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1. Einleitung

1. Einleitung

Die Zelle als kleinste lebende Einheit ist von einer Plasmamembran umgeben,
die den Extra- vom Intrazellularraum trennt. Durch ihre Hydrophobizitat stellt
sie eine kaum Uberwindbare Barriere fur hydrophile Molekile und lonen dar.
Nur sehr kleine Molekile, wie Gase und gréRRere lipidldsliche Stoffe, sind in der
Lage die Plasmamembran mittels Diffusion zu tberwinden. Neben Lipiden
enthélt die Membran auch Proteine. Diese sorgen als integrale Proteine, die
sich durch die gesamte Membran spannen, fir die Kommunikation zwischen
Intra- und Extrazellularraum. Zu dieser Art Transportproteine zahlen z. B.

lonenpumpen, Carrierproteine und lonenkanale (Klinke, 2009).

1.1 Kaliumkanale

Kaliumkanale ermdglichen den spezifischen Durchtritt von K*-lonen durch die
Plasmamembran und stellen die haufigste und heterogenste Gruppe aller
bekannten lonenkanéle dar. Sie werden sowohl in erregbaren als auch in nicht
erregbaren Zellen exprimiert. Unter physiologischen Bedingungen ist die
intrazellulare Kaliumionenkonzentration um das 40-fache hoher als die
extrazellulare. Das Ruhemembranpotential ist dabei im Wesentlichen vom
transmembranalen K*-Konzentrationsgradienten abhangig. Kaliumkanéalen
kommen vielféaltige Aufgaben zu: Sie sind z. B. beteiligt an der Regulation der
neuronalen und muskularen Erregbarkeit, der Ausschittung von
Neurotransmittern und Hormonen, der Regulation des Zellvolumens sowie der
Regulation der Kaliumhomoostase, um nur die Wichtigsten zu nennen (Lesage
& Lazdunski, 2000). Ein funktioneller Kaliumkanal kann sich aus mehreren
gleichen oder verschiedenen a-Untereinheiten formieren, wobei je nach
Zusammensetzung homo- oder heterooligomere Kaliumkanéle entstehen.
Abhéngig von der Gruppenzugehorigkeit des Kaliumkanals ist dieser aus zwei
oder vier a-Untereinheiten aufgebaut. Bisher wurden drei grof3e Gruppen von
Kaliumkanalen klassifiziert, deren a-Untereinheiten sich in der Anzahl ihrer
Transmembrandomanen (TM) unterscheiden (Choe, 2002).
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Die a-Untereinheiten der spannungs- und ligandengesteuerten Kaliumkanéle
(Kv; Abb. 1.1, a) haben typischerweise sechs TM (S1-S6) und eine
porenbildende Region (P). a-Untereinheiten der einwartsgleichrichtenden
Kaliumkanale (Kir; Abb. 1.1, b) haben hingegen typischerweise nur zwei TM
und eine P. Funktionelle Kv- und Kir-Kanadle sind jeweils aus vier
a-Untereinheiten aufgebaut, wobei sich die fir Kaliumionen selektive Pore aus
den vier porenbildenden Regionen formiert (Doyle et al., 1998). Weitere
Proteine koénnen mit den a-Untereinheiten assoziiert sein, die dann
akzessorische oder [(-Untereinheiten genannt werden und die

Kaliumkanaleigenschaften maf3geblich verandern kdnnen.

= / COOH ’ COOH — .: OOH

Abb.1.1 Ubersicht tiber die drei Hauptklassen der Kaliumkanéle.

a Membrantopologie einer a-Untereinheit eines spannungs- und ligandengesteuerten Kanals (Kv). S1-S6
zeigt die Position der Transmembrandoméanen und P die Lage der Porenregion.

b Membrantopologie der a-Untereinheit eines einwartsgleichrichtenden Kaliumkanals (Kir). M1-M2 zeigt
die Position der Transmembrandomé&nen und P die Lage der Porenregion.

¢ Membrantopologie der a-Untereinheit eines Kzp-Kanals. M1-M4 zeigt die Position der Transmembran-
doméanen und P1 und P2 die Lage der Porenregionen.

Bei allen hier dargestellten Kaliumkanalen sind die Aminotermini und der Carboxytermini intrazellular
lokalisiert.

[aus (Goldstein, Bockenhauer, O'Kelly, & Zilberberg, 2001)]

1.2 Zwei-Poren-Doméanen Kaliumkanale (Kzp)

Die a-Untereinheiten der Kzp-Kanéle sind durch ihren Aufbau aus vier TM,
zwei porenbildenden Doménen, einem Verbindungsstick zwischen zweiter
und dritter TM, sowie durch einen zytosolisch lokalisierten Amino- und
Carboxyterminus gekennzeichnet (Abb. 1.1, c). Der im Zytosol lokalisierte
carboxyterminale Bereich ist langer als der aminoterminale Bereich und besitzt
verschiedene Bindungsstellen fur Interaktionspartner. Des Weiteren finden

sich im carboxyterminalen Bereich der a-Untereinheiten Sequenzmotive fur
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posttranslationale Modifikationen wie z. B. Phosphorylierung, durch die die
Funktion eines Kgp-Kanals reguliert werden kann und damit auch seine
Wirkung auf die Physiologie einer Zelle (Patel & Honore, 2001; Rajan et al.,
2002). Um einen funktionsfahigen Kanal zu bilden, lagern sich zwei
a-Untereinheiten zusammen. Im Unterschied zu den Kv- und Kir-Kanalen
liegen die Kyp-Kanéle als Dimere vor. Die beiden porenbildenden Doménen
sind aus kurzen Aminosauresequenzen aufgebaut. Sie senken sich in die
Membran ein, jedoch ohne sie zu durchqueren. Hier ist der Selektivitatsfilter
fur Kaliumionen mit der Aminosauresequenz G-[Y/F/L]-G lokalisiert (Doyle et
al., 1998).

Die Gruppe der Kyp-Kanéle ist die jingste der bisher erforschten Kaliumkanéle
der Saugetiere. Nach ersten Entdeckungen von Kyp-Kanalen in der Hefe und
in der Fruchtfliege, wurden sie in Saugetieren erstmals von der Gruppe um
Michel Lazdunski im Jahre 1996 beschrieben (Fink et al., 1996). Bis zum
heutigen Zeitpunkt wurden 15 Kjp-Kanale kloniert. Diese werden nach ihren
funktionellen und strukturellen Eigenschaften wiederum in sechs Untergruppen
eingeteilt (siehe Abb.1.2). In der porenbildenden Region besteht die grofdte
strukturelle Homologie zwischen den einzelnen Unterfamilien. Die erste
Untergruppe wird von den mechanosensitiven Kzp-Kanalen TRAAK, TREK-1
und TREK-2 (TREK-Familie) gebildet. Die zweite Gruppe, gebildet durch
TALK-1, TALK-2 und TASK-2, zeichnet sich durch ihre Aktivitat bei
alkalischem pH-Wert aus (TALK-Familie). TRESK-1 bildet als einziger Kanal
die Gruppe drei und ist durch Calciumionen aktivierbar. TWIK-1, TWIK-2 und
KCNK-7 bilden als schwache Einwartsgleichrichter die vierte Gruppe. Die
finfte Gruppe besteht aus den sduresensitiven Kanadlen TASK-1, TASK-3 und
TASK-5, wobei TASK-5 bisher nicht funktionell exprimiert werden konnte.
THIK-1 und THIK-2 bilden die letzte Untergruppe und werden typischerweise
durch Halothan, einen halogenierten Kohlenwasserstoff, der auch als

Inhalationsanasthetikum verwendet wird, inhibiert (Medhurst et al., 2001).
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Kyp4.1 [KCNK4, 11q13]

[ K10.1[KCNK10, 14g31]| TREK-2 Arachidonsé&ure und
L K,p2.1 [KCNK2, 1941]["TRER

I Kop17.1 [KCNK17, 6p21]| TaLK-2 |

Aktivierung bei
L—— K,,16.1 [KCNK16, 6p21]| TALK-1 g b
K,p5.1 [KCNKS, 6p21] [ TASK-2
K,518.1 [KCNK18, 10926]| TRESK-1 Aktivierung

durch Calcium
— K,26.1 [KCNKS, 19913.1]| TWIK-2

Kyp?.1 [KCNK7, 11913 - e
[ 20l 11K a13]| KCNK-7 Einwartsgleichrichter
Kyp1.1 [KCNK1, 1g42]| TWIK-1 B

K,-9.1 [KCNK9, 8q24]
4I:LK2,,3_1 [KCNK3, 2¢23] | Inhibition durch Saure |
K,p15.1 [KCNK15, 20q12]
[ K,p13.1 [KCNK13, 14q24]

Kpp12.1 [KCNK12, 2022 Trik2

| Inhibition durch Halothan |

Abb. 1.2 Phylogenetischer Stammbaum der humanen Kzp-Kanéle.

Dargestellt sind die Nomenklatur, chromosomale Lokalisation und funktionellen Charakteristika der Kzp-
Kanale. Aufgrund ihrer strukturellen und funktionellen Eigenschaften lassen sich die Kzp-Kanéle in sechs
Untergruppen einteilen. [modifiziert nach (Honore, 2007)]

Die Kyp-Kanéle sind in nahezu allen Geweben sowohl in erregbaren als auch
in nicht erregbaren Zellen exprimiert und kdnnen in bestimmten
Kombinationen funktionelle Kaliumkanale bilden (Lesage, 2003). Alle oben
genannten Mitglieder der Kyp-Kanéle werden haufig als sogenannte Leck- oder
Hintergrundkanale bezeichnet, die sich wie kaliumselektive Locher in einem
elektrischen Feld verhalten. Die von ihnen produzierten Stréme sind zeit- und
spannungsunabhangig, nicht durch die Ublichen Kaliumkanalblocker
blockierbar und bei allen Membranpotentialen aktiv. Bei einer physiologischen
Kaliumionenkonzentration (intrazellular hohe K*-Konzentration, extrazellular
geringe K'-Konzentration) ist ein stark nach auRen rektifizierender Strom
messbar (Lesage & Lazdunski, 2000). Der K,p-Kanal TREK-1 ist jedoch nicht
stets offen, sondern durch diverse physikalische und chemische Stimuli sehr
genau in seiner Aktivitat reguliert. Temperatur, mechanische Dehnung,
pH-Wert, Neurotransmitter sowie Sauerstoffpartialdruck sind dabei mogliche
Reize fur den Kanal (Fink et al., 1996; Honore, Maingret, Lazdunski, & Patel,
2002). Im aktiven Zustand des TREK-1 wird das Ruhemembranpotential und

somit die gesamte Zelle durch Ausstrom von K*-lonen stabilisiert.
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1.3 TREK-1

TREK-1 (TWIK-related K*-Channel-1) als Mitglied der ersten Untergruppe der
Kop-Kanale (mechanosensitiv) ist der bisher am besten untersuchte Kanal aus
der Gruppe der Kyp-Kanéle. Er zeichnet sich durch eine Reihe von besonderen
Eigenschaften aus. Wahrend die anderen Kanéle dieser Gruppe (TRAAK und
TREK-2) keine Zeit- und Spannungsabhangigkeit zeigen, ist TREK-1 von
diesen beiden Faktoren bei Depolarisation beeinflussbar. Auf3erdem ist
anstelle einer linearen Strom-Spannungsbeziehung, wie sie durch die
Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung vorhergesagt wird, bei symmetrischen
Kaliumionenkonzentrationen eine starke  Auswarts-Gleichrichtung zu
beobachten. Die Hemmung des Einwartsstromes bei negativen
Membranpotentialen wird vermutlich durch einen externen Mg**-Block
verursacht. Zudem wird ein intrinsischer spannungsabhangiger Mechanismus
beschrieben (Bockenhauer, Zilberberg, & Goldstein, 2001). TREK-1 induziert
Hintergrundstrome, die die Erregbarkeit in der Zelle regulieren. Im Gehirn und
zentralen Nervensystem ist die Expression von TREK-1 besonders stark. Hier
wird er vor allem im Hippocampus, Hypothalamus, im prafrontalen Kortex,
Kleinhirn und im Bulbus olfactorius exprimiert. Er wird jedoch auch in
peripheren Geweben stark exprimiert. Dazu gehéren das Myometrium der
Gebarmutter, Eierstocke, Niere, Magen, Dunndarm, Herz und die
Skelettmuskulatur (Bai et al., 2005; Fink et al., 1996; Medhurst et al., 2001).
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung von TREK-1.

a Struktur einer a-Untereinheit von TREK-1. P1 und P2 zeigen die Porenregionen des Kanals.1-4
stellen die Transmembrandoméanen dar.

b Die dimere Struktur der beiden a-Untereinheiten eingebettet in die Plasmamembran.

¢ Strukturelle Regionen von TREK-1. Die Zahlen beschreiben die Positionen der Aminosauren und
damit die Langen der einzelnen kodierenden Abschnitte. M1-4 stellen die Transmembrandoménen dar.
[modifiziert nach (Honore, 2007) und (Kim, et al.,2010)]

1.3.1 Regulation von TREK-1

Auf den Kzp-Kanal TREK-1 wirkt permanent eine grof3e Anzahl an Reizen ein.
Dazu gehdren neben physikalischen und chemischen Reizen auch
pharmakologische Substanzen (siehe Abb.1.4). Zum Beispiel wird der Kanal
durch  Zunahme des Zellvolumens und der damit einhergehenden
Membrandehnung aktiviert. Im Gegensatz dazu fuhrt eine konkave
Verformung der Plasmamembran durch Flissigkeitsverlust zu einer Inhibition
des TREK-1 (Patel et al., 1998). Eine weitere Aktivierung des Kanals geht von
der Erniedrigung des intrazellularen pH-Wertes aus. Die intrazellulare Azidose
macht aus dem mechanosensitiven Kanal einen standig geoffneten Leck-
Kanal. Die Aminosédure Glutamat an Position 306 fungiert dabei als
Protonensensor. Eine Substitution der Aminoséure Glutamat 306 durch die
Aminosaure Alanin hebt die negative Ladung des Glutamatrests auf und
imitiert eine intrazellulare Azidose, die den TREK-1 in einen standig offenen

Kanal dberfuihrt (Honore et al., 2002). Auch Temperaturerh6hung steigert die
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Aktivitdt von TREK-1. Im Bereich zwischen 32 °C und 37 °C liegt seine
maximale Sensitivitdt. Die Stromamplitude erhdht sich in diesem Bereich
kontinuierlich pro Grad Celsius (Maingret et al., 2000).

