Kanal enthielt damit vier GLGD-
Motive.

In Wachstumsexperimenten zeigte sich, dass alle drei Mutanten
Tok1p(L290Y/Y424L), Tok1p(L290Y) und Tok1p(Y424L) in der Lage sind die
fehlende Kaliumaufnahme des PLY246 bei 10mM Kalium zu komplementieren
(Abb.3.3).
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PLY246

Abbildung.3.3 Wachstum der L/Y-
Austauschmutanten auf SDAP-Platten
pH6,5 und 10mM Kalium. Aufgetragen
sind die seriellen Verdinnungsstufen
1, 1/10, 1/100 und 1/1000 der PLY246-
Transformanden ausgehend von einer
OD600=1,0 (10,05)

10mM K*

D—N-Mutanten

Da in fast allen Kaliumkanalen die Asparaginsaure (D) in der Kaliumkanal-
Signatursequenz hoch konserviert ist, sollte durch die beiden Mutanten D292N und
D426N die Funktion dieser Asparaginsaure im Kanalprotein Tok1p geklart werden.
Bei den beiden D—N-Mutanten wurden die Asparaginsauren (D) an Position 292 im
ersten Porenloop und die Asparaginsaure an Position 426 im zweiten Porenloop
durch die Aminosaure Asparagin (N) ersetzt. Durch diesen Aminosaureaustausch D
zu N wurden im funktionalen Tok1p-Kanalprotein jeweils zwei negativ geladene
Aspartatseitenketten entfernt. Auch die D—N-Mutanten konnten auf 10mM Kalium-
Agarplatten wachsen, so dass von ihrer vollen Funktionsfahigkeit ausgegangen
werden kann. Der Mutante D292N war es sogar bei 7,5mM Kalium noch moglich zu
wachsen (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Wachstum der D— N-Mutanten auf SDAP-Platten, pH6,5 bei den
angegebenen Kaliumkonzentrationen. Aufgetragen sind die seriellen Verdinnungsstufen 1,
1/10, 1/100 und 1/1000 (von oben nach unten) der PLY246-Transformanden ausgehend von
einer ODgo=1,0 (+0,05).

Wie in Abbildung 3.4 zu erkennen ist, kann der Stamm PLY246 mit dem mutierten
Kanal Tok1p(D426N) bei einer Kaliumkonzentration von 1000mM nicht wachsen.
Auch bei 100mM Kalium im Medium ist das Wachstum dieser Mutante schon deutlich
reduziert. Dies verwundert, da es sich bei der Mutante D426N um die aquivalente
Mutation wie bei Mutante D292N handelt, wobei sich der Aminosaureaustausch D zu
N im zweiten Porenloop befindet. Aufgrund dieses Wachstumsphanotyps kann davon
ausgegangen werden, dass die beiden Porenloops nicht aquivalent zur Porenbildung
und Kanalfunktion beitragen.

Bei der Doppelmutante D292/426N wurde die Asparaginsaure an Position 292 und
gleichzeitig auch die Asparaginsaure an Position 426 gegen Asparagin
ausgetauscht. Wie in Abbildung 3.5 zu erkennen ist, zeigt die Doppelmutante keine
Fahigkeit zur Komplementation auf 10mM Kalium-Agarplatten. Auf 100mM
beziehungsweise 1000mM Kalium wachst sie jedoch gut. Dieser
Wachstumsphanotyp entspricht der Kontrolle mit leerem Vektor (PLY246pYEp-SUF).
Wenn man den Wachstumsphanotyp dieser D—N-Doppelmutante bei 100mM Kalium

und einem pH-Wert von 3,5 betrachtet, zeigt die D—N-Mutante im Gegensatz zum
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PLY246-pSUF deutliches Wachstum. Dies spricht dafur, dass auch der mutierte
Tok1p(D292/426N)-Kanal funktional ist, jedoch ohne Komplementation des

Kaliumaufnahmedefizites zu zeigen.

PLY246

100mM K*

pH6.5

Abbildung 3.5 Wachstum der D292/426N-Mutante auf SDAP-Platten mit 100mM Kalium bei
pH3,5 und pH6,5 und mit 10mM Kalium bei pH6,5. Aufgetragen sind die seriellen
Verdunnungsstufen 1, 1/10, 1/100 und 1/1000 (von oben nach unten) der PLY246-
Transformanden ausgehend von einer ODggo=1,0 (x0,05).

PLY246-Transformanden 1000mM K* 100mM K* 10mM K*
Leerer Vektor ++ ++ -
pTOKA1 ++ ++ +
pTOK1(L582Stop) ++ + T
pTOK1(K470Stop) ++ ++ ++
pTOK1(L674Stop) ++ ++ ++
pTOK1(1186Start) ++ ++ ++
pTOK1(L290Y) + ++ ++
pTOK1(Y424L) + ++ +
pTOK1(L290Y/Y424L) ++ ++ ++
pTOK1(D292N) ++ ++ ++
pTOK1(D292E) ++ ++ ++
pTOK1(D426N) - + +
pTOK1(D292/426N) ++ ++ -

Tabelle 3.1 Wachstum der Tok1p-Mutanten im Vergleich zum PLY246 mit dem leeren
Vektor und dem PLY246 unter Expression des Wildtypkanals Tok1p (PLY246-pTOK1) auf
SDAP-Platten mit pH 6,5 und bei unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen. Die Symbole
stehen flr: ++ Wachstum entsprechend PLY246-pTOK1, + schwaches Wachstum, - kein
Wachstum.
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Die Wachstumsversuche aus Abbildung 3.2-3.5 sind in Tabelle 3.1

zusammengefasst.

Da alle Mutanten im Wachstumsexperiment Komplementation auf 10mM Kalium
zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass alle hier getesteten Kanalmutanten
funktional sind. Zur weiteren Charakterisierung der Mutanten wurden
Wachstumsversuche zur Selektivitat und elektrophysiologische Messungen
durchgefuhrt.

3.3 Auswirkungen der Mutationen auf die Selektivitat des

Kanalproteins Tok1p

Wildtypkanal Tok1p

Das Tok1p-abhangige Wachstum auf 10mM Kalium scheint durch monovalente
Kationen wie Casium und Natrium im Medium nur geringfugig beeinflusst zu werden.
Das Wachstum auf 10mM Kalium und 10mM Kalium/490mM Natrium bzw. 10mM
Kalium/10mM Casium ist fast identisch. Bei Zusatz von 490mM Rubidium (Rb") im

Medium tritt jedoch eine starke Wachstumshemmung auf (Abb.3.6).

D—N-Mutanten

Der direkte Vergleich der beiden Mutanten D292N und D426N auf 10mM K*/490mM
Na® im Medium zeigt eine deutliche Wachstumshemmung der D292N-Mutante,
wahrend bei der Mutante D426N kein negativer Effekt auf das Wachstum
festzustellen ist.

Unter Zusatz von Rubidium im Medium ist das Wachstum der D426N-Mutante
vollstandig gehemmt. Im Wachstum von D292N ist jedoch keinerlei Hemmung zu
erkennen (Abb.3.6). Diese Abweichungen im Wachstumsphanotyp bei Zusatz
monovalenter Kationen sind ein weiterer Hinweis, dass die beiden Porenloops nicht

aquivalent zur Porenbildung beitragen.
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10mM K*490mM Na*

10mM K* 490mM Rb*

10mM K*10mM Cs*

Abbildung 3.6 Wachstum der D—N-Mutanten auf SDAP-Platten pH6,5 und 10mM Kalium
unter Zusatz der monovalenten Kationen Natrium, Rubidium und Casium. Aufgetragen sind
die seriellen Verdinnungsstufen 1, 1/10, 1/100 und 1/1000 der PLY246-Transformanden
ausgehend von einer ODggp=1,0 (x0,05).

In Tabelle 3.2 ist die Selektivitat der Tok1p-Aminosaure-Austauschmutanten noch

einmal zusammenfassend dargestellt.

PLY246-Transformanden | 490mM Na* | 490mM Rb" | 50mM Li* | 10mM Cs”
Leerer Vektor + ++ - -
pTOK1 ++ - ++ ++
pTOK1(D292N) - ++ ¥ ¥
pTOK1(D426N) ++ - ¥ ¥
pTOK1(D292/426N) + ++ - -

Tabelle 3.2 Wachstum der Tok1p-Mutanten im Vergleich zum PLY246 mit dem leeren
Vektor und dem PLY246 unter Expression des Wildtypkanals Tok1p (PLY246-pTOK1) auf
SDAP-Medium mit pH 6,5 und bei 10mM Kalium und Zusatz monovalenter Kationen. Die
Symbole stehen fiir: ++ Wachstum entsprechend PLY246-pTOK1, + schwaches Wachstum,

- kein Wachstum.
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3.4 Elektrophysiologische Charakterisierung von Tok1p

Fur die elektrophysiologischen Experimente wurde Tok1p von einem Multicopy-
Plasmid in dem Hefestamm PLY246 (trk1Atrk2Atok1A) exprimiert. Die messbaren
Tok1p-Strome waren im Vergleich zu Wildtyp-Hefen um den Faktor 20 erhoht. Aus
den gemessenen Ganzzellstromen, der Einzelkanalleitfahigkeit von Tok1p und der
Offenwahrscheinlichkeit kann fur Wildtypzellen eine Kanaldichte von 1-5 Kanalen pro
um? angenommen werden. Diese Kanaldichte wird durch die Uberexpression des
Kanalproteins von dem hier verwendeten Multicopy-Plasmid (pYEp-SUF) auf Gber 25
Kanale pro ym? erhéht werden. Dadurch l3sst sich das Signal/Rausch Verhaltnis
deutlich verbessern. Dies erwies sich insbesondere bei einigen Kanalmutanten als

grol3er Vorteil.

3.4.1 Abhangigkeit der Tok1p-Aktivierung von der Membranspannung und der
externen Kaliumkonzentration.

Vm (mV)

+100

-40

-100

4nA

0.5s
150mM K+ 10mM K+

Abbildung 3.7 Ganzzellableitung PLY246-pTok1p. Spannungsprotokoll (links oben):
ausgehend von einer Haltespannung von —40mV wurde die Membran auf Spannungen von
+100mV bis —100mV (in 20mV-Stufen) geklemmt. Nach 2,5s wurde die Membran erneut auf
die Haltespannung von —40mV geklemmt. Zwischen den Pulsen lagen Zeitintervalle von
0,5s. Links sind die Stromspuren von PLY246-pTok1p bei 150mM Kalium dargestellt, rechts
bei 10mM Kalium.

In Abbildung 3.7 sind typische Stromspuren von Ganzzellableitungen bei 150mM

Kalium und 10mM Kalium zusammen mit dem verwendeten Standard-

47



Ergebnisse

Spannungsprotokoll (oben links) abgebildet. Bei 150mM KCI in der Badlosung zeigen
die Tok1p-Stromspuren eine langsame Aktivierung und bei Spannungen bis +60mV
keine Inaktivierung. Erst bei Spannungen von +80mV und +100mV tritt eine
schwache Inaktivierung auf.

Bei Erniedrigung der externen Kaliumkonzentration auf 10mM ist eine schnellere
Aktivierung in den Stromspuren erkennbar. Ebenso wird in Abbildung 3.7 deutlich,
dass die Peak-Strome des Wildtypkanals mit abnehmender extrazellularer
Kaliumkonzentration ansteigen. Bei 150mM extrazellularem Kalium betragt der Peak-
Strom 8,1nA und bei 10mM Kalium steigt der Peak-Strom bis auf 15,4nA an. Bei
Kaliumkonzentrationen unter 5mM ist jedoch kein Anstieg in den Peak-Stromen mehr
zu beobachten, sondern ein rapider Abfall (hier nicht gezeigt).

Auch die Gleichgewichtsstrome (Steady-State) sind bei 10mM Kalium im
Aulenmedium groRer als bei 150mM Kalium.

671 (nA)

—l— WT-150K
—3— WT-10

Vi (mV)

I 1
-100 -50 50 +100
-

Abbildung 3.8 Strom-Spannungs-Kennlinie aus den in Abbildung 3.7 erhaltenen
Gleichgewichts-Membranstréomen des Wildtypkanals PLY246-pTok1p bei 150mM Kalium
und 10mM Kalium.