In der Literatur wird die Sauerstoffsensitivitdt des TREK-1 unter hypoxischen
Bedingungen kontrovers diskutiert. In der Ratte konnte allerdings die
Expression des TREK-1 im Glomus caroticum, der zu den peripheren
Chemosensoren gehort und den Sauerstoff- und Kohlenstoffdioxid Partialdruck
sowie den pH-Wert des Blutes misst, nachgewiesen werden (Yamamoto &
Taniguchi, 2006). Hypoxie scheint einen inhibierenden Effekt auf den TREK-1
zu haben. Sicher nachgewiesen ist jedoch der neuroprotektive Effekt des
TREK-1 bei Ischamie im Gehirn und des damit einhergehenden
Sauerstoffmangels (Buckler & Honore, 2005; Caley, Gruss & Franks, 2005;
Franks & Honore, 2004; Miller, Kemp & Peers, 2005). Aul3erdem wird der
Kanal von unterschiedlichen Sauerstoffkonzentrationen beeinflusst. Wie
jungste Studien zeigen, soll TREK-1 in diesem Zusammenhang auch an der
Proliferation von Lungenepithel beteiligt sein. Der Einfluss von Hyperoxie auf
den Kanal kann jedoch noch immer nicht eindeutig bewiesen werden
(Schwingshackl et al., 2012).

Gesichert ist jedenfalls die Tatsache, dass diverse chemische Stimuli den
Kanal aktivieren. Dabei spielen Lipide (Phospholipide, ungesattigte Fettsauren
und extrazellulare Lysophospholipide), Stickstoffmonoxid (NO),
Kohlenstoffmonoxid (CO) sowie pharmakologische Substanzen (Halothan,
Isofluran, Diethylether, Chloroform, Antipsychotika wie Chlorpromazin,
selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer) eine modulierende Rolle am
Carboxyterminus des Kanalproteins (Honore, 2007).

Die Regulation der funktionellen Expression der TREK-1 Kanale kann auf
transkriptionaler, post-transkriptionaler, translationaler und post-translationaler
Ebene erfolgen, wie kirzlich von verschiedenen Autoren berichtet. Eine
Untersuchung zum alternativen Spleil3en der Gentranskripte von TREK-1 aus
der Gruppe von Jurgen Daut beschreibt fliinf Spleil3varianten des TREK-1.:
TREK-1a, -1b, -1c, -1d und -le. Die ersten vier Spleil3varianten la-1d
entstehen durch alternatives Spleilen von Exon 1, welches den
Aminoterminus codiert. TREK-1e entsteht durch Uberspringen des Exons 5 mit

dem Resultat, dass fiir Exon 6 ein neuer Leserahmen fiir die Proteintranslation
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entsteht. Durch diesen als ,Exon-Skipping“ beschriebenen Prozess entsteht
das Membranprotein TREK-1e, das zwei TM und eine P beinhaltet (die
Membrantopologie &hnelt der von Kir-Kandalen). Es wird selbst jedoch nicht als
funktioneller lonenkanal exprimiert. Bei Coexpression von TREK-le mit
normalen TREK-la-1d Untereinheiten wird deren Expression an der
Oberflachenmembran reduziert (Rinné, 2008). Durch alternatives Spleil3en
wird somit die Diversitat von Kaliumkanalen erhéht.

Eine weitere Regulationsmoglichkeit besteht in  der alternativen
Translationsinitiation. Hierbei entstehen aus ein und derselben mRNA zwei
verschiedene Isoformen des TREK-1. Sie unterscheiden sich in ihrer Groi3e
und Funktion. Das um 56 Aminosduren am Aminoterminus verkirzte Protein
ist nicht mehr nur fir Kaliumionen selektiv, sondern auch fir Natriumionen
durchlassig (Thomas, Plant, Wilkens, McCrossan & Goldstein, 2008). Andere
Studien stellen ebenso die Wichtigkeit des aminoterminalen Anteils sowie der
ersten Transmembrandoméane des Kanals fur die Dimerisierung und den
Transport des Kanals zur Plasmamembran dar (Veale, Rees, Mathie & Trapp,
2010). Aber auch die Phosphorylierung, eine wichtige posttranslationale
Moglichkeit zur Regulation von Proteinen, kommt bei TREK-1 vor. Wahrend
Proteinkinasen bei TREK-1 im carboxyterminalen Bereich an den
Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin eine Phosphatgruppe anfligen,
entfernen Phosphatasen im Gegensatz dazu dort eine Phosphatgruppe. Zum
Beispiel werden Serinreste (im humanen TREK-1c an den Positionen 311 und
344) durch die Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert, was zu einer Inhibition
des Kanals fuhrt (Murbartian, Lei, Sando & Bayliss, 2005).
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Abb. 1.4 Regulationsmechanismen des TREK-1.

TREK-1 wird durch physikalische und chemische Stimuli wie Membrandehnung, Temperaturerhthung,
intrazellulare Azidose, Depolarisation und zellulare Lipide getffnet. Eine Phosphorylierung durch
Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC) fuhrt zur Inhibierung des Kanals. [nach (Honore, 2007)]

Die Aktivierung der Proteinkinasen PKA und PKC erfolgt dabei
G-Protein-gekoppelt. Die Wirkung des fliichtigen Stickstoffmonoxids (NO) wird
letztendlich auch Uber Phosphorylierung vermittelt. NO aktiviert die
zytosolische Guanylatzyklase, die dann die Synthese von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat katalysiert. Dabei
fungiert cGMP als second messenger indem es die Proteinkinase G (PKG)
aktiviert, welche den humanen TREK-1c dann am Serinrest 362
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fuhrt daraufhin zu einer Aktivierung
des Kanals (Koh et al.,, 2001). FUr das als aul3erst toxisch bekannte Gas
Kohlenmonoxid (CO) wird seit einiger Zeit eine Funktion als intrazellulares
Signalmolekil beschrieben (Peers & Steele, 2012). Es wird vermutet, dass
CO, vergleichbar dem NO, die zytosolische Guanylatzyklase aktiviert und dann
via cGMP und PKG TREK-1 aktiviert wird (Dallas, Scragg & Peers, 2008).
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Aber auch diverse Proteine haben einen Einfluss auf TREK-1. Seit 2006 ist
bekannt, dass das Prion Protein (PrP®) mit TREK-1 interagiert; dabei ist die
physiologische Rolle der Interaktion jedoch noch unklar (Azzalin et al., 2006).
AulRerdem wurde das PKA-Ankerprotein AKAP150 als Interaktionspartner von
TREK-1 identifiziert (Sandoz et al., 2006). Durch deren Interaktion wird der
auswartsrektifizierende Kanal in einen Hintergrundkanal umgewandelt, der
dann gegenuber Arachidonsdure, Membrandehnung und pH-Senkung
insensitiv ist. Ein weiterer Interaktionspartner ist das Mikrotubuli-assoziierte
Protein 2 (MAP2), das die Oberflachenexpression und den Strom des TREK-1
erhoht, jedoch keinen direkten Effekt auf die Kanaleigenschaft hat. MAP2 und
AKAP150 kénnen auch gleichzeitig an TREK-1 binden, da die Interaktion an
verschiedenen Stellen stattfindet. Sie steigern dadurch die Kanalaktivitat und
die Kanaldichte in der Plasmamembran. Alle drei Proteine kbnnen in Neuronen
als Proteinkomplexe in der Postsynapse gefunden werden (Sandoz & Lesage,
2008; Sandoz et al., 2008; Sandoz et al., 2006).

Kidrzlich wurde B-COP als ein weiterer Interaktionspartner von TREK-1
identifiziert. B-COP ist eine Komponente des COP-1-Komplex und spielt eine
Rolle beim COP-1-abhangigen anterograden und retrograden Transport vom
Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum (ER) (Nickel et al., 1998).
Der COP-1-Komplex ist ein Heptamer, das aus zwei Subkomplexen, F-COP-1
(bestehend aus B-, y-, - und ¢-COP) und p-COP-1 (bestehend aus a-, ’- und
€-COP) zusammengesetzt ist. Die Interaktion von B-COP mit dem
Aminoterminus von TREK-1 fuihrt zu einem Anstieg des TREK-1 Stroms, der
sich durch eine erhéhte Anzahl von TREK-1 Kandlen in der Plasmamembran
erklart. B-COP scheint somit ein wichtiger Regulator fur den intrazellularen
Transport von TREK-1 an die Plasmamembran zu sein (E. Kim et al., 2010).

In jlingster Zeit wurde ein weiterer Interaktionspartner von TREK-1 in
Myozyten gefunden. Es handelt sich um das Protein Popdc. In Myozyten hat
es eine wichtige Funktion als Regulator bei der Herzfrequenzdynamik in den
Schrittmacherzellen Uber die Bindung von cAMP. Von ihm sind drei Isoformen
bekannt: Popdc 1, Popdc 2 und Popdc 3. Die Interaktion von TREK-1 und
Popdc ist cAMP-abhéngig. Es wurde ebenfalls belegt, dass Popdc die

10
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Expression von TREK-1 an die Plasmamembran férdert und dadurch alle
Isoformen des Proteins Popdc in Xenopus laevis Oozyten einen aktivierenden
Effekt auf TREK-1 ausiben. Die Interaktion von Popdc ist nicht ausschliel3lich
auf TREK-1 begrenzt und scheint eine Vielzahl an lonenkanalen zu

modulieren (Froese et al., 2012).

Als weiterer Interaktionspartner von TREK-1 wurde das Enzym
Hamoxygense-2 (HO-2) in der Gruppe von Jirgen Daut identifiziert, dessen

Funktionen in Kap. 1.4 genauer beschrieben werden.

1.3.2 Die physiologische Rolle von TREK-1

Unter dem Begriff Channelopathies werden Krankheiten zusammengefasst,
die aus Mutationen in lonenkanalgenen resultieren. Fur Mutationen in
bestimmten K*-Kanalgenen sind u. a. Erkrankungen des Gehirns (episodische
Ataxie) oder des Herzens (long QT-Syndrome, z. B. Andersen-Tawil-Syndrom)
analysiert und beschrieben worden (Adelman, Bond, Pessia & Maylie, 1995;
Tristani-Firouzi & Etheridge, 2010).

Des Weiteren haben jungste Studien einen Zusammenhang zwischen der
Dekompressionskrankheit und TREK-1 beschrieben. Bei der
Dekompressionskrankheit wird nach dem Tauchgang der im Blut und im
Gewebe geldste Stickstoff durch Blaschenbildung frei. Dies fihrt durch
Embolien und Nekrosen zu fokalen Ischdmien und neurologischen Ausfallen.
TREK-1 kommt dabei eine neuroprotektive Aufgabe durch Modulation des pra-
und postsynaptischen Membranpotentials zu (Vallee, Meckler, Risso &
Blatteau, 2012).

Durch die starke Expression im Gehirn gibt es auch zahlreiche neurologische
Erkrankungen, die auf einem Defekt des Kanals basieren. Sehr viel Aufschluss
gab eine Versuchsreihe mit transgenen Mausen, bei denen das kodierende
Gen fir den TREK-1 mutiert wurde, so dass der Kanal nicht funktionsfahig
war. Diese Knock-out-Mause fielen durch ihre Anfélligkeit gegeniber Ischamie
und Epilepsie im Gehirn auf und schienen weniger depressiv zu sein. Die bei
der Ischamie vermehrt freigesetzte Arachidonsaure fiihrt zu einer Aktivierung

des TREK-1 (Franks & Honore, 2004).
11
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In zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden, dass TREK-1 an
pathophysiologischen Prozessen wie der Neuroprotektion,
Schmerzwahrnehmung und Depression beteiligt ist. Deswegen ist es
interessant, Molekile zu finden, die in der Lage sind diesen Kanal zu 6ffnen
oder zu blockieren. Sie kdnnen als mogliche Therapeutika wirksam werden
und sind deswegen von Klinischer Bedeutung (Moha ou Maati et al., 2011). Die
Wirkstoffe Bupivacain und Curcumin sind schon langer als starke Inhibitoren
von TREK-1 bekannt. Dexamethason, ein Glukokortikoidhormon, steigert die
Expression von TREK-1. Das Antidepressivum Fluoxetin (selektiver Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer) und zahlreiche andere Wirkstoffe, wie die
Inhalationsanésthetika Halothan, Xenon und Lachgas, inhibieren den Kgp-
Kanal TREK-1. Riluzol hingegen ist in der Lage TREK-1 zu aktivieren (Mathie
& Veale, 2007). Jungste Untersuchungen haben ergeben, dass Spadin, ein
von Sortilin abgeleitetes Peptid, als neues Antidepressivum einige Vorteile
gegenuber den klassischen Antidepressiva aufweist: Es wirkt schneller und
weist weniger Nebenwirkungen auf. Spadin hemmt TREK-1 und wirkt sich
aul3erdem nicht stérend auf die von TREK-2, TRAAK, TASK und TRESK
induzierten Strome aus. Es scheint also spezifisch fur TREK-1 zu sein. Ein
weiterer Vorteil von Spadin ist das Ausbleiben der klassischen Nebenwirkung
von Antidepressiva, der kardialen Dysfunktion. Spadin kann deswegen ein
interessanter Vertreter einer neuen Generation Antidepressiva sein (Moha Ou
Maati et al., 2012).

1.4 Hamoxygenase-2 — ein neuer Interaktionspartner von
TREK-1

Hamoxygenase-2 (HO-2) wurde kurzlich als neuer Interaktionspartner des
TREK-1 identifiziert und charakterisiert (Koschinsky, 2010). Hauptziel der
vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob neben der HO-2 auch die
Isoform Hamoxygenase-1 (HO-1) ein moglicher Interaktionspartner des
TREK-1 ist. In den nachsten Kapiteln werden die Funktionen der

Hamoxygenasen genauer beschrieben.
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1.4.1 Das Substrat der Hdmoxygenase - das Ham

Die lebenswichtige Funktion des Sauerstofftransports im menschlichen Blut
Ubernimmt das Protein Hamoglobin. Daflr wird der Sauerstoff an den roten
Blutfarbstoff gebunden und zu allen Geweben transportiert. Auf dem Riickweg
zur Lunge ist Hamoglobin auch beim CO,-Transport beteiligt. Das Hamoglobin
besteht aus vier Untereinheiten (2a, 2B), von denen jede aus drei
Komponenten besteht: Protoporphyrin, Eisen (Fe**) und Globin. Wird das Fe?*
am Ende der Kette von acht Reaktionen in Protoporphyrin eingebaut, so
entsteht Ham. Ham ist also am haufigsten als prosthetische Gruppe im
Hamoglobin der Erythrozyten zu finden, ist jedoch auch an eine Vielzahl
anderer Proteine wie z. B. Myoglobin, Katalase und Succinat-Dehydrogenase
in der Zelle gebunden (Klinke, 2009).

1.4.2 Die Aufgaben der Hamoxygenase und ihre Produkte

Taglich werden Millionen gealterter Erythrozyten in der Leber und
hauptséchlich in der Milz abgebaut. Die physiologische Funktion der
Hamoxygenase besteht im initialen und geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt des enzymatischen Ham-Abbaus (Maines, 1988). Freies Ham kann die
Bildung reaktiver Sauerstoffradikale beginstigen und fordert damit oxidativen
Stress. Die Hamoxygenase spielt deswegen eine wichtige Rolle bei der
Vermeidung von oxidativem Stress (Bauer & Bauer, 2002; Zhu, Fan, Li, Kung
& Lin, 2011). Sie reagiert in Abhangigkeit von Cytochrom-P450 und unter
Verwendung von Sauerstoff (O,) und NADPH zu Biliverdin (BV), Eisen (Fe®")
und Kohlenmonoxid (CO) (siehe Abb.1.5) (Maines, 1988; Tenhunen, Marver &
Schmid, 1968, 1969).

13
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Abb.1.5 Schematische Darstellung der von der Hdmoxygenase katalysierten Reaktion.

Die Hamoxygenase spaltet dabei den Eisenporphyrinring des Hams an der
Methinbricke zwischen den Pyrrolringen A und B oxidativ. Die Reaktion der
Hamoxygenase folgt dabei der einer Monooxygenase. Wie an diversen
Modellen von Zellschadigung und an Hamoxygenase-Knock-out-Mausen
(Poss & Tonegawa, 1997) gezeigt werden konnte, haben die Hamoxygenase
und deren Produkte einen zellprotektiven Effekt (Schmidt et al., 2004; Tullius
et al., 2002).

1.4.3 Biliverdin und Bilirubin

Die zytosolische Biliverdinreduktase reduziert sofort das entstehende Biliverdin
zu dem lipophilen Antioxidans Bilirubin (Hosick & Stec, 2012). Hier endet bei
Saugetieren der Hamstoffwechsel. Das Bilirubin wird dann in der Leberzelle an
Glucuronsaure gekoppelt und Utber die Galle und von dort Uber den Darm
ausgeschieden. Ein erheblicher Teil des Bilirubins wird dann erneut Uber den
enterohepatischen Kreislauf wieder aufgenommen (Klinke, 2009). Liegt
allerdings eine Storung im Bilirubinstoffwechsel vor, duf3ert sich das klinisch je
nach Schweregrad mit einem lkterus. Biliverdin und Bilirubin werden
antioxidative Wirkungen zugeschrieben. Sie konnen die unerwinschte
Oxidation anderer Substanzen verhindern (Slebos, Ryter & Choi, 2003;
Stocker, Yamamoto, McDonagh, Glazer & Ames, 1987). Dennery und
Mitarbeiter zeigten im Tiermodell, dass ein erhohter Bilirubin-Plasmaspiegel
vor Hypoxie-vermittelter oxidativer Schadigung schitzen kann (Dennery,
McDonagh, Spitz, Rodgers & Stevenson, 1995).

14
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1.4.4 Eisen

Eisen, das in den Oxidationsstufen +2 und als +3 in biologischen Systemen
vorliegen kann, ist eines der wichtigsten Spurenelemente im menschlichen
Korper. Dort kommt es hauptséchlich in prosthetischen Gruppen (Ham oder
Eisen-Schwefel-Cluster) verschiedener Enzyme bzw. Transportproteine vor.
Es kann in Ferritin gespeichert oder in Transferrin im Blut transportiert werden
(Donovan & Andrews, 2004). Ferritin kann zum Beispiel endotheliale Zellen
vor oxidativen Schadigungen schiitzen. Die zellprotektive Wirkung von Fe®*
wird auch in der transplantierten Leber durch Ischamie-Reperfusion deutlich
(Balla et al., 1992). Da Eisen leicht zwischen seinen Oxidationsstufen +2 und
+3 wechseln kann, spielt es im Rahmen der ATP-Synthese bei den
Enzymkomplexen der mitochondrialen Atmungskette eine bedeutende Rolle.
Eine weitere wichtige Aufgabe des Fe®" liegt in der Bildung von roten
Blutkdrperchen im Knochenmark (Erythropoiese) und dem Sauerstofftransport

im Blut mittels Hamoglobin.

1.4.5 Kohlenmonoxid

In der vergangenen Zeit wurde Kohlenmonoxid (CO) lediglich als toxisches
Abfallprodukt aus den Metabolismen des menschlichen Kérpers gesehen. In
den letzten Jahren jedoch hat das Verstandnis fur CO als wichtiges
intrazellulares Signalmolekil zugenommen. Bemerkenswert ist dabei auch,
dass es zu einem Uberwiegenden Teil aus dem Hammetabolismus entsteht, es
also endogen von Hamoxygenasen selbst gebildet wird und dann dber die
Lunge abgeatmet wird. Zahlreiche Untersuchungen haben belegt, dass CO
zum Beispiel eine Wirkung auf lonenkandale hat, dass es neuroprotektiv wirkt
und die Ausschittung von Neurotransmittern und Neuropeptiden veranlassen
kann (Wu & Wang, 2005). Die endogenen Signalwege des
Kohlenstoffmonoxids sind sehr vielfaltig.

Der Kanal TREK-1 wird auch von CO moduliert. Hierbei wird die Aktivierung
der léslichen Guanylatzyklase durch CO diskutiert, die zu einem erhdhten
zyklischen Guanosinmonophosphat-Spiegel fuhrt. Guanosinmonophosphat

(cGMP) aktiviert dann wiederum die Proteinkinase G (PKG) (H. P. Kim, Ryter
15
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& Choi, 2006). Um TREK-1 zu modulieren ist es noétig, dass die PKG den
Kanal an Aminosaureposition 351 phosphoryliert (Koh et al., 2001). Fur den
TREK-1c sind auRerdem noch eine Reihe weiterer Phosphorylierungsstellen
bekannt, die jedoch von anderen Proteinkinasen, wie der PKC (Serinreste an
Position 311 und 344) und PKA (Serinrest an Position 344), phosphoryliert
werden und dann ebenfalls zu einer Inhibition des TREK-1c fiihren (siehe
1.3.1) (Koschinsky, 2010).

In jungster Zeit wurde die Wirkung des CO auf den spannungsabhangigen
K 2.1 Kanal belegt. CO hemmt den Kanal reversibel und bietet durch dessen
Modulation Schutz vor Apoptose. Die Mechanismen &hneln dabei denen bei
TREK-1c. Die Inhibition des Kanals K,2.1 wird durch CO Uuber die PKG-
Aktivierung und durch ROS (reaktive Sauerstoffspezies) vermittelt, die durch
CO vermehrt in den Mitochondrien gebildet werden (Dallas et al., 2011; Peers,
2011).

Zusatzlich zu der PKG wird auch noch ein anderes Molekil durch CO aktiviert:
die mitogen aktivierte Proteinkinase p38 MAPK. Durch CO vermittelt, spielt sie
im weiteren Verlauf eine wichtige Rolle bei den zytoprotektiven,
antiinflammatorischen und antiproliferativen Effekten (H. P. Kim et al., 2006).

Wie schon erwahnt werden CO antiinflammatorische und antiapoptotische
Eigenschaften zugeschrieben. Dabei wirkt CO unter anderem auch durch eine
Hemmung der Expression von proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-13)
und durch die Stimulation der Synthese von antiinflammatorischen Zytokinen
wie dem IL-10 (Otterbein & Choi, 2000). CO ist auRerdem gemeinsam mit der
Hamoxygenase-1 an der DNA Reparatur beteiligt (Otterbein et al., 2011). Ein
vasodilatatorischen Effekt, plattchen- und proliferationshemmende Wirkung
sowie Einfluss auf die Erregungstbertragung konnte ebenfalls nachgewiesen
werden (Fagone et al.,, 2012). CO wirkt einerseits aktivierend auf die im
Zytosol vorliegende Guanylatzyklase und fihrt so zu einer Vasorelaxation
(Furchgott & Jothianandan, 1991; Maines, 2005), andererseits hemmend auf
die Cytochrom-Oxidase und ist in der Lage an Hamoglobin gebundenen
Sauerstoff aus seiner Bindung zu verdrdngen. Das dabei entstandene
Carboxyhé&moglobin ist dann nicht mehr in der Lage O, zu transportieren. Die

Folge davon ist eine CO-Vergiftung, gekennzeichnet durch die anfanglichen
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Symptome von Kopfschmerz, Schwindel und Bewusstseinsstérungen, die
nicht selten einen letalen Ausgang findet.

1.5 Die Hdmoxygenase-Isoenzyme

Derzeit sind drei Isoformen der Hamoxygenase (HO) bekannt: HO-1, HO-2
und HO-3. Im menschlichen Kérper werden jedoch nur die HO-1 und die HO-2
exprimiert. Alle drei unterscheiden sich in ihrem Vorkommen in den Geweben,
in ihrer Regulation sowie in ihrem Expressionsmuster (McCoubrey, Huang &
Maines, 1997). Der HO-3 wird eine geringe Aktivitdt zugeschrieben (Elbirt &
Bonkovsky, 1999). Sie wurde bisher nur im Gehirn der Ratte gefunden
(Maines, 2005). Mit ihrem Molekulargewicht von 32 kDa scheinen die beiden
Enzyme HO-3a und HO-3b eine Pseudovariante von HO-2 zu sein (Hayashi
et al., 2004).

HO-1 (HSP-32) HO-2 HO-3
Physiologische = Ham-Abbau Ham-Abbau H&m-Bindung
Funktionen antioxidative Abwehr Ham-Bindung

neuronale Signaltransduktion Regulation des Gefafitonus
Regulation des Gefaltonus neuronale Signaltransduktion

antiinflammatorisch

antiapoptotisch
Konstitutive Milz In meisten Geweben (ZNS, in den meisten
Expression Leber Retina,Leber,Milz,Hoden, Geweben
Lunge,Niere,Gefale
Induktoren Sehr verschieden, z. B.: Glukokortikoide, Opiate nicht bekannt

oxidativer Stress, Zytokine,
Hypoxie
Hitzeschock, NO, H,0,, UVA

Schwermetalle

Enzymaktivitdt Vmax = 3,4 pmol/mg/h Vmax = 0,24 pmol/mg/h vernachlassigbar

Tab. 1 Darstellung der wichtigsten Funktionen und Eigenschaften der HO-Isoenzyme.
[modifiziert nach (Wagener, et al., 2003)]
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1.5.1 Die Hamoxygenase-2

Die HO-2 ist in allen Geweben auffindbar, jedoch hauptsachlich konstitutiv im
ZNS, Glomus caroticum sowie im Hoden exprimiert (Kinobe, Dercho &
Nakatsu, 2008). Maines und Mitarbeiter zeigten erstmals, dass die HO-2 in der
Leber eine deutlich starkere Aktivitat als die HO-1 aufweist (Maines, Trakshel
& Kutty, 1986). Die HO-2 hat ein Molekulargewicht von 36 kDa und weist drei
hamregulatorische Motive (HRM 1-3) auf, welche in der HO-1 nicht zu finden
sind (siehe Abb.1.6). Die Cysteinreste von HRM 1 und HRM 2 an den
Positionen 265 und 282 bilden unter physiologischen Bedingungen eine
Disulfidbindung. Sowohl bei der HO-1 als auch bei der HO-2 dient die
Aminosaure Histidin an Position 25 bzw. 45 als Hambindestelle mit hoher
Affinitat. Unter hypoxischen Bedingungen werden die Disulfidbindungen
reduziert, wodurch die Affinitat fiur Ham sinkt. Dadurch wird weniger Ham
abgebaut und es wird weniger CO gebildet. Damit kontrollieren die HRMs die
Aktivitat der HO-2 durch Regulation der Hambindung an das Enzym (Yi et al.,
2009).

heme_ oxygenasel

————————————— MERPQPDSMP-------QDLSEALKEATKEVHTQAENAEFMRNFQKG 40
heme_ oxygenase2

MSAEVETSEGVDESEKKNSGALEKENQMRMADLSELLKEGTKE DRAENTQFVKDFLKG 60

* Kk kK *** *** * .