In Abbildung 3.8 sind die Gleichgewichtsstrome aus Abbildung 3.7 in Abhangigkeit
von der angelegten Membranspannung graphisch dargestellt. Es ist erkennbar, dass
sich die Strom-Spannungs-Kennlinie mit abnehmender Kaliumkonzentration zu
negativeren Membranspannungen verschiebt. Die theoretische Umkehrspannung
von Tok1p liegt bei einer internen Kaliumkonzentration von 195mM und einer
externen Kaliumkonzentration von 150mM Kalium bzw. 10mM Kalium, bei -7mV

beziehungsweise -76mV.
48



Ergebnisse

Der zeitliche Verlauf der Stromantworten wurde in erster Naherung durch die Summe
zweier Exponentialfunktionen beschrieben. Die daraus bestimmte Zeitkonstante fur
die Aktivierung ist in Abbildung 3.9 in Abhangigkeit von der Membranspannung und

der externen Kaliumkonzentration dargestellt.
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Abbildung 3.9 Aktivierungszeitkonstante des Tok1p-Kanals in Abhangigkeit von der
Membranspannung (A) und der externen Kaliumkonzentration (B). Die Zahlen rechts an den
Kurven in (B) geben die jeweiligen Membranspannungen an. Anzahl der durchgefiihrten
Experimente n = 13.

Die Abhangigkeit der Aktivierungszeitkonstante von der Membranspannung lasst
sich durch eine Exponentialfunktion beschreiben. Dabei ist die Steigung der Funktion
relativ unabhangig von der externen Kaliumkonzentration. Dies ist am besten in der
halblogarithmischen Auftragung (Abb.3.9A Inset) zu sehen. Die Steigungen der
Exponentialfunktionen sind im Einzelnen —0,024 (250mM KCl), -0,022 (150mM KCl),
-0,022 (100mM KCI) und -0,018 (15mM KCI). Betrachtet man die Zeitkonstante fur
die Aktivierung bei einer gegebenen Membranspannung in Abhangigkeit der
externen Kaliumkonzentration, so ist hier eine lineare Abhangigkeit festzustellen,
wobei Kaliumabhangigkeit (Steilheit der Geraden in Abb. 3.9B) mit steigender

Membranspannung abnimmit.
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Zusammenfassend fuhrt die Absenkung der extrazellularen Kaliumkonzentration im

Bereich von 250mM bis 10mM zu:

* einer verstarkt auftretenden Inaktivierung in den aufgezeichneten Stromkurven
bis zu einem Membranpotenzial von +40mV

* einer sehr viel schnelleren Aktivierung

* einer deutlichen Erhohung der Peak-Strome wie auch der Steady-State-Strome
bei allen angelegten Spannungen

* Verschiebung der Steady-State Strom-Spannungs-Kennlinie in negativer
Richtung (Abb.3.8).

3.4.2 Abhangigkeit der Tok1p-Stromamplitude von der Haltespannung

In Abbildung 3.10 ist die Abhangigkeit der Stromspuren von der angelegten
Haltespannung fur den Wildtypkanal Tok1p dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
sowohl die Stromantwort des Kanals, als auch die Kinetik (zeitlicher Verlauf)
unabhangig von der vorher angelegten Haltespannung (OmV oder —80mV) ist.

Somit scheint im Wildtypkanal Tok1p nur der Testpuls (+100mV) die GroRe und die

Kinetik des Kanalstroms zu bestimmen.

V_ (mV)

+100mV

OmV
-80mV

2nA

0.5s

Abbildung 3.10 Abhangigkeit der Stromamplitude und Kanalkinetik von der Haltespannung.
Stromantwort des Wildtyp-Kanals Tok1p auf einen +100mV-Puls ausgehend von einer
Haltespannung von OmV (schwarz) bzw. —80mV (rot).

3.4.3 Selektivitat des Tok1p-Kanals

Die Wachstumsexperimente zur Selektivitat (Abb.3.6) zeigten, dass der Hefestamm
PLY246-pTok1p durch Anwesenheit von 490mM NaCl und 10mM CsCI im Medium
nicht im Wachstum gehemmt wird. In Konzentrationen von 490mM hemmt Rubidium

das Wachstum von PLY246-pTok1p dagegen vollstandig. Diese Abweichungen im
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Wachstum bei Zusatz unterschiedlicher monovalenter Kationen kann durch
elektrophysiologische Experimente erklart werden. In Abbildung 3.11 sind die
Deaktivierungsstrome von PLY246-pTok1p in 150mM KCI, NaCl, CsCl und RbCI
dargestellt. Bei 150mM RDbCI in der Badlosung sind ebenso wie bei 150mM KCI
groBe Einwartsstrome wahrend der Kanal-Deaktivierung zu erkennen In den
Deaktivierungsstromen bei 150mM NaCl bzw. CsCl in der Perfusionslosung zeigen
sich solche Einwartsstrome wahrend der Kanal-Deaktivierung nicht. Dies deutet
darauf hin, dass Tok1p sowohl fur Kalium, als auch fur Rubidium, nicht aber fur
Natrium und Casium permeabel ist. Da Tok1p offensichtlich unter bestimmten
Bedingungen an der Kaliumaufnahme beteiligt ist, kann angenommen werden, dass
die Wachstumshemmung auf Rubidium-Platten durch Rubidiumaufnahme und
Vergiftung der Hefezellen zustande kommt.

Na*

Cs*

0.5s

Na*
Cs*

e s ettt —
Rb+; 0.2nA

0.2s

Abbildung 3.11 Deaktivierungsstrome des Wildtypkanals Tok1p. Ausgehend von einer
Haltespannung von —40mV wurde ein Spannungspuls von +100mV fir 1s an die Membran
angelegt, bevor erneut auf eine Haltespannung von —40mV geklemmt wurde. Die Kanal-
Deaktivierungsphase ist vergroRert und die Nulllinie gestrichelt dargestellt.
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3.5 Funktion negativer Ladungen an der externen Porenoffnung

Bei den beiden Tok1p-Mutanten D292N und D426N, bei denen die negative Ladung
am 1. Porenloop bzw. am 2. Porenloop entfernt wurde, sind klare Abweichungen in
der Aktivierungs- , Inaktivierungs-, und Deaktivierungskinetik zu erkennen.

Die Mutante D292E zeigte dagegen kaum Abweichungen von der Tok1p-Kinetik. Bei
dieser Mutante ist die negative Ladung an Position 292 erhalten geblieben, jedoch
um eine CH,- Gruppe weiter vom Peptidgrundgerust entfernt .

3.5.1 D292N-Mutante
In Abbildung 3.12 sind die Stromspuren der D292N-Mutante mit dem

zugrundeliegenden Standard-Spannungsprotokoll dargestellt.

150K*

0.4nA

0.5s
15K*

A

Abbildung 3.12 Ganzzellableitung PLY246-pTok1(D292N). Spannungsprotokoll (rechts):
ausgehend von einer Haltespannung von —40mV wurde die Membran auf Spannungen von
+100mV bis —100mV (in 20mV-Stufen) geklemmt. Nach 2,5s wurde die Membran erneut auf
eine Haltespannung von —-40mV geklemmt. Zwischen den Pulsen lagen Zeitintervalle von
0,5s. Links sind die Stromspuren von PLY246-pTok1(D292N) bei 250, 150 und 15mM
Kalium in der Badlosung dargestellt.

Bei der Mutante D292N sind sehr auffallige Abweichungen von der Tok1p-Kinetik zu
erkennen. Es tritt eine schnelle Aktivierung und eine sehr schnelle, fast vollstandige
Inaktivierung der Kanale auf. Weiterhin fallt auf, dass mit abnehmender
Kaliumkonzentration die Amplitude der Peak-Strome stark abnimmt, so dass bei
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15mM externem Kalium fast keine Strome mehr erkennbar sind. Beim Wildtypkanal
hingegen fuhrte eine Absenkung auf 15mM Kalium zu einer Zunahme der Peak-
Stromamplitude (siehe Abb.3.7, fir 10mM K" gezeigt). Aktivierungszeitkonstanten
und Peak-Strome sind in Abbildung 3.19 bzw. 3.20 im Vergleich zum Wildtyp und
den Mutanten D426N und D292E graphisch dargestellt.

Abhanqigkeit der Stromamplitude von der Haltespannung

V_ (mV)
m
+100mV
omV
-80mV
D292N
N
'——
1nA
0.5s

Abbildung 3.13 Abhangigkeit der Stromamplitude und der Kinetik von der Haltespannung.
Stromantwort der Tok1(D292N)-Mutante auf einen +100mV-Puls ausgehend von einer
Haltespannung von OmV (schwarz) bzw. —80mV (rot).

Wie oben beschrieben, ist beim Wildtypkanal Tok1p die Stromamplitude und die
Kinetik der Stromantwort abhangig von der Testspannung, nicht aber von der zuvor
angelegten Haltespannung.

Bei der Mutante D292N zeigt sich, dass die Stromantwort auf einen Spannungspuls
von +100mV sehr stark abhangig von der zuvor angelegten Haltespannung ist
(Abb.3.13). So ist die Stromamplitude bei —-80mV Haltespannung etwa neunmal so
grol3 wie bei einer angelegten Haltespannung von OmV.
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3.5.2 D426N-Mutante
Die bei der Mutante D292N beobachteten Effekte auf die Aktivierung und
Inaktivierung sind bei der Mutante D426N ahnlich, jedoch weniger stark ausgepragt.

250K*
Vm (mV)
+100
-40
P—
-100
150K*
4nA
0.5s
15K*
M_

Abbildung 3.14 Ganzzellableitung PLY246-pTok1(D426N). Spannungsprotokoll: ausgehend
von einer Haltespannung von —40mV wurde die Membran auf Spannungen von +100mV bis
—-100mV (in 20mV-Stufen) geklemmt. Nach 2,5s wurde die Membran erneut auf eine
Haltespannung von —40mV geklemmt. Zwischen den Pulsen lagen Zeitintervalle von 0,5s
(rechts). Links sind die Stromspuren von PLY246-pTok1(D426N) bei 250, 150 und 15mM
Kalium in der Badlosung dargestellt.

Bei hohen Kaliumkonzentrationen (250mM und 150mM) ist eine Aktivierung zu
beobachten, die deutlich schneller als beim Wildtypkanal, aber wesentlich langsamer
als bei der D292N-Mutante ist. Auch die Inaktivierung ist deutlich ausgepragter als
die des Wildtypkanals, aber nicht so stark wie die der Mutante D292N. Ahnlich der
D292N-Mutante nehmen hier die Stromamplituden sowohl der Peak-Strome, als
auch der Gleichgewichtsstrome mit sinkendem externem Kalium stark ab. Bei 15mM

Kalium sind nur noch sehr geringe Strome messbar.
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Selektivitat des D426N-Kanals

Bei genauerer Betrachtung der Stromspuren von D426N sind Einwartsstrome
wahrend der Kanal-Deaktivierung zu erkennen (Abb. 3.14). Diese
Deaktivierungsstrome sind in Abbildung 3.15 fur verschiedene externe Kationen
dargestellt. Die Messung der Deaktivierungsstrome von Mutante (D426N) erfolgte bei
150mM KCI, 150mM CsCl, 150mM RbCI oder 150mM NaCl in der Badlosung. Auf
eine Haltespannung von -40mV folgte ein Spannungspuls von +100mV fur eine
Sekunde, bevor erneut eine Haltespannung von —40mV angelegt wurde. Dabei sind
sowohl bei 150mM KClI, als auch bei 150mM RbCI grof3e Einwartsstrome wahrend
der Kanal-Deaktivierungsphase zu erkennen.

\ K*
Cs*

Rb*
Na*

T e 05s

Rb* 0.2nA

0.2s

Abbildung 3.15 Deaktivierungsstrome der Kanalmutante D426N. Ausgehend von einer
Haltespannung von —40mV wurde ein Spannungspuls von +100mV fir 1s an die Membran
angelegt, bevor erneut auf eine Haltespannung von —40mV geklemmt wurde. Die Kanal-
Deaktivierungsphase ist vergroRert dargestellt. Die Nullinie ist gestrichelt dargestellt.
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Derartige Einwartsstrome in den Deaktivierungsstromen sind weder bei Natrium noch
bei Casium in der Badlosung zu sehen. Zwar ist die Kinetik der Deaktivierungsstrome
in der Mutante D426N etwas anders als beim Wildtypkanal, die Selektivitat ist jedoch
weitgehend unverandert (permeabel fur Kalium und Rubidium, impermeabel fur

Natrium und Casium).

3.5.3 Mutante D292E

Die Mutante D292E zeigt kaum Abweichungen von der Tok1p-Kinetik (Abb.3.15).
Wie im Wildtyp fuhrt auch hier eine Erniedrigung der externen Kaliumkonzentration
zu einer Erhohung der Stromamplitude. Eine Abweichung zum Wildtypkanal Tok1p
tritt ab einer externen Kaliumkonzentration unter 50mM auf. Hier sinken die
Stromamplituden rapide ab. Dieser Abfall der Stromamplituden ist auch beim
Wildtypkanal Tok1p zu beobachten, jedoch erst bei Kaliumkonzentrationen unter
5mM.