QVTRDGFKLVMASLYHIYVALEEEIERNKESPVFAPVYFPEELHRKAALEQDLAFWYGPR 100

heme oxygenasel

heme oxygenase2 NIKKELFKLATTALYFTYSALEEEMERNKDHPAFAPLYFPMELHRKEALTKDMEYFFGEN 120
- saLrr KKk aakk ok kokkkokkkkks ok Kkkkkk kkKkkk kX sk sk
heme_ oxygenasel WQOEVIPYTPAMORYVKRLHEVGRTEPELLVAHAYTRYLGDLSGGQVLKKIAQKALDLPSS 160
heme oxygenase?2 WEEQVQEPKAAQKYVERIHYIGONEPELLVAHAYTRYMGDLSGGQVLKKVAQRALKLPST 180
- Xk . Lk kakk ek ek sk kA KKAKKAK KA KK sk k A KKK KA Kk s kk ok k | Kk ks
heme oxygenasel GEGLAFFTFPNIASATKFKQLYRSRMNSLEMTPAVRQRVIEEAKTAFLLNIQLFEELQEL 220
heme oxygenase?2 GEGTQFYLFENVDNAQQFKQLYRARMNALDLNMKTKERIVEEANKAFEYNMQIFNELDQA 240
- KK ke ok ke k skkkkkkikkKkake. Lrakrakkk. kK Kakikakko s
heme oxygenasel LTHDTKDQSPSRAPGLRQRASNKVQODSAPVETPRGKP----- PLNTRS---QAPLLRWVL 272
heme oxygenase2 GSTLARETLEDGFPVHDGKGDMRKCPFYAAEQDKGALEGSSCPFRTAMAVLRKPSLQFIL 300

heme oxygenasel
heme oxygenase2

* . * .- % * . x . X * ..k

TLSFLVATVAVGLYAM 288
AAGVALAAGLLAWYYM 316

Abb.1.6 Sequenzvergleich von humaner Hamoxygenase-1 und Hdmoxygenase-2.

Die Hambindungsstelle an His?® und His*®

ist rot unterlegt. Die hAmregulatorischen Motive sind

grun unterlegt. Gleiche Aminoséauren sind mit * gekennzeichnet. Alle Aminosauren sind im
Einbuchstabencode dargestellt.
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Die HO-2 wird zu den Plasmamembran-assoziierten Proteinen vom Typ Il
gezahlt. Der N-Terminus ist intrazellular lokalisiert und durch den distalen C-
Terminus wird die HO-2 in der Membran verankert (Yi et al., 2009).
Untersuchungen in Zyanobakterien haben gezeigt, dass die HO-2 um Ham
binden zu konnen ein Homodimer bildet, das aus a-Helices besteht
(Sugishima et al., 2005).

Wie in Abb. 1.6 dargestellt, liegt eine Homologie in der Aminosauresequenz
der menschlichen Hamoxygenasen-1 und -2 von 45 % vor. Die beiden
Enzyme unterscheiden sich stark in ihrem C-terminalen Anteil (Bianchetti, Yi,
Ragsdale & Phillips, 2007).

Die HO-2 wurde als Interaktionspartner des Ca?*-sensitiven Kaliumkanals (BK-
Kanal) identifiziert und wird aufgrund seiner hypoxiesensiblen Eigenschaft als

Sauerstoffsensor diskutiert (Williams et al., 2004).

1.5.2 Die Hamoxygenase-1

Die HO-1, die ein Molekulargewicht von 32 kDa hat, wurde zum ersten Mal im
Jahre 1968 erwahnt (Tenhunen et al., 1968). Sie wird unter physiologischen
Bedingungen in den meisten Zellen und Geweben nur wenig oder in nicht
nachweisbaren Mengen exprimiert. Sie besteht aus finf Exonen und
insgesamt 288 Aminosauren. Da in der Milz der Abbau von gealterten
Erythrozyten am stéarksten ist und hier der Anteil freien Hams sehr hoch ist, ist
auch hier die Expression der HO-1 viel héher als die der anderen Isoenzyme
(Scholtes, 2006). Durch Eliminierung des zytotoxischen Hams spielt HO-1 eine
Schlisselrolle bei der Modulation des intrazellularen H&m-Levels. Die
Regulation der induzierbaren HO-1 ist aul3erst vielféltig, findet jedoch
hauptsachlich auf der Ebene der Transkription statt. Eine Reihe von
Transkriptionsfaktoren wie z. B. Nrf2 (NF-E2 related factor 2), NF-kB und AP-1
(Aktivator-Protein) und einige Transkriptionsrepressoren wie z. B. BTB und
CNC homologue 1 (Bachl) steuern die Expression des HO-1 Gens (Warnatz
et al., 2011). Die HO-1 wird von vielen diversen Stimuli induziert. Dazu
gehéren neben dem Ham z. B. Zytokine, Hitzeschock, NO, H,0,,
UV-Bestrahlung, Schwermetalle aber auch bakterielle Lipopolysaccharide.
Diese Stimuli besitzen alle eine gemeinsame Eigenschaft: Sie sind in der Lage
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freie Sauerstoffradikale zu produzieren und rufen damit oxidativen Stress und
pathologische Verhaltnisse hervor (Otterbein & Choi, 2000). Deswegen liegt
die Vermutung nahe, dass die HO-1, wie schon erwéahnt, eine wichtige
zellprotektive Aufgabe erflllt und auRerdem immunmodulatorisch wirkt (Paine,
Eiz-Vesper, Blasczyk & Immenschuh, 2010). Sie wird deshalb auch unter dem
Namen HSP-32 in der Gruppe der Hitzeschockproteine gefiihrt. Neuere
Veroffentlichungen berichten Uber die protektive Wirkung der HO-1 im
Rahmen eines Myokardinfarkts (Burger, Xiang, Hammoud, Lu & Feng, 2009),
des hamorrhagischen Schocks (Umeda et al., 2009) und einer Hypoxie
(Chang, Chan, Cheng, Tsai & Chan, 2009). AulRerdem werden der HO-1
antiinflammatorische Eigenschaften bei gastrointestinalen Entziindungen
zugeschrieben. Die Uberexpression von HO-1 kann dann auf eine bestehende
Colitis lindernd wirken (Zhu et al., 2011). Die Hamoxygenase-1 kann also als

universelles Stressprotein gesehen werden.
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1.6 Fragestellung

Das genaue Verstandnis der Regulation von TREK-1 ist von grof3em
Interesse, da dieser Kgyp-Kanal an wichtigen physiologischen und
pathophysiologischen Vorgangen beteiligt ist. HO-2 wurde bereits als
Interaktionspartner des TREK-1 und weiterer Kjp-Kandlen wie TREK-2
identifiziert und es zeigte sich, dass die Interaktionen zu einer Steigerung der
Stromaktivitat der Kanéale fuhren.

In dieser Arbeit soll die Isoform HO-1 als mdglicher Interaktionspartner fur
TREK-1 und weitere Kyp-Kandale untersucht werden. Ziel ist es, mit Hilfe der
gewonnenen Ergebnisse zum einen eine Aussage Uber die Spezifitat der
HO-2-Interaktionen machen zu konnen und zum anderen die fir die
Interaktionen wichtigen Sequenzbereiche identifizieren zu kénnen.

Dazu sollen zundchst HO-1 und HO-2 zusammen mit TREK-1 und weiteren
Kop-Kanalen in einem speziellen System, welches Protein-Interaktionen
membranstandiger Proteine untersucht, getestet werden. Anschliel3end soll
ein mdoglicher funktioneller Effekt von HO-1 auf TREK-1-Kanale untersucht
werden und mit HO-2 verglichen werden.

Zur Durchfihrung von Immunprazipitationen werden TREK-1-Konstrukte mit
einer spezifischeren Antigenitat bendtigt. Dazu soll TREK-1 zum einen mit
dem Hamagglutinin-Epitop (HA) und zum anderen mit dem ,enhanced green
fluorescent protein® (EGFP) fusioniert werden und anschlieBend in

immunochemischen Reaktionen getestet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Losungen

Komponente Hersteller
30% Acrylamid; 0,8% Bisacrylamid Merck
Adenin Sigma
Agarose Sigma
Acetat Merck
APS Merck
Bromphenolblau Sigma
BSA Carl Roth
CaCl, Sigma
DMEM Gibco Invitrogen
DMSO Sigma

2 mM dNTP Mix Stratagene
10 mM dNTP Mix Stratagene
Dropout Supplement Clontech
DTT Sigma
Entwickler-Losung AGFA
Essigsaure Merck
Ethanol Carl Roth
Ethidiumbromid Sigma
FCS PAA Cell Culture Company
Fixier-Lésung AGFA
Gentamycin Sigma
Glycerin Sigma
Glycerol Sigma
Glycin Sigma
Hefeextrakt Sigma
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HEPES Sigma
Hexanukleotide Roche
KCI Merck
Lachssperma Sigma
Ligasepuffer Fermentas
LiOAc Sigma
Lipofectamin Roche
MgCl, Merck
Minimal SD Base Clontech
Natriumchlorid Carl Roth
Merck

Natriumpyruvat

Penicillin PAA Cell Culture Company
Ponceau S Sigma

Protease Inhibitor Cocktail Sigma

Restriktionspuffer 2 Fermentas
Restriktionspuffer Fast Digest Fermentas

Roti®Block Carl Roth

RT-Puffer Invitrogen

SDS Carl Roth

Streptomycin PAA Cell Culture Company
Theophyllin Sigma

TRIS Carl Roth

TRIS/HCI Carl Roth

Triton X- 100 Serva

Xylencyanol FF Sigma

YPD Broth Sigma

2.1.2 Ausrustung

Bakterienstamme:

Chemisch kompetente Zellen des Stamms Escherichia coli:

DH5a [Genotyp: F¢80lacZAM15A (lacZYA-argF) U169deoRrecAlendAlhsdR19

(r<.m" )phoAsupE44thilgyrA96relA1N)], Invitrogen
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Hefestdmme:
Saccharomyces cerevisiae:
NMY51 [Genotyp: MATa;

MoBiTec

Komplettsysteme (Kits):

his3A200; trp1-901; leu2-3,112; adez;
LYS2::(lexAop)4-HIS3; URA3::(lexAop)8-lacZ; ade2::(lexAop)8-ADE2; GAL4],

Minipréaparation: E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit I, Omega bio-tek

Midipraparation: CompactPrep Plasmid Midi Kit, Qiagen

PCR-Aufreinigung: PCR Purification Kit, Qiagen

Gelextraktion: Gel Extraction Kit, Qiagen

cRNA-Synthese: MMESSAGEMMACHINE T7® Kit, Ambion

Mutagenese: QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit,
Stratagene

Zelllinien:

Fur Proteingewinnung nach transienter Transfektion: HeLa-Zellen

Transfektionsreagenzien:

Fir HeLa-Zellen:

Langenstandardmarker:
DNA-Marker:

Proteinmarker bei SDS-PAGE:

Antikorper flr Westernblot:
Erstantikorper:
Zweitantikorper:
Erstantikorper:

Zweitantikorper:

Lipofectamine, Roche

ADNA Eco471 13, 0,5 ug/ul, Fermentas
PageRuler® Protein Ladder, Fermentas

Anti-HA-rat monoclonal, Roche

Anti-rat IR Dye 800, LI-COR

rabbit polyclonal GFP ab290, Abcam
Anti-rabbit IR Dye 680 polyclonal,LI-COR
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Plasmide:

Fur die Expression von hTREK-1c in Xenopus laevis Oozyten wurde
hTREK-1c in den Vektor pSGEM Kkloniert (Vektorkarte siehe Anhang).

Die aminoterminale Fusion des Hamagglutinin-Epitops an hTREK-1c erfolgte
in dem Vektor pcDNA3.1. Zur Fusion von EGFP an den Carboxyterminus von
hTREK-1c wurde die kodierende Region des lonenkanals in den Vektor
pPpEGFP-N1 Kkloniert, wobei das Stopcodon des hTREK-1c durch die
Aminosaure Glycin ersetzt wurde (Vektorkarten siehe Anhang).

Fur die Hefe-zwei-Hybrid-System Versuche wurden der Kodervektor pBT3-N
und der Beutevektor pPR3-N verwendet.

Die kodierende Region der humanen Hamoxygenase-1 wurde sowohl in
Oozytenexpressionsvektor pSGEM als auch in den Beutevektor pPR3-N

kloniert.

Enzyme:

Restriktionsenzyme:

DNA-Verdau (Restriktionsenzyme)

Hindlll | Fast Digest, Fermentas

Notl Fast Digest, Fermentas

Xbal |Fast Digest, Fermentas

Nhel Fast Digest, Fermentas

Dpnl Fast Digest, Fermentas

EcoRI |Fast Digest, Fermentas

BamHI | Fast Digest, Fermentas
Sfil New England Biolabs

Modifizierende Enzyme
Enzymklasse Name Hersteller
Ligase T4 Ligase New England Biolabs
Polymerase TurbuPfu New England Biolabs
Reverse Transkriptase Superscript 11 | New England Biolabs
Alkalische Phosphatase Fast AP Fermentas
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Oligonukleotide:

Primer fir Mutagenese

Gen Name des Primers Sequenz in 5'-3' Richtung

hTREK-1c-HA hTREK-1c-HA-For CATCACCAAATGGCATACCCATACGACGT
CCCAGACTACGCTATGAACCCACGAGC

hTREK-1c-HA-Rev GCTCGTGGGTTCATAGCGTAGTCTGGGAC
GTCGTATGGGTATGCCATTTGGTGATG

hTREK-1c-*423G-Apal- | GAGAACATCAAAGGGGCCCTCTCTTTAAAT
hTREK-1c FOR AAC

hTREK-1c-*423G-Apal- | GTTATTTAAAGAGAGGGCCCCTTTGATGTT
REV CTC

Primer fur Klonierungen

Gen Name des Primers Sequenz in 5'-3' Richtung

hHMOX-1 | hHHMOX-1-BamHI-For | ACGAGCCCAGCAGGATCCGGATGGAGCGTC

hHMOX-1-Hindlll-Rev | GCCCTGGGAGCAAGCTTGCCTGCATTCACA

hHMOX-1-Sfil-For2 CAGCACGAACGAGGGCCATTACGGCCGGGATGGA
GCGTC

hHMOX-1-Sfil-Rev CAAAGTTCATGGCCGAGGCGGCCAGCATGCCTGC
ATT
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Primer fir Sequenzierung

Name des Primers

Sequenz in 5'-3' Richtung

T7 TAATACGACTCACTATAGGG
pcDNArev TAGAAGGCACAGTCGAGG
Gerate:
Brutschrank: FunctionLife, Heraeus

Digital-Analog-Umwandler:

Glaskapillaren (Injektion):

Glaskapillaren (Messung):

Heizblock:

Infrarot Imaging-System:
Kamera:
Mikromanipulator:
Mikropipettenpuller:
Mikroskop:

Scanner:

Schiittler:

Spektralphotometer:
Thermocycler:

UV-Licht:
Vakuumpumpe:
Verstarker:
Wasserbad:
Zellinkubator:

Zentrifuge:

TEC-05X npi, Nationalinstruments

3,5 Drummond Replacement Tubes,
Drummond Scientific Company
GB150TF-8P1, 05x1,50x80 mm,
Scienceproducts

Thermomixer 5436, Eppendorf
Odyssey Sa, LI-COR
Chromaphor, DVC

Nanoject Il, Drummond Scientific Company
DMZz-Universal Puller, Zeitz

Leica WILD M3C

1640SU, EpsonPerfection
Cellstar, IntermedNunc

3005, GFL

SmartSpec® 3000, Biorad

MJ Mini, Biorad

GeneAmp®, PCR System 2700
MWG-Biotech

Institutwerkstatt

Turbo TEC-10CX, npi Instruments
1083, GFL

Hera Cell 240, Heraeus
Biofugefresco, Heraeus

Biofuge 28 RS, Thermo scientific
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologie

2.2.1.1 Anzucht und Lagerung von Bakterien

Die Kultivierung von Bakterien fand bei 37 °C Uber Nacht in flissigem LB-

Medium schiittelnd oder auf LB-Agar-Platten statt.