200K*

150K*

1nA

0.5s

15K*

B —

Abbildung 3.16 Ganzzellableitung PLY246-pTok1(D292E) Spannungsprotokoll: ausgehend
von einer Haltespannung von —40mV wurde die Membran auf Spannungen von +100mV bis
—-100mV (in 20mV-Stufen) geklemmt. Nach 2,5s wurde die Membran erneut auf —-40mV
geklemmt. Zwischen den Pulsen lagen Zeitintervalle von 0,5s (rechts). Links sind die
Stromspuren von PLY246-pTok1(D292E) bei 200, 150 und 15mM Kalium in der Badlésung
dargestellt.

56



Ergebnisse

Auch was die Abhangigkeit der Stromamplituden von der Haltespannung betrifft,
weist die D292E-Mutante die Charakteristik des Wildtypkanals auf. Sie zeigt somit
ebenfalls keine Abhangigkeit der Peak-Strome von der Haltespannung.

3.5.4 Analyse der Peak-Strome

Im Abbildung 3.17 sind die Stromantworten der Mutanten auf einen 100mV-
Spannungspuls bei unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen dargestellt. Anders als
beim Wildtypkanal sind die Peak-Strome der beiden D—N-Mutanten proportional zur
extrazellularen Kaliumkonzentration angeordnet. Das heil’t, die Peak-Strome werden
mit abnehmender externer Kaliumkonzentration kleiner (Abb. 3.17, rechts), obwonhl
die Triebkraft (elektrochemischer Gradient) fur den Kaliumausstrom grof3er wird.

Die Peak-Strome von D292E verhalten sich wie im Wildtypkanal. Mit abnehmendem
externem Kaliumgehalt werden die Peak-Strome des Wildtypkanals (Abb. 3.7) und
der D292E-Mutante grof3er (Abb. 3.17, links).

vV, (mV) D292N
+100
40
I i N
0.4nA
0.5s
D292E
D426N
1nA 200K 4nA 250K
150K 150K
0.5s
0.5s 15K 15K

Abbildung 3.17 Peak-Strome der D—N(E)-Mutanten. Stromantworten der D—N(E)-
Mutanten auf einen +100mV-Puls bei Kaliumkonzentrationen von 250mM (200mM), 150mM
und 15mM Kalium in der Perfusionslésung

Dies gilt bei der D292E-Mutante jedoch nur bis zu einer externen

Kaliumkonzentration von = 50mM Kalium. Darunter kommt es zur rapiden Abnahme
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der Peak-Stromamplitude. Beim Wildtypkanal beginnt der starke Abfall der Peak-

Strome erst bei einer externen Kaliumkonzentration unter 5mM.

Die relativen Peak-Strome von Wildtypkanal und Mutanten sind in Abbildung 3.18
graphisch dargestellt.

2001

O Tok1p

O0D292E
100}

~D292N
v D426N

normierte Peakstrome (%)

o

100 200 300

o

externes Kalium (mM)

Abbildung 3.18 Normierte Peak-Strome des Wildtypkanals und der D—N(E)-Mutanten in
Abhangigkeit vom externen Kalium. Die bei den unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen
gemessenen Strome (100mV-Spannungspuls, Haltespannung —40mV) wurden fir alle
Tok1p-Mutanten auf den jeweiligen Wert bei 150mM Kalium normiert. Die gestrichelten
Linien beim Wildtypkanal Tok1p und der Mutante D292E deuten den bei niedrigen
Konzentrationen auftretenden Abfall der Peak-Stréme an. Anzahl der durchgefiihrten
Experimente; Tok1p (n=13), D292E (n=4), D292N (n=8) und D426N (n=2).

Dabei wurden die Daten aller Tok1p-Varianten auf den jeweils gemessenen Wert bei
150mM Kalium normiert und durch eine lineare Regression beschrieben. Wenn der
negativ geladene Ring wie im Tok1p oder D292E komplett vorhanden ist, reduzieren
sich die Kaliumauswartsstrome proportional zur erhohten Kaliumkonzentration
aulen. Wenn jedoch 2 Asparaginsauren an der auReren Porendffnung entfernt
wurden, wie bei den D—N-Mutanten, erhohten sich die Kaliumauswartsstrome mit

Erhohung der extrazellularen Kaliumkonzentration.

Die ermittelten Steigungen der Regressionsgeraden in Abbildung 3.18 betragen fur
den Wildtypkanal Tok1p —0,41%/mM und fur die D292E-Mutante —0,38%/mM. Fur
die D292N- und D426N-Mutante wurden positive Steigung von 0,49%/mM
beziehungsweise 0,44%/mM ermittelt.
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Die Kaliumabhangigkeit der auswartsgerichteten Peak-Strome wird somit durch die

Ladungsentfernung der Asparaginsauren an den Positionen 292 und 426 umgekehrt.

3.5.5 Aktivierungszeitkonstanten
In Abbildung 3.19A ist die Aktivierungszeitkonstante in Abhangigkeit von der
Membranspannung bei einer extrazellularen Kaliumkonzentration von 150mM

aufgetragen.
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Abbildung 3.19 Aktivierungszeitkonstante der
D—N(E)-Mutanten in Abhangigkeit von der
Membranspannung bei Kauzen=150mM (A) und
in Abhéangigkeit von der externen
Kaliumkonzentration bei V,,=80mV (B). Die
Steigungen der Regressionsgeraden aus
3.19B wurden in Abhangigkeit von der
Membranspannung aufgetragen. Anzahl der
durchgefiihrten Experimente fir Tok1p (n=13),
D292E (n=4), D292N (n=8) und D426N (n=2).
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Die Auswertung erfolgte wie unter 3.4.1 (Abb.3.9) fur den Tok1p-Wildtypkanal
beschrieben. Das Verhaltnis von Aktivierungszeitkonstante zu Membranspannung
lasst sich durch eine Exponentialfunktion beschreiben.

Durch halblogarithmische Auftragung (siehe Inset) konnten die Steigungen ermittelt
und verglichen werden (siehe Tabelle 3.3). Dabei wurde deutlich, dass die
Spannungsabhangigkeit (Steigung der Kurve) der D426N und D292E Mutanten nur

59



Ergebnisse

unwesentlich von der des Wildtypkanals Tok1p abweicht. Die Kurve fur die Mutante
D426N ist insgesamt jedoch parallel nach links (zu negativeren Spannungen)
verschoben. Die Spannungsabhangigkeit der Mutante D292N weicht hingegen stark

vom Wildtypkanal ab.

Abb.3.19  Steigungen Wildtyp(O) D292E(0) D292N(A) D426N(V)

A to/Vrm [1/mV]; exp. -0.022 0.018  -0.0075  -0.023
Bw/[K]  [s/M] 0.65 0.69 0.065 0.13
C w/[KWm [1/mV] exp. -0.024 -0.020  -0.009 -0.037

Tabelle 3.3 Aus Abb. 3.19 ermittelte Steigungen fir den Wildtypkanal und die D—N(E)-
Mutanten

Die Aktivierungszeitkonstante zeigt auch eine deutliche Abhangigkeit von der
externen Kaliumkonzentration, wie in Abb. 3.19B exemplarisch flr eine
Membranspannung von +80mV fur Wildtypkanal und Mutanten dargestellt ist. Die
Abhangigkeit der Aktivierungszeitkonstante von der extrazellularen
Kaliumkonzentration ist linear, mit langeren Aktivierungszeiten bei hoheren
Kaliumkonzentrationen. Die Kaliumabhangigkeit (Steigungen der
Regressionsgeraden) des Wildtypkanals und der Mutante D292E ist etwa gleich,
wahrend die der beiden beiden D—N-Mutanten deutlich reduziert ist. Allerdings ist
die Kaliumabhangigkeit, die in Abbildung 3.19B exemplarisch fur +80mV dargestellt
ist, nicht konstant, sondern hangt von der Membranspannung ab, wie in Abbildung
3.19C zu sehen ist. Hier sind die Kaliumabhangigkeiten (Steigungen aus Analysen
wie Abbildung 3.19B) Uber den gesamten Spannungsbereich von +20mV bis
+100mV gegen die Membranspannung graphisch aufgetragen. Wahrend die Kurven
far Wildtyp und D292E Mutante nur unwesentlich voneinander abweichen (siehe
auch halblogarithmische Auftragung im Inset), zeigen die Kurven fur die D292N und
fur die D426N Mutante einen ganz anderen Verlauf. Beide Mutanten zeigen bei
moderaten Membranspannungen (+60mv bis +100mV) nur eine sehr geringe
Kaliumabhangigkeit. Wahrend die D292N Mutante diese sehr geringe
Kaliumabhangigkeit Uber den gesamten Spannungsbereich zeigt, steigt die
Kaliumabhangigkeit der D426N Mutante bei geringen Membranspannungen (unter

+60mV) Uberproportional stark an.
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3.6 Funktion von C- bzw. N-Terminus im Tok1p-Kanal

Nachdem die Wachstumsversuche der Deletionsmutanten angedeutet hatten, dass
sowohl die C-terminalen- als auch die N-terminalen-Deletionsmutanten
funktionsfahig waren, wurden diese Kanalmutanten in Ganzellableitungen

elektrophysiologisch naher untersucht.

3.6.1 Mutante AC(K470Stop)
Die Ganzzellstrome der AC(K470Stop)-Mutante, der fast der komplette
cytoplasmatische C-Terminus fehlt, zeigten bei 150mM Kalium eine relativ schnelle
Aktivierung, keine Inaktivierung und relativ geringe Gleichgewichtsstrome (1,15nA
bei +100mV).

15mM K*

150mM K*

I
o'

0.5nA 2nA
0.5s

0.5s

Abbildung 3.20 Ganzzellableitung PLY246-pTok1AC(K470Stop). Stromantworten der C-
terminalen Deletionsmutante AC(K470Stop) auf das Standard-Spannungsprotokoll:
ausgehend von einer Haltespannung von —40mV wurde die Membran auf Spannungen von
+100mV bis —100mV (in 20mV-Stufen) geklemmt. Nach 2,5s wurde die Membran erneut auf
—40mV geklemmt. Zwischen den Pulsen lagen Zeitintervalle von 0,5s. Links sind die
Stromspuren von PLY246-pTok1AC(K470Stop) bei 150mM Kalium dargestellt, rechts bei
15mM Kalium.

Mit 15mM Kalium in der Badlosung steigen die Gleichgewichtsstrome jedoch stark an
(6,8nA) und befinden sich dann in der GroRenordnung der Tok1p-
Gleichgewichtsstrome.

Auffallig war bei der C-terminalen Deletionsmutante AC(K470Stop) die deutliche
Verschiebung der Strom-Spannungs-Kennlinie zu positiveren Spannungen
(Abb.3.21).
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Abbildung 3.21 Strom-Spannungs-Kennlinie aus den in Abbildung 3.20 erhaltenen
Gleichgewichtsstromen der C-terminalen Deletionsmutante AC(K470Stop) bei 150mM
Kalium und 15mM Kalium (Kreise). Zum direkten Vergleich sind die Daten einer
Ganzzellableitung des Wildtypkanals aus Abbildung 3.8 mit aufgetragen (Quadrate).

Neben der Verschiebung der kompletten Strom-Spannungs-Charakteristik zu
positiven Spannungen hin, zeigt diese Mutante im Vergleich zum Wildtypkanal auch
eine deutlich andere Kinetik in den Deaktivierungsstromen. Wahrend der
Wildtypkanal Tok1p keine oder eine extrem langsame zeitabhangige Komponente in
den Deaktivierungsstromen zeigt, ist diese Zeitabhangigkeit bei der AC(K470Stop)
Mutante sehr ausgepragt (Abb.3.22).
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Abbildung 3.22 Deaktivierungsstrome der C-terminalen Deletionsmutante AC(K470Stop)
Tail-Current-Protokoll (oben): ausgehend von einer Haltespannung von —40mV wurde die
Membran auf eine Spannung von +100mV geklemmt. Nach 1s wurde die Membran auf
Spannungen von +40mV bis —40mV geklemmt (in 10mV Schritten). Zwischen den Pulsen
lagen Zeitintervalle von 0,5s. Rechts sind die Deaktivierungsstrome der C-terminalen
Deletionsmutante AC(K470Stop) und links die des Wildtypkanals Tok1p bei 15mM Kalium zu
sehen.

3.6.2 Mutante AC(L582Stop)

Die Mutante AC(L582Stop), die einen verkurzten C-Terminus von 112 Aminosauren
besitzt, zeigt ganz ahnliche Charakteristika wie die oben beschriebene Mutante
AC(K470Stop) ohne C-Terminus. Auch hier ist in 150mM Kalium keine Inaktivierung
zu sehen und die Gleichgewichtsstrome sind mit 1,7nA bei +100mV relativ klein
(vergleichbar zur Mutante AC(K470Stop), siehe 3.6.1). Durch Absenkung der
extrazellularen Kaliumkonzentration auf 15mM steigt auch hier die Stromamplitude
stark an und eine leichte Inaktivierung tritt auf.
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Abbildung 3.23 Ganzzellableitung PLY246-pTok1AC(L582Stop). Stromantworten der C-
terminalen Deletionsmutante AC(L582Stop) auf das Standard-Spannungsprotokoll:
ausgehend von einer Haltespannung von —40mV wurde die Membran auf Spannungen von
+100mV bis —100mV (in 20mV-Stufen) geklemmt. Nach 2,5s wurde die Membran erneut auf
—40mV geklemmt. Zwischen den Pulsen lagen Zeitintervalle von 0,5s. Links sind die
Stromspuren von PLY246-pTok1AC(L582Stop) bei 150mM Kalium dargestellt, rechts bei
15mM Kalium.

3.6.3 Mutante AC(L674Stop)
Die Stromspuren der Mutante AC(L674Stop), die noch den grofdten Teil des C-
Terminus besitzt, weisen groRe Ahnlichkeiten zu denen des Wildtypkanals Tok1p

auf.

150mM K*

1nA

0.5s

Abbildung 3.24 Ganzzellableitung PLY246-pTok1AC(L674Stop). Stromantworten der C-
terminalen Deletionsmutante AC(L674Stop) auf das Standard-Spannungsprotokoll:
ausgehend von einer Haltespannung von —40mV wurde die Membran auf Spannungen von
+100mV bis —100mV (in 20mV-Stufen) geklemmt. Nach 2,5s wurde die Membran erneut auf
—40mV geklemmt. Zwischen den Pulsen lagen Zeitintervalle von 0,5s. Links sind die
Stromspuren von PLY246-pTok1AC(L674Stop) bei 150mM Kalium dargestellt, rechts bei
15mM Kalium.
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Bei dieser Mutante sind bei 150mM Kalium und einer Spannung von +20mV und bei
15mM Kalium sogar bei einer Spannung von -20mV wieder signifikante
Auswartsstrome erkennbar. Das spricht fur eine deutliche Verschiebung der Strom-
Spannungs-Kennlinie (IV-Kennlinie) zu negativen Spannungen bei Absenkung der
extrazellularen Kaliumkonzentration, wie das auch beim Wildtypkanal zu erkennen

war.

Auffallig ist, dass die Peak-Stromamplitude bei einem +100mV Spannungspuls in
150mM Kalium und in 15mM Kalium ungefahr gleich sind. Die Peak-
Stromamplituden der Mutante AC(L674Stop) sind in 15mM externem Kalium um den
Faktor 1,2 groRRer als in 150mM externem Kalium. Beim Wildtypkanal konnte die
Peak-Stromamplitude bei Absenkung der Kaliumkonzentration um den Faktor zwei
erhoht werden. Die beiden C-terminalen Deletionsmutanten AC(K470Stop) und
AC(L582Stop) reagierten auf eine Absenkung der Kaliumkonzentration in der
Badlésung mit einer Erhéhung der Peak-Stromamplitude um Faktor sechs

beziehungsweise drei.

I(nA)

1.5 1

@ Tok1p

< AC(L674Stop)
B AC(L582Stop)
@ AC(K470Stop)

150mM K+

1.0

0.5 1

-50

Abbildung 3.25 Strom-Spannungs-Kennlinien des Wildtypkanals Tok1p und der C-
terminalen Deletionsmutanten. Dargestellt sind die auf +80mV normierten IV-Kurven bei
150mM Kalium (links) und 15mM Kalium (rechts) mit Standardabweichung (n=4 fur Tok1p,
AC(L582Stop) und AC(K470Stop); n=2 fur AC(L674Stop)).

Aus einem Vergleich der IV-Kennlinien von Tok1p und den drei C-terminalen
Deletionsmutanten ist ersichtlich, dass die IV-Kurve der Mutante AC(L674Stop) durch
Erniedrigung der externen Kaliumkonzentration zu negativen Spannungen
verschoben wird, ahnlich wie beim Wildtypkanal Tok1p. Dagegen sind die IV-
Kennlinien der beiden Mutanten AC(K470Stop) und AC(L582Stop) nicht nur nach
rechts, zu positiven Spannungen verschoben, sondern sie reagieren auch nur noch
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sehr schwach auf Veranderungen der extrazellularen Kaliumkonzentration
(Abb.3.25).

3.6.4 Abhangigkeit der Aktivierung der C-terminalen Deletionsmutanten von
der Membranspannung

An den Stromspuren der beiden C-terminalen Deletionsmutanten AC(K470Stop) und
AC(L582Stop) fiel auf, dass in der Kinetik der Kanalaktivierung fast keine
Abhangigkeit von der Membranspannung mehr zu erkennen war (Abb.3.20 und
3.23). Dieser Eindruck wird durch die graphische Darstellung der
Aktivierungszeitkonstanten von Tok1p und der drei C-terminalen Deletionsmutanten
in Abhangigkeit von der Membranspannung bei 150mM Kalium eindrucksvoll
bestatigt (Abbildung 3.26).

600

@ Tokl1p

< AC(L674Stop)
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@ AC(K470Stop)

400

Abbildung 3.26
Aktivierungszeitkonstanten in
Abhangigkeit von der Membran-
spannung bei 150mM Kalium fur
den Wildtypkanal Tok1p und die
C-terminalen Deletionsmutanten.
Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung an (n=4).
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Die Auswertung erfolgte wie unter 3.4.1 (Abb.3.9) fur den Tok1p-Wildtypkanal
beschrieben.

Die Abhangigkeit der Aktivierungszeitkonstante von der Membranspannung lasst
sich durch eine Exponentialfunktion beschreiben. Es wird deutlich, dass die
Aktivierungszeitkonstante sowohl beim Wildtypkanal Tok1p, als auch bei der Mutante
AC(L674Stop) sehr stark spannungsabhangig ist, wahrend diese Abhangigkeit bei
den beiden C-terminalen Deletionsmutanten AC(K470Stop) und AC(L582Stop) fast
vollstandig verloren geht. Fur die Mutante AC(K470Stop) wurde eine Steigung von
—0,001 und fur die Mutante AC(L582Stop) eine Steigung von —0,002 ermittelt. Die

66



Ergebnisse

Spannungsabhangigkeit von Wildtypkanal und Mutante AC(L674Stop) ist dagegen
mit einer Steigung von —0,022 etwa 10 bis 20 mal so stark.

Der Verlust der Spannungsabhangigkeit in der Aktivierung der Mutanten
AC(K470Stop) und AC(L582Stop) weist darauf hin, dass im C-Terminus zwischen
Aminosaure L582 und L674, eine Art Spannungssensor lokalisiert ist.

3.6.5 Bedeutung des N-Terminus fiir die Funktion von Tok1p

Wie die Wachstumsversuche zeigten, ist die Mutante Tok1p(I62Start) auch nach
Deletion des gesamten N-Terminus noch in der Lage, voll funktionsfahige Kanale zu
bilden.

0.5nA

0.5s

Tok1p Tok1p-AN(I62Start)

Abbildung 3.27 Ganzzellableitung PLY246-pTok1AN(I62Start) nach dem Standard-
Spannungsprotokoll. Links sind die Stromspuren von PLY246-pTok1p bei 150mM Kalium
dargestellt und rechts die der N-terminalen Deletionsmutante AN(I62Start).

Auch die Ganzzellableitung der AN(162Start)-Kanalmutante bestatigen die volle
Funktionsfahigkeit des verkurzten Kanalproteins (Abb.3.27). So zeigen die
Stromkurven der Mutante ganz ahnliche Charakteristika wie man sie beim
Wildtypkanal Tok1p vorfindet.

3.7 Auswirkungen von Mutationen in der Kaliumkanal-
Signatursequenz GY(L)G

Die Fahigkeit der Porenloop-Mutanten auf 10mM Kalium wachsen zu kdnnen, deutet
darauf hin, dass eine veranderte Anordnung der beiden Aminosauren Leucin (L290)

und Tyrosin (Y424) in der Porenregion keinen Funktionsverlust des Kanalproteins zur
Folge hat.
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Abbildung 3.28 Ganzzellableitungen der GY(L)G-Porenloopmutanten. A. Ganzzell-
ableitungen der Mutanten Tok1p(L290Y), Tok1p(Y424L) und Tok1p (L290Y/Y424L) im
direkten Vergleich zum Wildtypkanal Tok1p unter Verwendung des Standard-
Spannungsprotokolls. B. Dargestellt sind die +80mV Stromspuren der unter 3.28A
gemessenen Tok1p-Mutanten. Diese wurden auf den Gleichgewichtsstrom des
Wildtypkanals Tok1p (schwarz) normiert.

In Ganzzellableitungen zeigen die drei mutierten Kanale einen
spannungsabhangigen Kaliumauswartsstrom mit den charakteristischen Merkmalen
des Tok1p-Wildtypkanals. Jedoch weisen die Mutanten Tok1p(L290Y) und
Tok1p(L290Y/Y424L) im Vergleich zum Tok1p eine viel schnellere
Aktivierungskinetik auf, wahrend die Mutante Tok1p(Y424L) kaum von der
Aktivierungskinetik des Wildtypkanals Tok1p abweicht (Abb. 3.28).

Bei der Doppelmutation L290Y/Y424L fallt auRerdem auf, dass vermehrt instantane

Strome auftreten und die Stromamplituden sehr viel kleiner ausfallen.
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3.8 Simulation der Stromspuren

Mit dem PulseSim-Programm von Heka wurde eine Simulation von Stromspuren mit
dem kinetischen 3-Zustandsmodell durchgefuhrt (siehe 2.8). Bei diesem Modell
gehen wir davon aus, dass der Tok1p-Kanal in drei diskreten Zustanden vorliegen
kann, im offenen (0), im geschlossenen (g) und im inaktiven (i) Zustand. Dabei kann
der Kanal vom geschlossenen in den offenen und weiter in den inaktiven Zustand
ubergehen und auch in die entgegengesetzte Richtung. Fur die Simulation wurden
die gleichen Reaktionsbedingungen wie bei den Ganzzellableitungen zu Grunde
gelegt. Fur die Simulation der Stromantwort des Wildtypkanals Tok1p auf einen
+100mV-Puls bei 50mM externem Kalium, wurden die in Tabelle 2.11 angegebenen
Parameter beziehungsweise Variablen in das 3-Zustandsmodell eingesetzt. Zur
Simulation der Mutante D292N wurde die Variable der Kaliumkonzentration im
Vergleich zum Wildtypkanal um Faktor den 10 reduziert, um so dem reduzierten
elektrostatischen Effekt der negativen Ladungen Rechnung zu tragen. Gleichzeitig
wurde die Kaliumabhangigkeit des Inaktivierungsschrittes erhoht (Parameter dep2
wurde von 2 auf 1 erniedrigt) und die Anzahl der Kanale in der Simulation der
D292N-Mutante von 950 auf 750 abgesenkt.

Die auf diesen Grundlagen durchgefihrten Simulationen sind in den Abbildungen
3.29 und 3.31 zu sehen.

gemessene Stromspuren simulierte Stromspuren
Tok1p Tok1p
D292N | 2nA D292N
™ 05s —

Abbildung 3.29 Simulation der Stromspuren von Tok1p und Tok1p(D292N) mit dem
kinetischen 3-Zustandsmodell. Gemessene Stromspuren des Wildtypkanals Tok1p und der
Tok1p-Mutante(D292N) auf einen Spannungspuls von +100mV bei 50mM Kalium (links). Mit
dem kinetischen 3-Zustandsmodell simulierte Stromspuren des Wildtypkanals Tok1p und der
Tok1p-Mutante(D292N) (rechts).

In Abbildung 3.29 sind links die gemessenen Stromspuren des Wildtypkanals Tok1p
und der Tok1p(D292N)-Mutante auf einen Spannungspuls von +100mV bei 50mM
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Kalium dargestellt. Rechts sind die unter denselben Bedingungen mit dem PulseSim-
Protokoll simulierten Stromspuren zu sehen. Durch die Simulation kann die sehr
schnelle Aktivierung und die extrem schnelle und fast vollstandige Inaktivierung der
Stromamplitude der D292N-Mutante nachgestellt werden.

gemessene Stromspuren simulierte Stromspuren
Tok1p Tok1p
— 4nA ‘ 2nA
0.5s 0.5s
D292N D292N
= — I‘_ L)
0.4nA 150K*
15K+
0.5s

Abbildung 3.30 Simulation der Stromspuren von Tok1p und Tok1p(D292N) mit dem
kinetischen 3-Zustandsmodell bei niederen (15mM K*) und hohen (150mM K*) externen
Kaliumkonzentrationen. Gemessene Stromspuren (links) des Wildtypkanals Tok1p und der
Tok1p-Mutante(D292N) auf einen Spannungspuls von +100mV bei 150mM (schwarz) und
15mM (rot) externem Kalium. Mit dem kinetischen 3-Zustandsmodell simulierte Stromspuren
des Wildtypkanals Tok1p und der Tok1p-Mutante(D292N) (rechts).