LB-Medium (Roth)

Komponente Konzentration (g/L)
Trypton 10
Hefeextrakt 5
NaCl 10

2.2.1.2 Transformation von Escherichia coli mit Plasmid-DNA

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurde diese in kompetente E. coli Zellen
des Stammes DH5a transformiert.

Die Zellen wurden zu Beginn auf Eis aufgetaut, anschliel3end wurden 8 uL der
DNA hinzugegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert. Die LB-Agarplatten
wurden bei 37 °C im Brutschrank vorgewarmt. AnschlielRend wurden die Zellen
fur 40 s einem Hitzeschock bei 37 °C ausgesetzt, wobei Poren in der Membran
entstehen, so dass die DNA in die Zellen gelangen konnte und erneut far
2 Minuten auf Eis inkubiert. Zur besseren Vermehrung wurden die Zellen mit
950 pL LB-Medium versetzt und fur eine Stunde bei 37 °C geschiittelt. Die
transformierten Zellen wurden dann bei 5000 rpm fir 5 min zentrifugiert,
850 uL des Uberstands verworfen und schlieRlich auf Antibiotika-haltigen
LB-Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.2.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA: Minipraparation

Mit einer Pipettenspitze wurden einzelne Klone von der LB-Agarplatte
abgenommen und Uber Nacht in LB-Medium mit dem zugehdrigen
Antibiotikum bei 37 °C im Schuttler angeziichtet. Am folgenden Tag wurde die
Suspension in ein 2 mL Reaktionsgefald tberfuhrt und fir 5 min bei 5000 rpm
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Mit Hilfe des

,E.Z.N.A Plasmid Mini Kit I“ wurde nach Herstellerangaben die Plasmid-DNA
isoliert, in 100 pL sterilem H,O eluiert und anschlieRend die Konzentration der
DNA bei 260 nm photometrisch bestimmt. Als Kontrolle, ob das zu klonierende
DNA-Fragment tatsachlich im Plasmid enthalten ist, wurde ein Kontrollverdau
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen durchgeftihrt und dieser
anschlieBend in einem 1,5%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt,

um die Fragmentgrol3e zu bestimmen (siehe Kapitel 2.2.1.6).

2.2.1.4 I1solierung von Plasmid-DNA: Midipraparation

Die DNA-Gewinnung im groReren Maldstab wurde mit einem ,CompactPrep
Plasmid Midi Kit* durchgefiihrt. Hierfir wurde eine 50 mL Ubernachtkultur
LB-Medium mit dem zugehérigen Antibiotikum mit einer einzelnen
Bakterienkolonie angeimpft und dber Nacht bei 37 °C und 230 rpm im
Schuttler inkubiert. Fur die Plasmidisolierung wurde das Kit nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die Plasmid-DNA-Konzentration wurde ebenfalls

photometrisch bestimmt.

2.2.1.5 DNA-/ RNA- Konzentrationsbestimmung

Um die Reinheit und Konzentration der DNA bzw. RNA zu bestimmen, wurden
sie mittels Spektralphotometer bei 260 bzw. 280 nm gegen H,O gemessen.
Dazu wurde die DNA- oder RNA-haltige Losung 1:100 mit H,O verdiinnt und
die Extinktion in einer QuarzklUvette im Spektralphotometer bei oben
genannten Wellenlangen gemessen. Um die Konzentration C exakt zu
berechnen, wird fur DNA n= 50 pg/mL und fir RNA n= 40 pg/mL

angenommen. Daraus ergibt sich die Formel C = ODggo*n*f
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(f = Verdunnungsfaktor). Der Reinheitskoeffizient ergibt sich aus dem
Verhaltnis OD2s0/OD2gp und ist eine GrolRe, die Uber die Verunreinigung der
DNA bzw. RNA Auskunft gibt. Fir reine Nukleinsauren sollte ein

Reinheitskoeffizient von 21,7 erreicht werden.

2.2.1.6 Agarosegelelektrophorese

Als Qualitatskontrolle wurde die DNA bzw. RNA in 1,5%igen Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Dazu wurde 1,5 g Agarosepulver (Sigma) in
100 mL TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (einfach konzentriert) gelést und in
der Mikrowelle aufgekocht. Danach wurde 1 pL Ethidiumbromid-Lésung
hinzugegeben und der Ansatz in den Gelkammern zur Erkaltung und
Verfestigung verteilt. Die fertigen Gele wurden dann bei 4 °C im Kuhlschrank
aufbewahrt. Ethidiumbromid interkaliert in doppelstrangiger DNA und
fluoresziert unter UV-Licht.

Fir die Auftrennung der Nukleinsauren wurde 1 pg DNA bzw. RNA mit H,O
auf 10 pL aufgefillt, mit 3 pL Gelladepuffer versehen und in die Geltasche
pipettiert. Um die GroRe der aufgetrennten Nukleinsauren abschatzen zu
kbnnen, wurden zusatzlich 8 pL eines DNA-Markers aufgetragen.
AnschlieBend erfolgte die Auftrennung in einer mit 1x TAE-Puffer befullten
Agarosegelelektrophoresekammer fur 30 min bei 80 V. Die nach Grol3e
aufgetrenntem Nukleinsauren wurde dann unter UV-Licht visualisiert und fur

die Auswertung und Dokumentation photographiert und gespeichert.

Gelladepuffer

Komponente Konzentration

Bromphenolblau | 0,2 % (v/v)

Xylencyanol FF | 0,25 % (v/v)

Glycerin 30 % (v/v)

TAE-Puffer (50x)

Komponente Konzentration (mM)
TRIS 40
Essigsaure 20
EDTA 1

pH 8,0 mit NaOH einstellen
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2.2.1.7 DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungsreaktionen wurden von der Firma Seqglab durchgefihrt.
Fur die Auswertung und den Vergleich der Sequenzen wurden verschiedene
Programme unter NCBI (National Center for Biotechnology Information), EMBL
(European Molecular Biology Laboratory), EXPASy (Expert Protein Analysis
System) und DNASTAR verwendet.

Sequenzierungsansatz

Komponente Volumen (uL)
Plasmid-DNA (~ 1 ug) 5

Primer (10 pmol/pL) 2

Gesamt 7

2.2.1.8 Ortsgerichtete Mutagenese

Um einen gezielten Austausch, eine gezielte Einfuhrung (Insertion) oder die
Entfernung (Deletion) von Aminosauren durchzufiihren, wurde das
,QuikChange Site-DirectedMutagenesis Kit“ (Stratagene) nach Hersteller-
angaben verwendet.

Ein Zyklus der PCR wird in drei Schritte unterteilt. Im ersten Schritt erfolgt die
Denaturierung der DNA bei 96 °C, damit aus der doppelstrangigen DNA
leichter amplifizierbare Einzelstrange werden. Im zweiten Teil der PCR wird
die Reaktion auf die optimale Hybridisierungstemperatur der Primer gebracht.
Dies erleichtert die Anlagerung der Primer an die komplementaren Abschnitte
der Einzelstrange. Im letzten Schritt wird die Temperatur eingestellt, bei der
die Tag-Polymerase am effektivsten arbeitet, dies ist bei 72 °C. Sie
synthetisiert ausgehend von der 3'-OH-Gruppe der Primer, in Anwesenheit von
Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) den Einzelstrang zum
komplementéaren Doppelstrang. In einem PCR-Zyklus entstehen aus einem
doppelstrangigen DNA-Molekil zwei neue, identische Doppelstrdnge. Die

Vervielfaltigung erfolgt exponentiell.
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Folgender Ansatz wurde hierfir benutzt:

PCR (Reaktionsansatz fur eine Reaktion)

Komponente Volumen (L)
Vorwarts-Primer (10 pmol/uL) 0,45
Ruckwarts-Primer (10 pmol/uL) |0,45

DMSO 15
dNTP-Mix (10 mM) 0,3

10x Reaktionspuffer 15
Turbo-Pfu 0,3
Plasmid-DNA 0,6

H.O 9,9

Gesamt 15

Fur die Vervielfaltigung des Plasmids wurde die Turbo-Pfu-Polymerase
verwendet. Dabei wurden komplementare Primerpaare eingesetzt, die beide
die gewlnschte Mutation enthielten. Die Lage der Primer wurde so gewahlt,
dass sie links und rechts von der Mutationsstelle mit mindestens

12 Nukleotiden des komplementaren DNA-Stranges uUberlappten.

Thermocyclereinstellungen
Zyklen | Temperatur (°C) | Dauer (min)

Aktivierung der Polymerase 1 96 0,5
Denaturierung 96 0,5

Primer Anlagerung 18 55 1
Elongation 68 18
Endelongation 1 68 2

Kihlung 4 %

Anschliel3end war die Entfernung der methylierten doppelstrdngigen DNA, die
als Matrize diente, notwendig. Dazu wurde der Ansatz mit dem
Restriktionsenzym Dpnl (0,3 pL) versetzt und flr 2 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Als Amplifikationskontrolle wurden abschlieBend 2 pL des
Restriktionsansatzes mit 2,5 uL Ladepuffer und 5 pL Wasser versetzt, auf ein
1,5%iges Agarosegel aufgetragen und bei 80 V fir 30 min aufgetrennt. Um die
GroRe der aufgetrennten Nukleinsauren abschatzen zu kdénnen, wurde ein

Langenstandard mit aufgetragen.
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2.2.1.9 Reverse Transkription

Mit der Reversen Transkription (RT) kann RNA in komplementare
Desoxyribonucleinsdure (cDNA) umgeschrieben werden. Die Gesamt-RNA
aus verschiedenen humanen Geweben (z. B. Hirn, Leber) wurde von der
Firma Clontech bezogen.

Als Reverse Transkriptase wurde das Enzym Superscript Il von der Firma
Invitrogen verwendet.

Fur die Erzeugung von cDNA wurde 1 pg RNA pro Ansatz verwendet und mit
0,5 pL Hexanukleotiden fir 10 min bei 70 °C denaturiert und im Anschluss auf
Eis abgekuhlt.

Reaktionsansatz fir die Reverse Transkriptase

Komponente Volumen
RNA (1 pg/uL) 1uL
H.O 9 uL

Hexanukleotide 0,5 uL

10 min bei 70 °C, Abkihlung auf Eis

5x RT-Puffer 5uL
2mM dNTP 6 L
0,1 MDTT 2,5uL
Superscript Il 1uL
Gesamt 25 pL

Der Reaktionsansatz wurde fir 50 min bei 42 °C inkubiert und anschlieRend

das Enzym fir 10 min bei 75 °C inaktiviert.

2.2.1.10 RT-PCR zur Vervielfaltigung spezifischer Genabschnitte

Zur Vervielfaltigung der kodierenden Region von HO-1 und gleichzeitiger
EinfUhrung der spezifischen Erkennungssequenzen fir Restriktionsenzyme
wurden zwei verschiedene Reaktionsansatze benutzt. Die dafur verwendeten

Primer sind in Kapitel 2.1.2 aufgefthrt.
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Folgende Reaktion wurde fur die Einfuhrung der Erkennungssequenzen der
Restriktionsenzyme Sfil (spéatere Klonierung dieses Fragmentes erfolgte in den
Vektor pPR3-N) und BamHI und Hindlll (spéatere Klonierung dieses
Fragmentes erfolgte in den Vektor pSGEM) angesetzt:

Reaktionsansatz fir die RT-PCR

Komponente Volumen (pL)
10x PCR Puffer (enthalt 15 mM MgCl,) 2

2 mM dNTP 2
Vorwarts-Primer [5 pmol/ pL] 2
Ruckwarts-Primer [5 pmol/uL] 2
DMSO 0,8
cDNA (RT-Ansatz aus 2.2.1.9) 0,7
AmpliTag Gold Polymerase 0,12
H,O 10,38
Gesamt 20

Der Zyklus der PCR wird wie oben beschrieben in drei Schritte unterteilt (siehe

ortsgerichtete Mutagenese 2.2.1.8).