Auch die Unterschiede in den Peak-Stromamplituden, die nach absenken der
extrazellularen Kaliumkonzentration von 150mM Kalium auf 15mM Kalium auftreten,
konnten fur den Wildtypkanal Tok1p und den mutierten Kanal D292N mit dem 3-
Zustandsmodell simuliert werden (Abb.3.30). Fur die Simulation der Stromspuren in
Abbildung 3.30, wurden ebenfalls die Parameter aus Tabelle 2.11 eingesetzt, jedoch
mit folgenden Abweichungen in den Parametern der Kaliumkonzentration (Tabelle
3.4).

70



Ergebnisse

Parameter Tok1p Tok1p D292N D292N
150mM K* 15mM K* 150mM K* 15mM K*
K=[K"] 0.03 0.003 0.035 0.001

Tabelle 3.4 Zur Simulation der Stromspuren in Abbildung 3.30 veranderte Parameter fur die
Kaliumkonzentration. Die restlichen Parameter entsprechen den in Tabelle 2.11
angegebenen.

Wie in Abbildung 3.2 gezeigt wurde, ist die Stromamplitude des Wildtypkanals nicht
von der Haltespannung abhangig. Dies konnte auch in der Simulation des
Wildtypkanals mit dem PulseSim-Programm gezeigt werden (Abb. 3.31A). Es ist zu
erkennen, dass die simulierten Stromkurven sehr gut mit den gemessenen
Stromkurven Ubereinstimmen. Eine zweite Simulation wurde mit der Mutante D292N
durchgefuhrt (Abb. 3.31B). In dieser Simulation zeigt die Mutante D292N ebenso
eine starke Abhangigkeit von der angelegten Haltespannung, wie das in den

gemessenen Stromspuren zu erkennen war.

gemessene Stromspuren simulierte Stromspuren
Tok1p Tok1p
2nA
0.5s '
1nA \ D292N JL D292N
N -
'-—

Haltespannung OmV, -80mV

Abbildung 3.31 Simulation der Abhangigkeit der Stromspuren von der Haltespannung fur
Tok1p und D292N mit dem kinetischen 3-Zustandsmodell. Real gemessene Stromantworten
des Wildtypkanals Tok1p und der Tok1p-Mutante(D292N) auf einen Spannungspuls von
+100mV bei 50mM Kalium ausgehend von einer Haltespannung von OmV (schwarz) und
—-80mV (rot) (links). Mit dem kinetischen 3-Zustandsmodell simulierte Stromspuren des
Wildtypkanals Tok1p und der Tok1p-Mutante(D292N) auf einen Spannungspuls von +100mV
bei 50mM Kalium ausgehend von einer Haltespannung von OmV (schwarz) und —80mV (rot)
(rechts).

71



Ergebnisse

Insgesamt werden die grundlegenden Eigenschaften des Wildtypkanals Tok1p und
des mutierten Kanals D292N durch das oben vorgestellte serielle 3-Zustandsmodell
mit spannungsabhangigen Ubergangen zwischen geschlossen (ke) und offen (Koc),
sowie einer (inversen) Kaliumabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k., und
koi sehr gut beschrieben. Der fundamentale Unterschied zwischen Wildtypkanal
Tok1p und dem mutierten Kanal D292N liegt in der lokalen, extrazellularen
Kaliumkonzentration, die durch die Neutralisation der elektrostatisch wirkenden

negativ geladenen Asparaginsauren (D zu N) stark erniedrigt wird.
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4 Diskussion

4.1 Wachstumstests

Die Wachstumstests auf Agarplatten mit limitierenden Kaliumkonzentrationen
(10mM) erwiesen sich als guter Test, um Funktion von mutierten Tok1p-Kanalen
schnell und einfach zu erfassen. Es zeigte sich, dass alle Kanalmutanten, die im
Wachstumstest positiv waren, auch im elektrophysiologischen Experiment Funktion
zeigten. Die Interpretation der beobachteten Wachstumsphanotypen ist allerdings
recht schwierig.

Fur Wildtyp Tok1p und fur die D426N Mutante korreliert das Wachstum sehr gut mit
den elektrischen Eigenschaften, wie sie in den Ganzzellableitungen beobachtet
wurden. Die in den Wachstumstests (Abb.3.3) aufgetretene Hemmung der Stamme
mit Uberexprimiertem Wildtypkanal Tok1p und der Mutante D426N durch
Rubidiumionen konnte durch elektrophysiologische Experimente gestutzt werden. So
sind in den Deaktivierungsstromen des Tok1p-Kanals und des mutierten Kanals
(D426N) bei Anwesenheit von 150mM Rubidium (ohne Kalium) in der Badldsung
grofRe Einwartsstrome wahrend der Kanal-Deaktivierungsphase zu erkennen. Solche
Einwartsstrome treten in Gegenwart von Natrium oder Casium im Medium nicht auf
(Abb.3.3), auch nicht bei sehr negativen Membranspannungen (-100mV). Sowohl
Tok1p Wildtyp, als auch die Mutante D426N sind demnach permeabel fur Kalium und
Rubidium, aber nicht fur Natrium und Casium. Unter den experimentellen
Bedingungen fur die Wachstumsversuche mit millimolaren Calciumkonzentrationen
im Medium ist Tok1p (oder die mutierten Tok1p-Kanale) das einzige Transportsystem
fur die Kaliumaufnahme in Hefen ohne funktionale Trk-Transporter. Wie bereits
beschrieben, ist in Anwesenheit von millimolaren Konzentrationen monovalenter
Kationen im AufRenmedium der unselektive Kationenkanal Nsc1p vollstandig
gehemmt (Bihler et al., 1998, Bihler et al., 2002). Somit muss ein direkter
Zusammenhang zwischen Wachstumshemmung und Rubidiumaufnahme durch
Tok1p und D426N postuliert werden. Allerdings ist nicht bekannt, dass Rubidium
toxisch fur Pflanzen und Pilze ware, so dass die Hemmung auf eine reduzierte
Kaliumaufnahme bzw. eine reduzierte intrazellulare Kaliumkonzentration
zuruckzufuhren ist. Natrium und C&sium werden weder durch den Wildtypkanal

Tok1p, noch durch den mutierten Kanal D426N transportiert. Entsprechend ist auch
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nur geringe Wirkung von Natrium und Casium auf das Wachstum dieser Hefestamme

zu beobachten.

Bei der Mutante Tok1p(D292N) kann das Wachstum auf Medien mit RbCl-Zusatz
und die auftretende Wachstumshemmung bei Zusatz von NaCl nicht anhand der
Deaktivierungsstrome erklart werden, da in dieser Mutante keine messbaren
Einwartsstrome wahrend der Deaktivierungsphase nachweisbar sind.

4.2 Die Rolle von N-Terminus und C-Terminus bei der

Kanalassemblierung.

Der Mechanismus der Kanalassemblierung wird sowohl bei tierischen Kanalen als
auch bei pflanzlichen Kanalen noch sehr kontrovers diskutiert. Bei tierischen
Kanalproteinen wird der N-terminalen T1-Tetramerisierungsdomane eine wichtige
Funktion in der Kanalassemblierung zugesprochen, aber ihre Unabdingbarkeit ist
noch nicht geklart (Zerangue et al., 2000). Bei pflanzlichen Kanalen weisen einige
Arbeiten darauf hin, dass dem C-Terminus eine wichtige Rolle bei der
Kanalassemblierung zukommt (Dreyer et al., 2004, Daram et al., 1997). Im Fall des
2P-Kanals Twik1 spielt eine C-terminale Selbstassemblierungssequenz mit
integriertem Cystein eine tragende Rolle in der Bildung funktionaler Kanaldimere
(Lesage et al. 1996).

Im ORF von TOK1 ist weder eine Homologie zur T1-Tetramerisierungsdomane der
Shaker-Kanale noch zur Dimerisierungsregion R57-V90 des Twik1-Kanals
vorhanden. Um magliche Dimerisierungsdoméanen im Tok1p-Kanal zu identifizieren
wurden sowohl N-terminale, als auch C-terminale Deletionsmutanten generiert und

elektrophysiologisch untersucht.

Wie die Wachstumsversuche (Abb.3.2) und die elektrophysiologischen Messungen
der AN(I62Start)-Mutante (Abb.3.26) zeigen, ist diese Mutante auch nach Deletion
des gesamten N-Terminus noch in der Lage, voll funktionsfahige Kanale zu bilden.
Diese Ergebnisse lassen darauf schliellen, dass der N-Terminus nicht mafRgeblich
zur Kanalassemblierung beitragt, da ansonsten die vollstandige Entfernung des N-
Terminus zum Funktionsverlust, oder zumindest zu einer Beeintrachtigung der

Kanalfunktion gefuhrt hatte. In den elektrophysiologischen Messungen zeigt die
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Mutante AN(162Start) jedoch keinerlei Abweichungen von der Kanalcharakteristik des
Tok1p.

Der Mutante AC(K470Stop) fehlt der gesamte C-Terminus und dennoch ist sie in der
Lage funktionale Kaliumkanale zu bilden. Somit weist auch bei der C-terminalen
Deletionsmutante AC(K470Stop) alles darauf hin, dass der C-Terminus nicht
mafgeblich zur Kanalassemblierung beitragt. Im Gegensatz zur Mutante
AN(I62Start) fuhrt die Deletion des C-Terminus aber zu starken Veranderungen in

der Kanalkinetik.

Damit ergaben die elektrophysiologischen Messungen der N-terminalen- und C-
terminalen Deletionsmutanten keinen direkten Hinweis auf madgliche
Dimerisierungsdomanen in diesen Bereichen des Kanalproteins Tok1p. Die
Moglichkeit, dass Dimerisierungsdomanen in den N-terminalen oder C-terminalen
Bereichen vorliegen, kann jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden. In
tierischen Systemen konnte gezeigt werden, dass die Deletion der T1-Domane des
ShB-Kanals die Effizienz der Assemblierung beeintrachtigt. Diese Beeintrachtigung
in der Kanalassemblierung kann jedoch durch eine erhohte Expression der
Kanaluntereinheiten zum Teil aufgehoben werden (Zerangue et al., 2000).

Deshalb sollte man bei der Beurteilung, in wie weit der N-Terminus oder der C-
Terminus des Tok1p-Kanals zur Assemblierung beitragen, die Moglichkeit nicht
auller Acht lassen, dass durch den hohen Expressionslevel der Tok1p-
Kanaluntereinheiten ein Einfluss des N-Terminus oder C-Terminus auf die
Kanalassemblierung uberdeckt wird.

Erwahnenswert ist in diesem Zusammenhang, dass die Deletion der T1-Domane des
ShB-Kanals zu einer Verschiebung der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung zu
negativeren Spannungen fuhrt und dass die Inaktivierung des mutierten Kanals nicht
mehr vollstandig verlauft (Zerangue 2000).

4.3 Bedeutung des C-Terminus fur die Spannungsabhangigkeit und

die Deaktivierungskinetik von Tok1p

Der C-Terminus im Tok1p-Kanal macht fast 1/3 des gesamten Kanalproteins aus.
Dies legt die Vermutung nahe, dass dem C-Terminus funktionale Aufgaben
zukommen. Die Ergebnisse der durchgefuhrten elektrophysiologischen Experimente

75



Diskussion

weisen darauf hin, dass dem C-Terminus die Funktion einer Art Spannungssensors
zukommt. C-terminale Deletionen fuhrten zum Verlust der Spannungsabhangigkeit in
der Kanalaktivierung. Gleichzeitig war mit zunehmender Deletion des C-Terminus
eine Verschiebung der Strom-Spannungskurve zu positiveren Spannungen und eine
veranderte Deaktivierungskinetik zu beobachten.

Eine Simulation der Deaktivierungsstrome mit dem kinetischen 3-Zustandsmodell
zeigt, dass eine Erhéhung der Ubergangsrate (koc), mit der die Kanale vom offenen in
den geschlossenen Zustand Ubergehen dieselbe veranderte Deaktivierungskinetik
hervorruft, wie sie in den gemessenen Deaktivierungsstromen der C-terminalen
Deletionsmutante aufgetreten ist. Die Aktivierung (Anstieg des Stroms) blieb durch
die Veranderung von k.. jedoch weitgehend unverandert. Diese Beschleunigung des
Ubergangs vom offenen in den geschlossenen Zustand flhrt dazu, dass der Pool an
offenen Kanalen abnimmt, da weniger Kanale aus dem inaktiven Zustand
nachgeliefert werden. Diese Abnahme der Offenwahrscheinlichkeit durch Deletion
des C-Terminus ist bei der Mutante AC(K470Stop) in der Deaktivierungskinetik zu

erkennen.
V, [K+]-1 [K+]-1
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Abbildung 4.1 Mit dem 3-Zustandsmodell (oben) simulierte Deaktivierungsstréme der C-
terminalen Deletionsmutante AC(K470Stop) und des Wildtypkanals Tok1p bei 15mM KCI in
der Perfusionslésung (unten). Die veranderte Deaktivierungskinetik der Mutante
AC(K470Stop) ist auf eine Erhdéhung der Ubergangsrate (k..) vom offenen in den
geschlossenen Zustand des Kanals zurtickzufihren.
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Eine modgliche mechanistische Erklarung dieser Beobachtungen konnte durch
Arbeiten von Loukin et al. (2002) geliefert werden. Diese gehen davon aus, dass der
C-Terminus von der cytoplasmatischen Seite in die Pore eindringt und eine schnelle
Deaktivierung des Kanals wie ein ,Full in der Tur“ verhindert. Anhand
elektrophysiologischer Messungen an C-terminalen—Deletionsmutanten des Tok1p-
Kanals konnten sie eine Verschiebung der Stromspannungs-Kurve zu positiveren
Spannungen feststellen. Durch Koexpression des deletierten C-Terminus konnte die
Verschiebung der IV-Kurve wieder rickgangig gemacht werden. Die Funktion des C-
Terminus konnte weder durch DTT in der Perfusionslosung, noch durch 10 minutige
Perfusion mit KCI-Lésung aufgehoben werden (Loukin et al., 2002). Dies spricht fur
eine starke Interaktion zwischen dem C-Terminus und dem Kern-Kanalprotein,

jedoch gegen eine Interaktion Uber Disulfidbricken.

Angenommen der C-Terminus dringt wirklich von der cytoplasmatischen Seite her in
die Kanalpore ein, so konnte man sich folgendes Modell fur die Funktion des C-
Terminus vorstellen.

Die Anhaufung negativer Ladungen (D, E) im direkten Anschluss an
Transmembrandomane 8 fuhrt zu einer Akkumulation von Kalium am inneren
Porenhof. Diese Kaliumakkumulation fallt bei der C-terminalen Deletionsmutante
AC(K470Stop) weg, die lokale intrazellulare Kaliumkonzentration wird erniedrigt und
es kommt zu einer Verschiebung der Stromspannungskurve zu positiveren
Spannungen. Es ist bekannt, dass sich die Strom-Spannungskurve von Tok1p mit
Veranderungen der intra- und extrazellularen Kaliumkonzentration entlang der
Spannungsachse verschiebt (Bertl et al., 1992, Loukin und Saimi, 1999). Weiterhin
ware vorstellbar, dass die positiv geladenen Arginin-, Histidin und Lysinseitenketten
im Bereich 582-674 als ,gating charges® fungieren und einen Teil des
Spannungssensors darstellen.

Diese eventuell als Spannungssensor fungierende Doméane 582-674 kdnnte dann
von der cytoplasmatischen Seite in die Pore eindringen und so die Deaktivierung
modulieren, oder aber ahnlich wie im postulierten Paddel-Modell fir den bakteriellen
KvAP-Kanal aus Aeropyrum pernix (Jiang et al.,, 2003) durch Bewegung im
elektrischen Feld Offnung und SchlieRung des Kanals modulieren.

Die Annahme, dass die ,Spannungssensor-Domane 582-674“ in den inneren
Porenbereich eindringt ware konsistent mit dem von Loukin et al. (2002) postulierten
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,Ful in der Tar- Modell* des C-Terminus. Die Interaktion des C-Terminus mit dem
cytoplasmatischen Eingang zur Pore soll demnach das Schlie3en des Kanals bei
negativen Spannungen verhindern oder verlangsamen.

Allerdings kann ein Mechanismus analog zum Paddel-Modell (Jiang et al., 2003)
nicht ausgeschlossen werden. Schon eine sehr grol3e cytoplasmatische Domane wie
der C-Terminus von Tok1p wirde ein enormes Tragheitsmoment darstellen und
durch direkte Kopplung an das cytoplasmatische Tor (gate) das beobachtete
langsame Offnen und SchlieBen des Kanals verursachen.

Ob man sich die strukturellen Einzelheiten und den Mechanismus wie oben
beschrieben vorstellen kann, und welches der beiden Modelle eher zutrifft, ist
anhand der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse nur spekulativ und deshalb auch
nur als mogliches Modell zu betrachten.

4.4 Die Anordnung der beiden Porenloops GLGD vor GYGD ist fur
das Gating von Tok1p wichtig.

In der Kaliumkanal-Signatursequenz der 1P-Kanale findet man nur sehr selten
Abweichungen vom charakteristischen GYGD-Motiv. Eine seltene Ausnahme bildet
der humane ether-a-go-go-related-Kanal (Herg), der anstelle von GYGD ein GFGN-
Motiv im Selektivitatsfilter enthalt.

Bei 2P-Kanalen sind solche Abweichungen in der Kaliumkanal-Signatursequenz
haufiger, wie zum Beispiel beim Tok1p-Kanal in Hefe oder beim menschlichen
Twik1p-Kanal, sowie bei 2P-Kanalen in C. elegans. Im Hefekanal Tok1p ist im ersten
Porenloop anstelle des Tyrosins ein Leucin eingebaut.

Wie in den Wachstumsexperimenten (Abb. 3.3) gezeigt, hat weder der Austausch
der Aminosaure Leucin gegen Tyrosin im ersten Porenloop, noch der Austausch von
Tyrosin gegen Leucin im zweiten Poorenloop einen Verlust der Kanalfunktion zur
Folge. Dies zeigt, dass Tok1p-Kanaluntereinheiten auch mit vier Tyrosinen (Mutante
L290Y) beziehungsweise vier Leucinen (Mutante Y424L) im Selektivitatsfilter
funktionale Kanale bilden konnen. Ebenso ist ein Tok1p-Kanal mit reverser
Anordnung der Signatursequenzen, also GYGD vor GLGD wie bei Mutante
L290Y/Y424L, im homologen System Hefe funktional.
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Dies steht im Gegensatz zu Ergebnissen von Lesage et al. (1996), die in Patch-
Clamp-Experimenten festgestellt haben, dass die drei Mutationen L290Y, Y424L und
L290Y/Y424L im Tok1p-Kanal zu nichtfunktionalen Kanalproteinen fuhren. Diese
elektrophysiologischen Untersuchungen der Tok1p-Mutanten wurden allerdings im
heterologen Expressionssystem Xenopus durchgefihrt.

Im homologen Expressionssystem Hefe konnte die Funktionalitat dieser mutierten
Tok1p-Kanalproteine auch durch elektrophysiologische Ganzzellableitungen
eindeutig belegt werden (Abb. 3.28).

Koénnen die Abweichungen der beiden Mutanten L290Y und L290Y/Y424L von der
charakteristischen Kinetik des Wildtypkanals Tok1p durch Interaktionen der

Tyrosinseitenketten mit benachbarten Aminosauren erklart werden?

Chapman et al. (2001) haben untersucht, in wie weit die haufig auftretenden
Sequenzvariationen in der Signatursequenz GYGD der 2P-Kanale die
lonenselektivitat und die Permeation beeinflussen. Dazu wurden Tandemkonstrukte
des spannungsabhangigen Kaliumkanals Kv2.1 konstruiert, um das GYGX-GXGD-
Motiv von 2P-Kanalen zu imitieren und die Interaktionen zwischen Tyrosin und
Asparaginsaure benachbarter Untereinheiten zu untersuchen. Demnach soll eine
Interaktion zwischen dem Tyrosin (Y) des GYGD-Motivs der ersten Untereinheit und
der Asparaginsaure (D) der benachbarten Untereinheit existieren. Diese Interaktion
zwischen den beiden Untereinheiten Uber Y und D soll die lonenselektivitat, das
Gating und die Leitfahigkeit der 2P-Kanale bestimmen.

Die Stromspuren von Mutante Tok1p(L290Y) zeigen, dass bei dem mutierten Tok1p-
Kanalprotein mit vier Tyrosinen im Selektivitatsfilter die Kanalaktivierung viel
schneller verlauft als beim Wildtypkanal Tok1p (Abb.3.28). Deshalb ist anzunehmen,
dass das Leucin an Position 290 des ersten Porenloops fur die charakteristische
Aktivierungskinetik von Tok1p notwendig ist. Auch die Stromspuren der
Tok1p(L290Y/Y424L) Mutante zeigen eine viel schnellere Aktivierung und zusatzlich
einen geringeren Gleichgewichtsstrom als der Wildtypkanal. Da bei dieser Mutante
nur die Reihenfolge der Anordnung in den Signaturmotiven von GLGD-GYGD zu
GYGD-GLGD geandert wurde, waren hier die gleichen Interaktionen zwischen D und
Y wie beim Wildtypkanal moglich. Die Aktivierungskinetik der (L290Y/Y424L) Mutante
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weicht jedoch stark vom Wildtypkanal ab, so dass im Falle vom Tok1p-Kanal nicht
ausschlieBlich die Interaktionen zwischen D und Y zweier benachbarter
Kanaluntereinheiten zur veranderten Kinetik beitragen konnen. Um die veranderte
Aktivierungskinetik der LYYL-Mutante erklaren zu kénnen, mussen wohl eher
Interaktionen zwischen den Leucinseitenketten, beziehungsweise den
Tyrosinseitenketten mit anderen benachbarten Aminosauren in Betracht gezogen

werden.

Ohne Kenntnisse der zugrundeliegenden strukturellen Voraussetzungen im
Selektivitatsfilter des Tok1p-Kanals und der daraus resultierenden moglichen
Interaktionen kann zum jetzigen Zeitpunkt allerdings keine nahere Aussage getroffen
werden, warum der Austausch von Leucin zu Tyrosin im ersten Porenloop zu einer

schnelleren Kanalaktivierung fuhrt.

4.5 Der externe Ring negativ geladener Aspartatseitenketten

moduliert Gating und Permeation von Tok1p.

Die elektrophysiologischen Ganzzellableitungen der beiden D—N-Mutanten zeigen
deutlich, dass Mutationen im negativ geladenen Ring der Asparaginsaure-
seitenketten zu starken Veranderungen in der Kinetik von Tok1p fuhren.

Am auffalligsten waren die Ergebnisse der Analyse des Peak-Stroms in Abhangigkeit
von der externen Kaliumkonzentration (Abb.3.18).

Bei komplett vorhandenem Ring negativ geladener Aspartatseitenketten (Wildtyp und
D292E-Mutante) waren die Kaliumauswartsstrome umgekehrt proportional zur
externen Kaliumkonzentration. Nach Entfernung von zwei Asparaginsauren an der
auleren Porenoffnung (D292N und D426N-Mutanten) waren die Kaliumauswarts-
strome jedoch direkt proportional zur extrazellularen Kaliumkonzentration (Abb.
3.18).

Die umgekehrt proportionale Abhangigkeit der Auswartsstrome beim Wildtypkanal
und der D292E-Mutante (groRere Strome bei geringerer externer
Kaliumkonzentration) kann folgendermal3en erklart werden.

Eine Erhohung der externen Kaliumkonzentration resultiert, durch Erniedrigung des
nach aufl’en gerichteten Konzentrationsgradienten, in einer Abnahme der Triebkraft
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fur den Kaliumexport und somit auch in geringeren Stromen. Zusatzlich war sowohl
beim Wildtypkanal Tok1p, als auch bei der D292E-Mutante eine deutliche
Kaliumabhangigkeit der Aktivierungszeiten zu beobachten. Die Aktivierungszeiten
zeigten in beiden Fallen eine lineare Kaliumabhangigkeit mit verlangsamter
Aktivierung, bei Erhohung der externen Kaliumkonzentration. Dies erniedrigt
zusatzlich die Offenwahrscheinlichkeit bei hoherer externer Kaliumkonzentration,

was ebenfalls zu einer Abnahme des Auswartsstroms fiihren wirde.

Anders verhalt sich die Sache bei den beiden Mutanten D292N und D426N. Zwar
wird auch hier die Triebkraft fur den Kaliumexport durch Erhdhung der externen
Kaliumkonzentration verringert, dennoch war eine Erhdhung der Auswartsstrome zu
beobachten. Diese Erhdhung der Auswartsstrome muss demnach ihren Grund in
einer Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit oder in einem Anstieg der Zahl
aktivierbarer Kanale haben. Die Zeitkonstanten fur die Aktivierung zeigten nur eine
sehr geringe Abhangigkeit von der externen Kaliumkonzentration, wahrend die
Inaktivierung mit steigender Kaliumkonzentration langsamer wurde. Dies hatte eine
Erhohung der Offenwahrscheinlichkeit und somit einen Anstieg des Auswartsstromes
zur Folge. Die kaliumabhangige schnelle Inaktivierung wurde darauf hindeuten, dass
eine groRe Anzahl an Kanalproteinen bei geringen externen Kaliumkonzentrationen
in einem inaktiven, nicht leitenden Zustand vorliegen. Ein solcher kaliumabhangiger
nicht leitender Zustand konnte in Form eines Porenkollapses, wie er fur den KcsA-
Kanal beschrieben wurde, vorliegen (Zhou, 2001; MacKinnon 2003).