Thermocyclereinstellungen

Zyklen | Temperatur (°C) | Dauer (min)
Aktivierung der Polymerase 1 95 5
Denaturierung 95 0,5
Primer Anlagerung 35 55 0,5
Elongation 72 1,5
Endelongation 1 72 10
Kihlung 4

Als Qualitatskontrolle wurden anschlieend 5 pL des Reaktionsansatzes mit
Gelpuffer versetzt und auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen. Zudem wurde

zur Abschatzung der Groéf3e der Amplifikate ein Langenstandard aufgetragen.
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2.2.1.11 Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen und DNA-Ligation

Fir den Restriktionsverdau der DNA wurden entweder ,Fast Digest"
Restriktionsenzyme der Firma Fermentas, (hierbei wurde bei 37 °C fir 30 min
inkubiert), oder das Restriktionsenzym Sfil der Firma New England Biolabs
(hierbei wurde fiur 120 min bei 50 °C inkubiert) verwendet. Um den Vektor zur
Klonierung verwenden zu koénnen und eine Eigenligation des Vektors zu
verhindern, wurde dieser mit intestinaler alkalischer Phosphatase aus dem
Kalb behandelt. Dafir wurde das Enzym Fast AP der Firma Fermentas
eingesetzt. Zunachst wurde der Ansatz fur 20 min bei 37 °C inkubiert und
anschlieRend, um das Enzym zu deaktivieren, 5 min bei 75 °C erhitzt.

Restriktionsverdau mit Fast Digest Enzymen

Komponente Volumen (uL)
Plasmid-DNA (~ 1 pg) 1

10x Fast Digest Restriktionspuffer |1
Restriktionsenzym 1

H.O 7

Gesamt 10

Restriktionsverdau mit Sfil

Komponente Volumen (uL)
Plasmid-DNA (1 pg) 1

10x Restriktionspuffer 2 1

10x BSA 1
Restriktionsenzym Sfil (10 U/uL) 0,5

H,O 6,5

Gesamt 10

Ansatz fur eine DNA-Ligation

Komponente Volumen (pL)
Isoliertes DNA-Fragment 6

Vektor 2

10x Ligasepuffer 1

T4 DNA Ligase 1

Gesamt 10
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Das in den Vektor zu klonierende DNA-Fragment wurde nach entsprechendem
Restriktionsverdau  mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, die
entsprechende DNA-Bande nach Sichtbarmachung auf dem UV-Schirm
ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gelextraktionskits der Firma
Qiagen gemal der Herstellerangaben aus der Gelmatrix isoliert.

Die DNA-Ligation wurde mit T4 DNA Ligase durchgefihrt und entweder fur
1 Stunde bei Raumtemperatur oder bei 16 °C Uber Nacht inkubiert und

anschlielend in Bakterienzellen transformiert (Kap. 2.2.1.2).

2.2.1.12 In vitro-Transkription

Die cRNA, die fur die Proteinexpression in Xenopus laevis Oozyten benétigt
wird, wurde mittels MMESSAGEMMACHINE® T7 Kit hergestellt.

Zu Beginn wurden die entsprechenden kodierenden Regionen der Gene
hTREK-1c und HO-1 (Kap. 2.2.1.10 und 2.2.1.11) in den Expressionsvektor fur
Oozyten pSGEM (Vektorkarte siehe Anhang) subkloniert. Dieser Vektor
enthalt die Bindungsstelle fur die Phagen RNA-Polymerase T7 (T7-Promotor).
Vor und hinter der multiplen Klonierungsstelle befinden sich die 5-und 3‘-nicht
translatierten Regionen (UTR) des Xenopus laevis Gens B-Globin. Um lange
Transkripte zu vermeiden, wird das pSGEM-Konstrukt mit dem
Restriktionsenzym Nhel linearisiert und mittels eines DNA-Purification Kits

aufgereinigt. Die in vitro-Transkription wurde nach Herstellerangaben

durchgefuhrt.

Ansatz fur die in vitro-Transkription

Komponente Volumen (L)
2x NTP/cap 7,5

10x Reaktionspuffer 15
linearisierter Vektor (0,8 ug) 4,5

Enzym Mix 1,5

Gesamt 15

Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden bei 37 °C wurde die Qualitat der

cRNA mittels Agarosegelelektrophorese Uberprift. Danach wurde die

36



2. Material und Methoden

synthetisierte cRNA durch Lithium-Chlorid-Prazipitation gefallt. Hierflir wurden
dem gesamten Ansatz 19 pL LiCl und 22,5 pL RNase-freies H,O zugefiigt und
dieser 30 min bei -20 °C inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz fir 30 min
bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen, das Pellet mit 80%igem Ethanol (v/v) gewaschen und erneut 20
min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Danach wurde das Ethanol
vollstdndig entfernt und das Pellet fir 5 min bei 37 °C getrocknet. Das
getrocknete Pellet wurde in 20 pL RNase-freiem H,O resuspendiert.

Per Agarosegelelektrophorese wurde die Qualitat der cRNA erneut Uberprift
und die Konzentration spektralphotometrisch bei einer Wellenlange von
260 nm bestimmt.

AbschlieBend wurden die entsprechenden cRNA-Verdinnungen und
Mischungen angesetzt, die fur die Injektionen in die Oozyten verwendet

wurden.

2.2.2 Elektrophysiologie

2.2.2.1 cRNA-Injektion in Xenopus laevis Oozyten

Fir die Injektion wurden zunachst mit einem Mikropipettenpuller Glaskapillaren
zu Mikropipetten gezogen. Um fur die Oozyten einen mdoglichst
atraumatischen Einstich zu gewahrleisten, wurden alle Pipetten an einer
Mikroschmiede auf einen einheitlichen Durchmesser von 8-10 um gebracht.

An dem Injektionsplatz bestehend aus einem Mikroskop, einem Mikroinjektor
und einem Mikromanipulator wurde die cRNA in die Mikropipette blasenfrei
aufgesogen und durch einen definierten Injektionsschub in die Oozyte injiziert.
Durch den Mikroinjektor wurde so pro Oozyte eine definierte Menge von 50 nL
abgegeben. Die Menge an bendtigter cRNA basierte dabei auf
Erfahrungswerten und vorherigen Versuchsreihen. Nach erfolgter Injektion
wurden die Oozyten bei 18 °C fir 48 Stunden in ND 96 Aufbewahrungslosung

geschwenkt.
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ND 96 Puffer Aufbewahrungslésung
Komponente Konzentration
NacCl 96 mM

KCI 2mM

CacCl, 1,8 mM
MgCl, 1mM
HEPES 5mM

in H,O pH 7,4
Natriumpyruvat 2,5mM
Theophyllin 90 mg/L
Gentamycin 20 pg/L

2.2.2.2 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme von Xenopus laevis Oozyten

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden konnten die Oozyten mit Hilfe der
Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) elektrophysiologisch
charakterisiert werden. Der Messstand setzte sich aus Mikroskop,
Referenzelektroden, Perfusionskammer mit Perfusionssystem, Verstarker mit
Messelektroden, einem Analog/Digitalwandler und einem PC mit einer auf
LabView basierenden Software zusammen. Als Messelektroden wurden
Glaskapillaren verwendet, die mittels eines Mikropipettenpullers gezogen und
mit 3 M KCI-Lésung befullt wurden. Zwei Referenzelektroden in der
Perfusionslosung waren direkt mit dem Verstarker verbunden. Die ND 96
Messlosung wurde in die Perfusionskammer eingeleitet, die mit einem
Uberlaufschutz versehen war.

Es wurde immer eine injizierte Oozyte in die Perfusionskammer tberfuhrt, die
beiden Messelektroden wurden mit Hilfe des Mikroskops an der
Oozytenmembran platziert. Dabei wurde das Haltepotential auf -80 mV
geklemmt und eine Spannungsrampe gefahren (siehe Abb. 2.1). Der
Stromverlauf wurde Uber die Zeit aufgezeichnet und die resultierenden Strome

bei jeweils 0 mV abgelesen und gespeichert.
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+40 mV

-80 mV -80 mV

Abb. 2.1 Spannungsprotokoll zur TEVC bei hTREK-1 Kanéalen.

ND 96 Puffer (10x)

Komponente Konzentration (mM)
NacCl 960

KCI 20

CaC|2 18

MgCl, 10

HEPES 50

in H,O

pH 7,4 mit NaOH einstellen

2.2.2.3 Statistik

Die zu vergleichenden Datensatze wurden anhand des zweiseitigen,
ungepaarten T-Tests auf signifikante Unterschiede Uberprift. Der Test gibt
Auskunft dariber, ob sich die Mittelwerte zweier Datensatze statistisch
unterscheiden. Dabei gilt der p-Wert als Mal3 fir die Irrtumswahrscheinlichkeit
und wird mit zunehmender Signifikanz kleiner. Werte, die < 0,05 waren, galten
als signifikant unterschiedlich und wurden mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
Werte kleiner als 0,01 mussen mit zwei Sternen (**) hochsignifikant, Werte
kleiner als 0,001 missen mit drei Sternen (***) hochstsignifikant markiert

werden.
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2.2.3 Zellkultur

Die Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefuhrt. Die
Aufbewahrung der HelLa-Zellen erfolgte in Anzuchtflaschen unter

wasserdampfgesattigter Atmosphéare bei 5 % CO, und 37 °C in Vollmedium.

HelLa Medium

Komponente Menge
DMEM 500 mL
FCS 10 % (v/v)
Penicillin 100 U/mL
Streptomycin 100 pg/mL

2.2.3.1 Splitten von Zellkulturen

Zu Beginn wurde das Nahrmedium der Zellen mit einer Vakuumpumpe
abgesaugt. Die Zellen wurden mit 5 mL PBS (Invitrogen) gewaschen und dann
mit 2 mL 0,25%igem Trypsin fur 3 min im Inkubator bei 37 °C inkubiert, damit
sich die Zellen besser vom Boden der Anzuchtflasche I6sen. Im Anschluss
daran wurde unter einem Mikroskop Uberprift, ob sich die Zellen abgel6st
hatten, dann wurde die Trypsinreaktion mit 7 mL Komplettmedium abgestoppt.
Die Suspension wurde in ein 50 mL Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und far
2 min bei 100 g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde wieder mittels Vakuumpumpe abgenommen und das
Zellpellet konnte in 3 mL Komplettmedium resuspendiert werden. Zur
Proteingewinnung aus HelLa-Zellen wurden diese in 6-Well-Platten tberfihrt
und mit Komplettmedium versetzt. Um neue Zellen auszuséen, wurden diese
in gewunschter Verdinnung in eine mit Komplettmedium geflillte

Anzuchtflasche Uberfiihrt.
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2.2.3.2 Transiente Transfektion von Zellkulturen

Fur die Expression von Proteinen in Saugerzellen wurde eine transiente
Transfektion  durchgefiihrt.  Als  Transfektionsreagenz  diente  dabei
Lipofectamin. Am Tag zuvor wurden die Zellen in 6-Well-Platten eingesat.

Als eine Konfluenz von 80 % gegeben war, konnte mit der transienten
Transfektion begonnen werden. Dazu wurde das Medium abgesaugt und
durch 4 mL DMEM mit FCS ersetzt und fir 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Fur
jeden Transfektionsansatz wurden 200 uL DMEM ohne Zuséatze in zwei sterile
1,5 mL Reaktionsgefal3e uberfuhrt. In das eine wurde nun 8 pL Lipofectamin
und in das andere 5 pug Plasmid-DNA gegeben, welches das gewiinschte Gen
beinhaltete. Beide Ansatze wurden gevortext und fur 5 min inkubiert.
AnschlieBend wurden beide Ansatze vereinigt und flir 15 min inkubiert.
Danach wurde der Ansatz auf die mit DMEM und FCS vorbereiteten Zellen
gegeben. Das Medium wurde nach 4 Stunden gewechselt, die Zellen wurden
fur 48 h inkubiert.

2.2.4 Proteinbiochemie

2.2.4.1 Proteinisolierung aus HelLa-Zellen

48 Stunden nach der Transfektion der HelLa-Zellen wurde zunachst das
Medium abgesaugt und jeder Ansatz einmal mit 5 mL 1x PBS gewaschen.
Nun wurde 1 mL PBS hinzugefigt und die Zellen auf Eis mit einem
Zellschaber vom Boden der 6-Well-Platte gelést. AnschlieRend wurden die
Zellen in ein Reaktionsgefal3 Gberfuhrt und fur 5 min bei 300 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 mL Triton X-100 Lysepuffer, der mit 10 uL
Protease-Inhibitor-Cocktail versetzt worden war, aufgenommen, resuspendiert
und fir 30 min bei 0 °C inkubiert. Danach wurde fur 30 min bei 13000 rpm und
4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt.

AbschlieRend wurde 2x SDS-Probenpuffer hinzugefiigt und das Lysat fir

5 min bei 95 °C denaturiert.
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PBS (10x)

Komponente Konzentration
NacCl 1,37 M

KCI 26,8 mM
Na,PO, 80 mM
KH,PO, 14,7 mM

2x SDS Probenpuffer

Komponente Konzentration
TRIS/HCI, pH 6,8 |125 mM
Glycerol 20% (v/v)
DTT 100 mM

SDS 4 % (wWiv)
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)

Triton X-100 Lysepuffer

Komponente Konzentration
Triton X- 100 1 % (v/v)
NacCl 150 mM
TRIS 50 mM

pH = 7,5 einstellen

Protease Inhibitor Cocktail |10 pL/mL

2.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Proteine entsprechend ihres Molekulargewichts aufzutrennen, wurde
eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese durchgefihrt. SDS geht eine
Bindung mit allen Proteinen ein und nivelliert durch seine stark negative
Ladung alle Ladungen der Proteine, so dass die Eiweil3e lediglich nach ihrem
Molekulargewicht und nicht anhand ihrer Ladung aufgetrennt werden. Fur die
Herstellung der Gele wurde zunéachst eine Vorrichtung aufgebaut in der das
GieRen selbiger exakt moglich ist. Das Entfetten der Glasplatten, das
Anbringen der Silikondichtung und das Einspannen der Glasplatten schlossen
sich an. Jetzt wurde das Trenngel hergestellt und bis zwei Zentimeter

unterhalb der Kante der kirzeren Glasplatte eingefullt und mit Isopropanol
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Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt, das
Sammelgel gegossen und ein Gelkamm zur Bildung der Taschen eingesetzt.
Nach der Polymerisation des Sammelgels wurden der Gelkamm und die
Silikondichtung  entfernt, das  fertige  Polyacrylamidgel in  die
Gelelektrophoresekammer eingespannt und die Kammer mit einfach
konzentriertem Elektrodenpuffer aufgefullt. Die Geltaschen wurden mit den
entsprechenden proteinhaltigen Zelllysaten beladen, die vorher 1:1 mit
zweifach konzentriertem SDS Probenpuffer versetzt worden waren. Um die
Grol3e der Proteine abschéatzen zu kdnnen, wurde ein Proteinlangenstandard
aufgetragen. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer
Spannung von 200 mV und einer Stromstarke von 35 mA fir ein Gel, bzw.