Wenn man die Informationen Uber die strukturellen Anderungen in der Filterregion

des KcsA-Kanals bei niedrigen externen Kaliumkonzentrationen auf den Tok1p-
Kanal Ubertragt, konnte man folgendes Modell postulieren.
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Abbildung 4.2 ,Kaliumabhangiges Filter-Stabilisierungs-Modell* fir Tok1p. Selektivitatsfilter
des Tok1p-Kanals bei 150mM und 15mM externem Kalium: gelb dargestellt ist das
Peptidgrundgeriist in der Filterregion. Zur besseren Ubersicht sind nur die beiden zur
Filterregion beitragenden 2.Porenloops (GYGD) der Tok1p-Dimere zu sehen. Rot
hervorgehoben sind die fir die K'-Koordinierung wichtigen Carbonyl-Sauerstoffatome, bzw.
die Seitenketten-Sauerstoffatome der Asparaginsaure (D) am duReren Porenbereich und die
Seitenketten-Sauerstoffatome des Treonins (T) am Ende des Selektivitatsfilters (alle anderen
Seitenketten wurden zur besseren Ubersichtlichkeit weggelassen). Blau hervorgehoben sind
die Peptidbindungen im Proteingrundgertst. Der EinfluR der negativ geladenen
Aspartatseitenketten auf die Kaliumakkumulation ist durch einen rot-gestrichelten Kreis und
rote Pfeile dargestellt. Die Zahlen 1-4 geben die Positionen der maoglichen
Kaliumbindestellen an. Weiteres siehe Text.

Bei 150mM Kalium im Auflenmedium sind alle vier moglichen ,Kalium-Bindestellen®
in der Filterregion des Tok1p-Kanals besetzt und der Kanal hat seine volle
Leitfahigkeit. Entsprechend sind nach Aktivierung der Kanale durch einen positiven
Spannungssprung grof3e Strome und keine, oder nur eine schwache und langsame

Inaktivierung zu beobachten.

Bei Absenkung der extrazellularen Kaliumkonzentration wurde sich die
Wahrscheinlichkeit erhdhen, dass es aufgrund fehlender Besetzung der aullersten
Kaliumbindestelle (1) zu einer Konformationsanderung in der Filterstruktur des
Kanals kommt und die Pore daraufhin kollabiert. Die negativen Aspartatseitenketten
tragen jedoch zu einer Erhohung der lokalen Kaliumkonzentration im auf3eren

Porenbereich bei, so dass trotz geringer Kaliumkonzentration im Medium die lokale
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Kaliumkonzentration hoch genug ist, um die Struktur der Pore zu stabilisieren. Wird
nun eine positive Membranspannung angelegt, so sind relativ viele Kanale
aktivierbar (K*-Bindeposition 1 besetzt) und es ist ein groBer Auswartsstrom zu
beobachten. Die positive Membranspannung wirkt nun der elektrostatischen Wirkung
der negativen Seitenketten entgegen, die lokale extrazellulare Kaliumkonzentration
wird leicht erniedrigt und ein Teil der Poren kollabiert. Dies ist in der spontanen
Inaktivierung der Auswartsstrome zu sehen. Die Dissoziation der Kaliumionen von
der Kaliumbindestelle (1) bestimmt nun die Kinetik der Inaktivierung. Diese
Dissoziation ist um so schneller, je geringer die lokale externe Kaliumkonzentration
ist. Gleichzeitig wird das Gleichgewicht von Dissoziation/Bindung mit abnehmender
Kaliumkonzentration in Richtung Dissoziation verschoben. Dies erklart die schneller
werdende und starker ausgepragte Inaktivierung mit sinkender externer

Kaliumkonzentration.

Bei den Mutanten D292N (und D426N) ist die Anzahl der negativen Ladungen durch
die Carboxylgruppen der Asparaginsauren reduziert, weshalb die lokale,
elektrostatische Akkumulation von Kalium im auf3eren Porenbereich weit geringer ist
als beim Wildtypkanal Tok1p. Dies hat zur Folge, dass die Inaktivierung bei der
D292N-Mutante bei 150mM externem Kalium und einer Membranspannung von
+100mV etwa 15 mal so schnell ist wie die Inaktivierung des Wildtypkanals Tok1p
unter vergleichbaren Bedingungen. Ein weiteres Absenken der externen
Kaliumkonzentration beschleunigt die Inaktivierung, so dass die Aktivierung der
Kanale durch die schnelle Inaktivierung immer starker Uberlagert wird und die
Stromamplitude, wie in Abbildung 3.12 zu sehen ist, trotz erhohter Triebkraft

abnimmt.

In diesem Grenzbereich zeigt sich auch eine Abhangigkeit der Peak-Strome von der
angelegten Haltespannung. Durch Anlegen einer negativen Haltespannung an die
Membran, kann die lokale Kaliumkonzentration auch an der auf3eren Porenregion
des mutierten Kanalproteins D292N erhoht werden und damit die Anzahl der Kanale,
die sich im aktivierbaren Zustand befinden (Abb.3.12).

Mit dem oben beschriebenen Modell, das auch in dem kinetischen 3-Zustandsmodell
wiedergegeben ist, kann somit sowohl die Abhangigkeit des Peak-Stroms von der
externen Kaliumkonmzentration (Abb.3.17), als auch die Abhangigkeit von der
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angelegten Haltespannung (Abb.3.13) der D292N-Mutante recht gut beschrieben

werden.
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Abbildung 4.3. ,Kaliumabhéangiges Filter-Stabilisierungs-Modell* fir D292N. Selektivitats-
filter des Tok1p und des mutierten Tok1p(D292N)-Kanals bei 150mM und 15mM externem
Kalium: gelb dargestellt ist das Peptidgrundgerist in der Filterregion. Zur besseren Ubersicht
sind nur die beiden zur Filterregion beitragenden 2.Porenloops (GYGD) der Tok1p-Dimere
zu sehen. Rot hervorgehoben sind die fur die K'-Koordinierung wichtigen Carbonyl-
Sauerstoffatome, bzw. die Seitenketten-Sauerstoffatome der Asparaginsdure (D) am
auflleren Porenbereich und die Seitenketten-Sauerstoffatome des Treonins (T) am Ende des
Selektivitatsfilters (alle anderen Seitenketten wurden zur besseren Ubersichtlichkeit
weggelassen). Blau hervorgehoben sind die Peptidbindungen im Proteingrundgertst. Der
EinfluR der negativ geladenen Aspartatseitenketten (Tok1p) bzw. der héheren extrazelluldren
Kaliumkonzentration und der Haltespannung von -80mV (D292N) auf die
Kaliumakkumulation ist durch rote Pfeile dargestellt. Der blau gestrichelte Kreis symbolisiert
den auftretenden Porenkollaps an Position 1 des Filters. Die Zahlen 1+4 geben die
Positionen der mdglichen Kaliumbindestellen an. Weiteres siehe Text.

Unsere Beobachtungen, dass der Ring negativ geladener Asparaginsauren die
Kaliumleitfahigkeit und das Gating des Tok1p-Kanals moduliert steht im Einklang mit
den von Haug et al. (2004) veroffentlichten Daten. Haug et al. stellten fest, dass der
negativ geladenen Asparaginsaure an Position 292 in der a-Untereinheit des
menschlichen hSlo-Kanals eine wichtige Rolle bei der Kaliumleitfahigkeit, der
Kanaloffnung und dem Ladungstransport zukommt. Die reduzierte Kanalleitfahigkeit
der Mutante hSlo(D292N) fuhren sie darauf zuruck, dass die negativ geladenen
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Aspartatseitenketten D292 mit zur Kanalleitfahigkeit beitragen, indem sie die

Kaliumakkumulation im aufReren Porenbereich fordern.

Ein weiteres Beispiel um den starken Einfluss negativ geladener
Aspartatseitenketten am aufReren Porenrand eines Kanals aufzuzeigen ist der
humane ether-a-go-go-related-Kanal (Herg). Bei heterologer Expression des Herg-
Kanals in Xenopus-Oozyten zeigt er auf eine Depolarisation hin Auswartsstrome.
Diese Auswartsstrome weisen eine sehr schnelle Inaktivierung auf, die nicht auf eine
N-Typ-Inaktivierung zuruckgeht, da eine Deletion des N-Terminus keine
Auswirkungen auf die Inaktivierung hat (Spector et al.,1996). Untersuchungen von
Smith et al. (1996) zeigten, dass die Inaktivierung des Herg-Kanals eher der von
Shaker-Kanalen bekannten C-Typ-Inaktivierung entspricht, jedoch sehr viel schneller

verlauft.

Lees-Miller et al. (1999) konnten zeigen, dass die Mutation N629D im Signaturmotiv
GFGN des Herg-Kanals zu sehr schnell aktivierenden jedoch nicht mehr
inaktivierenden Kanalproteinen fuhrt. Damit konnte gezeigt werden, dass durch
Einfuhren von vier negativen Aspartatseitenketten am auferen Porenbereich aus
einem schnell inaktivierenden Herg-Kanal (4N) ein nicht mehr inaktivierender Herg-

Kanal (4D) gemacht werden kann.

Ohne konkrete Strukturdaten des funktionalen Tok1p-Kanals kdnnen die erhaltenen
Ergebnisse nur basierend auf den Strukturdaten des KcsA-Kanals diskutiert werden.
Anhand der bisherigen Daten ist es ist nicht moglich eine endgultige Aussage
daruber zu treffen, ob der negative Oberflachen-Ladungs-Effekt der Asparaginsauren
und die daraus resultierende Kaliumakkumulation in allen Einzelheiten durch das
KcsA-Strukturmodell erklarbar sind. Dazu sind Strukturdaten des Tok1p-Kanals

unerlasslich.

Schon in den durchgefuhrten Wachstumsexperimenten waren starke Unterschiede
im Wachstumsverhalten der beiden D—N-Mutanten erkennbar. Dies war ein erster
Hinweis, dass die beiden Asparaginsauren D292 und D426 im Kanalprotein Tok1p
unterschiedlich zur Kanalfunktion beitragen (Abb.3.4, Abb.3.5).
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Auch in den elektrophysiologischen Ganzzellableitungen der beiden D—N-Mutanten
fiel auf, dass der Austausch der Asparaginsaure an Position 292 im ersten Porenloop
zu einer viel starkeren Inaktivierung in den Gleichgewichtsstromen fuhrt als bei der
Mutante D426N im zweiten Porenloop.

Diese Abweichungen in der Inaktivierung lassen sich durch das ,Kaliumabhangige-
Filter-Stabilisierungs-Modell“ des KcsA-Kanals nicht ohne weiteres erklaren. Auch die
Tatsache, dass bei der Mutante D292N sowohl die Spannungsabhangigkeit, als auch
die Kaliumabhangigkeit der Aktivierungszeitkonstante stark reduziert wird, wahrend
es bei der Mutante D426N nur zur Reduktion der Kaliumabhangigkeit kommt, ist mit
dem KcsA-Modell nicht zu erklaren. Sicher ist jedoch, dass sich die in dieser Arbeit
durchgefuhrte D—N-Mutation im ersten Porenloop (D292N) starker auf die
Kanalfunktion auswirkte als die D—N-Mutation (D426N) im zweiten Porenloop.

Auch bei den L—Y-Mutanten fuhrte eine Mutation im Selektivitatsfilter der ersten
Porenregion zu starkeren Auswirkungen auf die Kanalfunktion. Der Austausch des
Leucins im GLGD-Motiv des ersten Porenloops gegen ein Tyrosin fuhrte zu einer
schnelleren Aktivierung des Tok1p-Kanals, wahrend der Austausch des Tyrosins im
GYGD-Motiv des zweiten Porenloops zu Leucin, keine Auswirkungen auf das
Kanalprotein Tok1p zeigte (Abb.3.28). Diese Ergebnisse deuten auf einen
unterschiedlichen Beitrag der beiden Porenloops zur Bildung der Pore hin. Um
diesen unterschiedlichen Beitrag der Porenloops an der Porenbildung
veranschaulichen zu konnen, ist es hilfreich sich die mogliche Struktur des Tok1p-
Kanaldimers anzuschauen. Da dieses Strukturmodell jedoch mit Hilfe des
Programms EsyPred3D (Lambert, C., 2002) basierend auf den Strukturdaten des
KcsA-Kanals erstellt wurde, ist es nur als eine erste Naherung fur die Tok1p-Struktur
zu sehen.