50 mA fiir zwei Gele fiir 50 min.

Trenngel

Komponente Konzentration
10%ig |12%ig

30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid 3,33 mL |4 mL

H,O 3,2mL [2,53mL
Sammelgelpuffer 3,33 mL | 3,33 mL
10 % SDS (w/v) 100 uL | 100 pL
APS 50 uL |50 pL

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 10 pL 10 pL

Sammelgel (4%ig)

Komponente Konzentration
30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid |1,33 mL

H.O 6,57 mL
Sammelgelpuffer 2mL

10 % SDS (w/v) 100 pL

APS 100 pL
TEMED 10 pL
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10x Elektrodenpuffer

Komponente Konzentration
TRIS 250 mM
Glycin 1,92M

pH 8,3 mit NaOH einstellen

2.2.4.3 Westernblot nach der Fluoreszenz-Methode

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden unter semi-

trockenen Bedingungen auf eine Nitrozellulosemembran mit einer Spannung

von 50 mA fur 80 min geblottet. Die in der Abbildung grin dargestellten

Filterpapiere wurden mit Blotting Puffer durchtrankt (siehe Abb. 2.2).

Kathode
- Blotting Puffer ’
I Proteine (-) I Gel
1 l Membran
'Blotting Puffer ]
+
Anode

Abb. 2.2 Aufbau der Blotvorrichtung.
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Ponceau S-LAsung
Komponente Konzentration
Essigsaure 1 % (v/v)
Ponceau S 0,5 % (w/v)
in H,O

Blotting Puffer

Komponente Menge (g)
TRIS 5,82
Glycin 2,93

SDS 0,375

200 mL Methanol

mit Aqua dest auf 1 L auffullen

Mit einer Ponceau S-Farbung konnte dann die Ubertragung der Proteine auf
die Nitrozellulosemembran Uberprift werden. Daflr wurde die Membran in
5 mL Ponceau S-Lésung geschwenkt. Bei erfolgreichem Transfer wurden die
Proteine durch Rotfarbung sichtbar. Die Membran wurde fotografiert und zur
Dokumentation gespeichert. Durch mehrmaliges Waschen mit H,O wurde die
Ponceau S-Losung wieder entfernt. Nun wurde die Membran fur 2 h in einer
Roti-Block-Losung (Roti®-Block, 1:10 verdinnt in PBS (PBS siehe 2.2.4.1))
inkubiert, damit unspezifische Bindungsstellen der Proteine blockiert wurden.
Im Anschluss folgte die einstiindige Inkubation mit dem 1:1000 in Roti-Block-
Ldsung verdunntem Erstantikdrper. Es schloss sich eine dreimalige Waschung
a 10 min mit Roti-Block-Losung an. Als nachstes erfolgte die einstiindige
Inkubation des in Roti-Block-Lésung verdinnten Zweitantikbrpers unter
Lichtausschluss. Der Zweitantikdrper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff
verbunden, der bei einer Wellenlange zwischen 680 und 800 nm im nahen
Infrarotbereich fluoresziert. AnschlieRend wurde dreimal mit Roti-Block-Ldsung
fur je 10 min gewaschen. Die Auswertung fand mit der Odyssey Sa Express
Software der Firma LI-COR und dem dazugehorigen Gerat statt. Es ist in der
Lage ist den fluoreszierenden Farbstoff zu detektieren und dadurch die
Banden im Westernblot sichtbar zu machen. Zu Dokumentationszwecken

wurden die Westernblots gespeichert.
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2.2.5 Hefe-Zwei-Hybrid-System

Um direkte Interaktionen von integralen Membranproteinen oder membran-
assoziierten Proteinen in Hefe nachzuweisen, wurde ein spezielles Hefe-Zwei-
Hybrid-System verwendet, das sogenannte ,Split Ubiquitin Yeast-Two Hybrid
Membrane Protein Kit“ der Firma MoBiTec (Abb. 2.3). Dieses System nutzt die
Beobachtung, dass das Protein Ubiquitin in zwei Segmente (C-terminal (Cub)
und N-terminal (Nub)) aufgetrennt werden kann, die nach gemeinsamer
Expression in einer Zelle wieder zu einem ,geteilten® (split) Ubiquitin
zusammenfinden. Durch eine Punktmutation im Nub-Segment (NubG) des
Ubiquitins wurde die hohe Affinitat zu dem Cub-Segment komplett zerstort,
was eine spontane Zusammenlagerung beider Segmente verhindert. Die
beiden Ubiquitinsegmente liegen in diesem System in zwei unterschiedlichen
Vektoren vor: dem Kodervektor pBT3-N (Bait), welcher das Cub-Segment
beinhaltet, und dem Beutevektor pPR3-N (Prey), welcher das NubG-Segment
beinhaltet. Die kodierenden DNA-Regionen der Proteine, deren Interaktionen
untersucht werden sollten, wurden mit den C-terminalen Enden der jeweiligen
Ubiquitinsegmente in den Vektoren pBT3-N und pPR3-N fusioniert. Dazu
wurde die kodierende DNA-Region der HO-1 in den Beutevektor pPR3-N
kloniert. Die Kddervektoren pBT3-N mit den kodierenden DNA-Regionen der
interessierenden lonenkanalproteine lagen bereits vor. Zur Untersuchung der
Interaktionen werden beide entsprechend vorbereitete Vektoren, pBT3-N und
pPR3-N, in kompetente Hefezellen NMY51 transformiert und kultiviert. Dabei
kommt es zur Expression der NubG- und Cub-Fusionsproteine.

Der Kodervektor (pBT3-N) kodiert neben dem Cub-Segment auch fir einen
artifiziellen Transkriptionsfaktor-Komplex (TF-Komplex), der sich aus der LexA
DNA-bindenden Doméne und dem Herpes simplex VP16 Transaktivator
zusammensetzt und N-terminal an das Cub-Segment fusioniert ist. Kommt es
aufgrund einer starken Interaktion der beiden zu untersuchenden Proteine zu
einer dichten Annaherung der NubG- und Cub-Segmente, formiert sich ein
.geteiltes” (split) Ubiquitinprotein, das von der Ubiquitin spezifischen Protease
(UBP) erkannt werden kann. Die UBP spaltet dann den an Cub angehefteten
TF-Komplex ab, der nach Translokation in den Zellkern die Aktivierung der

Transkription der Reportergene His3, Ade und lacZ bewirkt. Die Hefezelle ist
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bei einer Interaktion der beiden Proteine in der Lage Histidin und Adenin zu
synthetisieren und auf einem Selektionsmedium, dem kein Histidin und Adenin
zugesetzt wurde, zu wachsen. AuBerdem wird nun in der Hefe das Enzym
B-Galaktosidase (kodiert von dem lacZ-Gen) gebildet, dessen Aktivitat in
einem Nachweistest (X-Gal Assay) durch Blaufarbung der Hefezellen gezeigt

werden kann.

Bail (Cub-TF)

Prey (NubG)
N N

Abb. 2.3 Interaktion von Bait und Prey.
Schematische Darstellung der Fusion von Cub und Nub, Abspaltung des Reporterproteinkomplex
und Aktivierung der Gene lacZ und His3 im Nukleus. [Darstellung nach MoBiTec]

2.2.5.1 Hefe-Transformation

Zunachst wurden 50 mL YPAD-Medium mit einem Hefeklon des Stammes
NMY51 angeimpft und bei 30 °C uber Nacht geschittelt. Mit dieser
Ubernachtkultur wurde am darauf folgenden Tag 50 mL frisches YPAD-
Medium auf eine optische Dichte (OD) von 0,2 bei 546 nm eingestellt und
solange bei 30 °C inkubiert, bis die OD 0,6 erreicht war. Danach wurde die
Hefekultur fur 15 min bei 2500 g zentrifugiert und das Hefepellet in 2,5 mL
autoklaviertem Wasser resuspendiert. Fur die Transformation wurde der

PEG/LIAc Mastermix angesetzt:
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PEG/LIOAc Master Mix fur den Transformationsansatz

Komponente Menge (pL)
PEG (50 %) 240
LIOAc 36

denaturiertes Lachssperma 25

Nun wurden 100 pL der Hefe-Suspension, 300 pL des Master Mix und 0,5 pg
der Plasmid-DNA des Koderproteins und des Beuteproteins in ein
ReaktionsgefalR gegeben, fur 20 s gevortext und dann fir 45 min bei 42 °C im
Wasserbad inkubiert. Nach einem kurzen Abzentrifugieren fir 5 min bei
400 rpm wurde das Hefepellet in 100 pL 0,9%iger NaCl-Losung resuspendiert,
auf Leucin- und Tryptophanfreien SD-Minimalmediumplatten (—LW-Platten)
ausplattiert und fur 3-4 Tage bei 30 °C inkubiert. Die Hefekolonien, die auf den
—LW-Platten wachsen konnen, beinhalten beide Plasmid-DNAs, die

transformiert wurden.

YPAD- Medium
Komponente Konzentration
YPD Medium 50 g/L
Adeninsulfat 40 mg/L
SD-Medium

SD-LW SD-LWHA
SD Minimal Medium 27 g/L 27 g/L
Dropout Mix 640 mg/L | 600 mg/L
SD-Platten
+ Agarose 15g/L 15g/L
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2.2.5.2 Hefe-Spotting

Um zu testen, ob die Interaktion zweier Proteine stattgefunden hat, wurden
funf voneinander unabhangige Hefeklone, die auf einer —LW-Platte gewachsen
waren, zusatzlich auf eine Leucin-, Tryptophan-, Histidin- und Adenin-freie
SD-Minimalmediumplatte (—-LWHA-Platten) gespottet. Dazu wurde jeweils ein
Klon von der —LW-Platte in 50 pyL 0,9%iger NaCl-Lésung resuspendiert und
davon 2,5 pL punktférmig jeweils auf einer neuen —LW-Platte (Kontrolle) und
-LWHA-PIlatte pipettiert und fir zwei bis drei Tage bei 30 °C inkubiert.

2.2.5.3 X-Gal Assay

Durch die Protein-Proteininteraktion werden neben den Genen, die fir Histidin
und Adenin kodieren, unter anderem auch das lacZ-Gen angeschaltet,
welches flr das bakterielle Enzym [p-Galaktosidase kodiert. Wird dieses
Enzym in der Hefe gebildet, kann es in einem X-Gal Assay durch Blaufarbung
nachgewiesen werden. Fur den Versuch wurden die Hefekolonien auf
Filterpapier gestempelt und fir 5 min in flussigem Stickstoff fixiert. Danach
wurden die Filterpapiere funf Minuten in Petrischalen aufgetaut und darin mit
einer Mischung aus X-Gal (0,01%ig, (w/v)) und Agarose (0,5%ig, (w/v)) gelost
in 1x PBS uberschichtet. Nach einer Stunde konnte anhand der Blaufarbung
eine  Aussage Uber  die Interaktion getroffen  werden. Zu
Dokumentationszwecken wurde die Uberschichtete Platte eingescannt und

gespeichert.
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3. Ergebnisse

3.1 Direkte Interaktion von hTREK-1c und anderen Kyp-Kanalen mit

Hamoxygenase-1 und Hamoxygenase-2 im Hefe-zwei-Hybrid-System

Die Aktivitat der TREK-1-Kanéale wird durch verschiedenste chemische und
physikalische Faktoren reguliert. Auch die Interaktion mit anderen Proteinen
kann die Aktivitat dieser Kanale beeinflussen. Es wurde kurzlich gezeigt, dass
TREK-1 und auch andere Kje-Kandle mit dem Enzym Hamoxygenase-2
(HO-2) interagieren. Fur die SpleiBvariante TREK-1c ergaben die
Untersuchungen eine funktionelle Interaktion mit HO-2, die eine Steigerung
der Kanalaktivitat zur Folge hat (Koschinsky, 2010). Neben der konstitutiv
exprimierten HO-2 ist auch die induzierbare Isoform Hamoxygenase-1 (HO-1)
bekannt, die beide eine 45%ige Identitdt und eine 76%ige Similaritat auf
Ebene der Aminoséuresequenzen haben. Es sollte nun der Frage
nachgegangen werden, ob die Interaktion von TREK-1c und anderen Kazp-
Kanalen mit HO-2 spezifisch fir diese Isoform ist oder ob auch die Isoform
HO-1 mit TREK-1c und anderen Ky-Kandlen interagieren kann. Zur
Untersuchung der Interaktionen wurde das Hefe-Zwei-Hybrid-Membranprotein-
System (MoBiTec) verwendet, mit welchem Interaktionen von integralen
Membranproteinen untersucht werden kdénnen. Dazu wurde die kodierende
Region von HO-1 in den Beutevektor pPR3-N kloniert. Die Kddervektoren, die
die kodierenden Regionen von TREK-1c und anderen Kyp-Kanélen enthielten
und der Beutevektor mit der kodierenden Region von HO-2 lagen bereits vor.

Bei Anwendung der Methode der direkten Interaktion von Membranproteinen
im Hefe-zwei-Hybrid-System (Split-Ubiquitin System) fihrt eine Interaktion
zwischen zwei Proteinpartnern dazu, dass die beiden getrennten
Ubiquitinsegmente, Cub und NubG, zusammengefuhrt werden. Die darauf
folgende Freisetzung des Transkriptionsfaktor-Komplexes (TF-Komplex)
bewirkt die Aktivierung bestimmter Reportergene (z. B. His3 oder lacZ), die es
den Hefezellen ermdglicht Histidin zu synthetisieren und auf Histidin freien
SD-LWHA Platten zu wachsen. Eine Aktivierung des Gens lacZ fuhrt zur
Bildung des Enzyms B-Galaktosidase, welches durch Blaufarbung im X-Gal

Assay nachgewiesen werden kann. Mit Hilfe dieser beiden Reporterproteine
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kann eine Protein-Proteininteraktion zum einen durch das Wachsen der
Hefezellen auf SD-LWHA Platten nachgewiesen werden, zum andern mittels

X-Gal Assay gezeigt werden.