Schon aufgrund der Abweichungen in der Aminosaurestruktur muss man beim
Tok1p-Kanal eher von einer zweifachen Symmetrie in der Filterregion ausgehen als
von einer vierfachen, wie sie in der Filterregion des KcsA-Kanals vorliegt (Abb.4.3).
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Abbildung 4.3 Aufsicht auf ein mégliches Strukturmodell von Tok1p. Dargestellt sind die
Transmembrandomanen TM5-TM8 der beiden kanalbildenden Untereinheiten von Tok1p.
Die Carbonyl-Sauerstoffatome des Peptidgrundgeristes, die Carboxyl-Sauerstoffatome der
Aspartatseitenkette (D) und das Sauerstoffatom der Tyrosinseitenkette sind rot
hervorgehoben. Erkennbar ist eine zweifache Symmetrie (Achse von rechts oben nach links
unten) des Tok1p-Kanalproteins.

Aufgrund der erhaltenen elektrophysiologischen Daten fur die L—Y-Mutanten und fur
die D—N-Mutanten ist es durchaus vorstellbar, dass die zweifache Symmetrie in der
Tok1p Filterregion fur die Aufrechterhaltung der Filterstruktur ideal ist. Die
Abweichung vom GYGD-Motiv im 1. Porenloop (L anstelle von Y) konnte im Tok1p-
Kanal somit die Voraussetzung fur die Bildung eines stabilen Offenzustands des
Kanals darstellen. Diese Annahme kann durch die These von Chapman et al. (2001)
gestutzt werden, dass das Muster der Sequenzvariationen in den Signaturmotiven
GYGX-GXGD der 2P-Kanale von physiologischer Signifikanz ist.

4.6 Die Messungen der D—N-Mutanten lassen sich durch ein

kinetisches 3-Zustandsmodell beschreiben

Die Eigenschaften von Tok1p und einiger Mutanten konnten mit einem seriellen 3-
Zustandsmodell gut beschrieben werden. Das Modell sieht zwei nicht leitende (c und
i) und einen zentralen leitenden Zustand (o) vor, wobei die Ubergénge ke und Koc
spannungsabhangig und die Ubergdnge ke und ko kaliumabhéngig sind. Die
kaliumabhangigen Ubergénge sind dabei umgekehrt proportional zur extrazellularen
Kaliumkonzentration. Die Beobachtung, dass die Aktivierung von Tok1p mit positiver
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werdender Membranspannung und die Deaktivierung mit negativer werdender
Membranspannung schneller wird, fuhrt zur EinfUhrung der Spannungsabhangigkeit
bei keo und koc. Neben der Spannungsabhangigkeit zeigte sich eine Abhangigkeit der
gemessenen Auswartsstrome von der extrazellularen Kaliumkonzentration.
Erniedrigung der externen Kaliumkonzentration fuhrte zu einem schnelleren Anstieg
des Stromes und zu einer Erhéhung der Stromamplitude (sowohl des Peak-Stroms
als auch des Gleichgewichtsstroms). Einhergehend mit der schnelleren Aktivierung
war eine auftretende Inaktivierung. Die Inaktivierung erfordert die EinfuUhrung eines
dritten Zustandes (i) mit den Ubergangen ko und ki, wobei ko von der externen
Kaliumkonzentration abhangt. Da mit geringer werdender externer
Kaliumkonzentration die Inaktivierung ausgepragter und schneller wird, muss die
Kaliumabhangigkeit in ko; mit [K*]" eingehen. Prinzipiell kénnte das Auftreten der
Inaktivierung mit Erniedrigung der externen Kaliumkonzentration auch die schneller
werdende Aktivierung erklaren, nicht jedoch den gleichzeitig zu beobachtenden
Anstieg in der Stromamplitude. Dies erfordert die EinfUhrung der Kaliumabhangigkeit
mit [K*]" auch in ke. Mit diesem seriellen 3-Zustandsmodell konnten nun sowohl die
Eigenschaften von Tok1p, als auch der Mutanten D292N (und D426N) gut

beschrieben werden.

Dies sind i) langsame Aktivierung und schwache Inaktivierung beim Wildtyp, schnelle
Aktivierung , schnelle und fast vollstandige Inaktivierung bei der D292N-Mutante, ii)
umgekehrt proportionale Abhangigkeit der Stromamplitude von der externen
Kaliumkonzentration im Wildtyp und direkt proportionale Abhangigkeit in der D292N-
Mutante, iii) Abhangigkeit der Stromamplitude von der Haltespannung in der D292N-
Mutante und fehlende Abhangigkeit von der Haltespannung im Wildtypkanal Tok1p.
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5. Zusammenfassung

* Im spannungsabhangigen 2-P-Kaliumkanal Tok1p von Hefe ist weder der N-
Terminus noch der C-Terminus malfigeblich an der Kanalassemblierung
beteiligt. Dies konnte Anhand elektrophysiologischer Ganzzellableitungen an
N-terminalen- und C-terminalen Deletionsmutanten von Tok1p festgestellt
werden.

* Die Deletion des C-Terminus fuhrt zu einem Verlust der
Spannungsabhangigkeit, zu einer Verschiebung der IV-Kurve und zu einer
veranderten Deaktivierungskinetik. In dieser Arbeit duchgefuhrte
elektrophysiologische Untersuchungen weisen auf eine Beteiligung des C-
Terminus an der Spannungsregulation des Tok1p-Kanals hin.

* Die Anordnung der beiden Porenloops GLGD vor GYGD ist fur das
Kanalgating von Tok1p wichtig. Durch Mutation des Leucins bzw. Tyrosins im
GLGD bzw. GYGD-Motivs des Selektivitatsfilters konnten funktionale
Kanalproteine generiert werden.

* Der externe Ring negativ geladener Aspartatseitenketten moduliert Gating und
Permeation von Tok1p. In den Ganzzellableitungen der D292N-Mutante war
eine sehr schnelle, fast vollstandige Inaktivierung der Kanalproteine zu
erkennen. Diese Inaktivierung trat bei der Mutante D426N in abgeschwachter
Form auf. Die Entfernung zweier negativ geladener Aspartatseitenketten
fuhrte bei der Mutation im 1. Porenloop zum Verlust der Kaliumabhangigkeit
und der Spannungsabhangigkeit in der Aktivierung. Bei der D426N-Mutante
im 2. Porenloop war nur ein Verlust der Kaliumabhangigkeit in der Aktivierung
zu beobachten.

* Anhand der durchgefuhrten elektrophysiologischen Untersuchungen an den
Aminosaure-Austauschmutanten lasst sich die Aussage treffen, dass eine
Mutation im 1. Porenloop mit einer starkeren Abweichung von der
Charakterisitik des Wildtypkanals verbunden war, als das bei Mutationen im 2.
Porenloop der Fall war. Dies deutet darauf hin, dass die Aminosauresequenz
des GLGD-Motivs im 1.Porenloop die Voraussetzung fur die Bildung eines
stabilen Offenzustands des Tok1p-Kanals darstellt.

* Die Messungen des Wildtypkanals Tok1p und der D—N-Mutanten lassen sich

durch ein kinetisches 3-Zustandsmodell beschreiben, wobei die veranderte
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Kinetik und Kaliumabhangigkeit durch veranderte lokale Kalium-

konzentrationen erklart werden konnen.
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7. Anhang

7.1 DNA-Sequenz von TOK1 (YJL093C)

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601

ATGACAAGGT
TATGGCGACA
CAAACAACAC
GATGCATTGC
TTCTTCAACA
TGATTACTGC
GTAGTTGAAA
ACGAAGCAAT
ATCCTCCTGG
ACGTCAAATA
TAAATCTCAG
TTTTGGTGGA
AGTAAGACTA
GGTATGCACC
AATATCCTCC
TACACTGTAC
CGGTTTATTG
CATTATTAAC
AAAATCATGG
AATAGTGTTT
TCTTTTTCCA
ATGGATAGTA
GTGTATCCGA
TGACTATTGC
AAATTCGCAG
GTGCTTATTA
GCCGTGCTTT
GCTATCCTAT
GGATATTAAG
TTAATGGGCG
TTCGAAGAAT
CTCACAATCC
ATGATTCTGG

TCATGAACAG
GTGGAGCAAG
ACCGAAGCAA
GGTTCCGGGA
CTGTTCGTCT
CTGCTTGGGT
AATGGAGATC
GACACCGATG
TATTTTTGCC
TTATACTAAT
TTAATAAATA
CGTGATTGTA
TCGGATTTTG
ATTATTTTAA
AACGTTCAAC
TATTGTCTTT
CACATCACTT
CGTGGGACTA
TTTTAATCTT
ATGACAAGAT
CAGAGTTGAA
GTAAAAATTT
CAAACGGCCT
AATTTTCATG
AAAATTGGTC
ACCATTGGAT
TTTTGTGATT
CTACAGTCGG
ATCGGTGAAT
TCAAAGAGCA
CTGACACAGC
AGTCAAATTT
AGTGACATCC

CTTTGCCAAA
AGAGCTCAGC
GCTAAGGGTG
CGAAAGAGTT
TTTGGTTTGT
CCCGTAGCTA
CTTAAAGAAC
TTTTGATGAA
GTTAATATCA
GCTACATTTC
TAACAGGATG
TGCTCCTTGA
GTTTGCCTGT
CAATACATTT
CTTTTGCCCA
ATGGTTGATT
ACGGAAATGC
GGTGACATCC
TTCGCTATCT
CCATCATTCA
AAAGGCAGGT
ATCTGAAAGG
CAAGGAAGCA
GCTTTTTGGT
GTACTTCAAT
ACGGAGACTA
TGGGCGTTGG
TGATCTGTTG
CATTCAATAA
CTTTCCTTTA
TGATGGTGAT
CTGAATTCAA
CCTCCTGCAA

CAAACGCTGG
TCAGGCTGTT
TTCTTGCAGA
AGTATTATTA
GGTTTCATGC
ACACTATCTC
AACTCCGTGG
TCAAGTAAAG
TCTCTTTGGT
AGTAAGAAGT
GACAATAGCT
ATGACATGCC
ATCAGTTCTG
TATTGGATAT
ATGAAAGAAG
TGGGGTGCGG
ATTATATTTC
TGCCCAAGTC
GGTGTTGTCT
AAAGTCCTCT
CCAAATCGTG
GAAGCGTTCG
GCATTGGTTT
TATTGGGAGC
TGTATTTACT
TGCTCCAAGG
GAGCCGTGCC
TTTGACATTT
TAAAGTCAAG
TGGTGAACAC
CTGGAAGAAA
CGATAATAAT
GCCTGCAAGA

GATATGGCAA
GATTCTCATT
GGAACTAAAG
ATGCAGAGCC
TATTTCCCTG
GATAGCCTGT
TGACAAATCC
ACAGTTTTTG
ACTGGGTTTT
TGACGTATCT
GGAGGGATGC
CAGCATCTAC
GTCTATATTT
AAATTAGGAA
TATCATGGCA
GTATGTTTAG
TGCACGGTAT
GGTTGGCGCC
TGATGGGTTT
GGCCCAATTT
GAAACATTAT
ACTTAATGAA
TCTTTGTCGG
TCTTGTATTC
TTTGTTTCTT
ACTGGTGCAG
ATTAATGGGG
CCACTTCTCT
TCCATCGTTT
TGGAGAAATT
ATACAACGAG
TCAGAAGAGA
ATCATTTTCT
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1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051

100

TCATTATCAA
TTCTTCTGCT
ACTTGCAAGA
GCGGATAAAG
ACTACATTTG
AATTTTGGAT
CATTTTGCTT
TCTAGTAGAA
TGGGTGAGCA

AAGCATCTAG
GAATATGCAC
GCTACTTAAA
ATTACACACT
AGGAACATTA
ATCACCTGAT
TTATGATGCT
GACGAAGAGC
TAGAAAGACA

CCCAGAGGGA
TACAGGACTC
GCCGTCAAAA
TAGTTTTTCC
CAGATATTGA
ACGCCCCTCA
TTTCAAGAAC
TTTATAAAGT
CTTTGA

ATACTTCCTC
GGGGACCTGT
AACTACATCG
GACTGGTCGT
GGAGTACACA
AGTTCCCGTT
ATAGAAGAAT
TATAAGCAAA

TAGAATATGT
AATTTAAGGA
GATATGTCTG
ACATTCATAA
CGCGGACCCG
AAATGAACCT
TAGTTGGTAA
AGAAAATTTT



Anhang

Aminosaure

3-Buchstaben-Code

1-Buchstaben-Code

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamat Glu E
Glutamin Gin Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I

Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val V
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Lebenslauf

1. Personalien
Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Staatsangehorigkeit:
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Anschrift:
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1973 - 1977
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4/1988 - 8/1988

9/1989 - 6/1992

10/1992 - 3/1996

4/1996 -  12/2001

3. Bisherige Tatigkeiten
8/1984 -  7/1985
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11/1985-  2/1986
3/1986 -  3/1987
9/1988 -  8/1989
8/1992 -  10/1992
1/2000 -  8/2001
1/2002 -  6/2002
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