3.1.1 Untersuchung der Interaktionen von hTREK-1 Spleif3varianten mit
HO-1 und HO-2

Da fur die drei aminoterminalen Splei3varianten des humanen TREK-1
Interaktionen mit HO-2 nachgewiesen werden konnten, wurden mdgliche
Interaktionen von TREK-1a, -b und -c mit der Isoform HO-1 im Hefe-zwei-
Hybrid-System getestet. Es sei angemerkt, dass in jedem Experiment das
Wachstum von funf voneinander unabhéngigen Hefekolonien auf den in
Abb. 3.1 angegebenen Selektionsmedien (SD-LW- und -LWHA) untersucht
wurde und ein X-Gal Assay durchgefuhrt wurde. Jedes Experiment wurde
dreimal durchgefuhrt. Abb. 3.1 zeigt reprasentativ fur jede Kombination das
Wachstum einer transformierten Hefekolonie auf den Selektionsmedien SD-
LW und SD-LWHA und das Ergebnis des X-Gal Assays.

Das Wachstum der Kolonien in Spalte -LW (Abb. 3.1) zeigt, dass bei allen
Kombinationen von TREK-1 und Hamoxygenasen (HO-1 und HO-2) beide
Vektorkonstrukte (pBT3-N und pPR3-N) transformiert waren. Spalte -LWHA
zeigt, dass bei allen Kombinationen von TREK-1 mit HO-1 kein Wachstum der
Hefekolonien auf dem Selektionsmedium SD-LWHA stattgefunden hat.
Hingegen zeigen alle Kombinationen von TREK-1 mit HO-2, die als
Positivkontrollen in diesem Experiment dienten, ein Wachstum der
Hefekolonien auf dem Selektionsmedium SD-LWHA. Der X-Gal Assay, dessen
Ergebnis in der Spalte X-Gal (Abb. 3.1) dargestellt ist, bestétigt die zuvor
gemachte Beobachtung des Wachstumsverhaltens auf dem Selektionsmedium
SD-LWHA.

Fur die SpleiRvarianten TREK-1a, -b und -c konnte keine direkte Interaktion
mit der Isoform HO-1 nachgewiesen werden. Die Interaktion zwischen den
TREK-1 SpleiRvarianten und HO-2 scheint somit spezifisch fir diese Isoform

der Hdmoxygenasen zu sein.
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-IW  -LWHA X-Gal

hTREK-1a + hHO-1 ls]
hTREK-1a + hHO-2 @
hTREK-1b+ hHO-1 0
hTREK-1b + hHO-2 . ]
hTREK-1¢+ hHO-1 ©
hTREK-16+ hHO-2 e o @

Abb. 3.1 Untersuchung der Interaktion von TREK-1 Spleivarianten mit HO-1 und HO-2.
hTREK-1a, -b oder -c (alle in pBT3-N) und HO-1 oder HO-2 (alle in pPR3-N) wurden in die Hefezellen
transformiert und auf SD-LW Platten bei 30 °C fir zwei Tage inkubiert. Anschlieend wurden finf
voneinander unabhangige Hefekolonien auf SD-LW Platten (-LW) und auf SD-LWHA Platten (-LWHA)
gespottet und fur drei Tage bei 30 °C inkubiert. Die Hefekolonien der SD-LWHA Platten wurden dann im
X-Gal Assay (X-Gal) untersucht. Es ist jeweils nur eine Hefekolonie exemplarisch dargestelit.

3.1.2 Untersuchung der Interaktion weiterer K;p-Kanéle mit HO-1 und
HO-2

In vergangenen Experimenten konnten Interaktionen auch fur weitere Kazp-
Kanadle mit HO-2 nachgewiesen werden (Koschinsky, 2010). Nun wurden
maogliche Interaktionen mit den Kyp-Kanédlen TREK-2¢ und TASK-1 sowohl mit
der Isoform HO-1 als auch mit HO-2 getestet. Hierbei wurde ebenfalls in jedem
Experiment das Wachstum von funf voneinander unabhangigen Hefekolonien
auf den in Abb. 3.2 angegebenen Selektionsmedien (SD-LW und SD-LWHA)
untersucht und ein X-Gal Assay durchgefthrt. Jeder Versuch wurde dreimal
durchgefuhrt. In Abb. 3.2 wird reprasentativ fir jede Kombination das
Wachstum von einer transformierten Hefekolonie auf den Selektionsmedien
SD-LW und SD-LWHA und das Ergebnis des X-Gal Assays gezeigt.
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-IW LIWHA X-Gal

hTREK-2¢ + hHO-1

hTREK-2¢ + hHO-2 o

o
"

hTASK-1 + hHO-1

hTASK-1 + hHO-2 (+]

Abb. 3.2 Untersuchung der Interaktion weiterer Kzp-Kanéle mit HO-1 und HO-2.

hTREK-2c und hTASK-1 (beide in pBT3-N) und HO-1 oder HO-2 (beide pPR3-N) wurden in die Hefezellen
transformiert auf SD-LW Platten inkubiert und anschlieBend das Wachstumsverhalten einzelner Kolonien auf
SD-LW und -LWHA Platten getestet. Die Kolonien der SD-LWHA Platten wurden dann im X-Gal Assay (X-Gal)
untersucht. Es ist jeweils nur eine Hefekolonie exemplarisch dargestellt.

Die Spalte —LW (Abb. 3.2) zeigt das Wachstum der Kolonien aller
Kombinationen der Kjyp-Kandle TREK-2c und TASK-1 mit HO-1 und die
Kombination von TREK-2c und TASK-1 mit HO-2. Bei allen Kombinationen
waren also beide Vektorkonstrukte (pBT3-N und pPR3-N) transformiert
worden. Spalte —-LWHA zeigt, dass bei allen Kyp-Kanalen mit HO-1 kein
Wachstum der Hefekolonien auf dem Selektionsmedium SD-LWHA
stattgefunden hat. Bei der Kombination von TREK-2c¢c und HO-2, sowie
TASK-1 und HO-2, fand Wachstum der Hefekolonien auf dem
Selektionsmedium SD-LWHA statt. In der Spalte X-Gal ist das Ergebnis des
X-Gal Assays dargestellt. Hier bestatigt sich das Wachstumsverhalten auf dem
Selektionsmedium SD-LWHA. Fir den Ky-Kanal TREK-2c¢ und den
sauresensitiven Kyp-Kanal TASK-1 konnte keine direkte Interaktion mit der
Isoform HO-1 nachgewiesen werden. Die Interaktion zwischen den Kop-
Kanadlen TREK-2c und TASK-1 mit HO-2 scheint somit spezifisch fir diese

Isoform der Hamoxygenasen zu sein.
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3.1.3 Direkte Interaktion des Kir2.1 mit HO-1 und HO-2

Um der Frage nachzugehen, ob die negative Interaktion von Hamoxygenase-1
spezifisch an Kyp-Kanale gebunden ist, wurde im nachsten Ansatz der humane
Kir2.1 Kanal getestet, der zu der Einwartsgleichrichter Kaliumkanalfamilie
gehort (siehe Kapitel 1.1). Der Beutevektor pBT3-N-Kir2.1 wurde von
Dr. V. Renigunta zur Verfugung gestellt. Die korrekte Anordnung des Kir2.1
Kanals in der Membran wurde durch die Coexpression von pBT3-N-Kir2.1 mit
den Kontrollvektoren bestétigt (Abb. 3.3). Als Positivkontrolle wurde der
Beutevektor pBT3-N-Kir2.1 mit dem Vektor pAl-Alg5 (MoBiTec) in die
Hefezellen cotransformiert. Der Vektor pAl-Alg5 kodiert ein Fusionsprotein,
das aus dem Hefe ER-Protein Algs und dem Hefe Nubl-Ubiquitinsegment
besteht. Dieses Fusionsprotein interagiert aufgrund der hohen Affinitat des
Nubl-Segments zu dem Cub-Segment mit dem Fusionsprotein LexA-VP16-
Cub-Kir2.1 (vom Beutevektor kodiert) und es formiert sich das ,split“-Ubiquitin.
Wenn das Beuteprotein Kir2.1 in der richtigen Orientierung in die Membran
eingebaut ist, kann der zytosolisch lokalisierte TF-Komplex, LexA-VP16, durch
UBP freigesetzt und nachfolgend die Transkription der Reportergene His3 und
lacZ aktiviert werden. Die Hefezellen kdnnen dann auf dem Selektionsmedium
SD-LWHA wachsen (siehe Kapitel 2.2.5). Als Negativkontrolle wurde der
Vektor pDL2-Alg5 (MoBiTec) verwendet, welcher fir ein Fusionsprotein
kodiert, das aus dem Hefe ER-Protein Alg5 und dem mutierten NubG-
Ubiquitinsegment aus der Hefe besteht. Das NubG-Segment kann aufgrund
der Mutation nicht mehr mit dem Cub-Segment interagieren mit der Folge,
dass sich kein ,split“-Ubiquitin formieren kann und die weiter oben
beschriebenen Aktivierungsprozesse der Reportergene nicht stattfinden
konnen. Bei diesem Experiment sollten die Hefezellen nicht mehr auf dem

Selektionsmedium SD-LWHA wachsen kdnnen.
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-LW -IWHA X-Gal

hKir2.1-pBT3N + hHO-1 ()
hKir2.1-pBT3N + hHO-2 ®
hKir2.1-pBT3N ; pAl -Alg5 (Positiv) o o B
hKir2.1-pBT3N ; pDL2 —Alg5 (Negativ) Q

Abb. 3.3 Untersuchung der Interaktion von Kir2.1 mit HO-1 und HO-2.

Kir2.1 (pBT3-N) und HO-1 und HO-2 (beide pPR3-N) wurden in die Hefezellen transformiert, auf SD-
LW Platten inkubiert und anschlieBend das Wachstumsverhalten einzelner Kolonien auf SD-LW und
-LWHA Platten getestet. Des Weiteren wurden beide Konstrukte mit einer Positivkontrolle pAl-Alg5 und
einer Negativkontrolle pDL2-Alg5 getestet. Die Kolonien der SD-LWHA Platten wurden dann im X-Gal
Assay (X-Gal) untersucht. Es ist jeweils nur eine Hefekolonie exemplarisch dargestellt.

Die Untersuchungen des Beutevektors pBT3-N-Kir2.1 mit der Positiv- und
Negativkontrolle ergaben (Abb. 3.3), dass das Beuteprotein Kir2.1 in der
richtigen Orientierung in die Membran eingebaut wurde.

Die Cotransformation des Beutevektors pBT3-N-Kir2.1 mit den Kédervektoren
pPR3-N-HO-1 und -HO-2 =zeigte in beiden Fallen kein Wachstum der
Hefekolonien auf dem Selektionsmedium SD-LWHA und auch keine
Blaufarbung nach Durchfiihrung des X-Gal Assays. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass keine direkte Interaktion zwischen Kir2.1 und HO-1 oder -2
stattfindet.

3.2 Strommessungen von hTREK-1c unter dem Einfluss von HO-1 und

HO-2 in Oozyten aus Xenopus laevis

Die Untersuchungen zur direkten Interaktion von HO-1 mit verschiedenen Kyp-
Kanalen ergaben, dass HO-1, im Unterschied zu HO-2, mit keinem der
untersuchten Kanale interagiert. Die funktionelle Interaktion von TREK-1c mit
HO-2 wurde bereits durch eine Aktivierung des lonenkanals nach
gemeinsamer Expression beider Proteine in X. laevis Oozyten nachgewiesen
(Koschinsky, 2010). Aus diesen Ergebnissen wurde die Arbeitshypothese
aufgestellt, dass die Interaktion beider Proteinpartner (TREK-1c und HO-2) an
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der Zellmembran dazu fuhrt, dass die lokale Konzentration des HO-2
Reaktionsproduktes Kohlenmonoxid (CO) ansteigt und diese zu einer
Aktivierung des lonenkanals fuhrt. Aufgrund der Tatsache, dass bei beiden
Isoformen der Hamoxygenase (HO-1 und HO-2) CO als Reaktionsprodukt
anfallt, sollte untersucht werden, ob bei Coexpression von TREK-1c mit HO-1
ebenfalls eine Kanalaktivierung auftritt.

Mittels in vitro-Transkription wurde zunachst cRNA von hTREK-1c, HO-1 und
HO-2 hergestellt. Nach Coinjektion der cRNAs von hTREK-1c und HO-1 oder
HO-2 in X. laevis Oozyten sollten die funktionellen Auswirkungen auf den Kzp-
Kanal untersucht werden. Dazu wurden elektrophysiologische Messungen mit
Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) durchgefuhrt. Dabei
wurde das Membranpotential auf -80 mV geklemmt, eine neun Sekunden
andauernde Spannungsrampe von -120 mV bis +40 mV gefahren und die
Stromamplitude der Oozyten bei 0 mV abgelesen (siehe Abb. 3.4 a). Die

gemessenen Strome wurden auf hnTREK-1c normiert.

Abbildung 3.4 b zeigt deutlich, dass die Coexpression von hTREK-1c mit HO-1
keine signifikante Erh6hung des Stroms bewirkt. Dagegen fuhrt Coexpression
von hTREK-1c mit HO-2, welche als direkte Interaktionspartner im Hefe-Zwei-
Hybrid-System identifiziert werden konnten, zu einer signifikanten Erh6hung
des hTREK-1c Stroms um 20 %. Aus diesem Ergebnis kann gefolgert werden,
dass zum einen die HO-1 keinen funktionellen Einfluss auf TREK-1c ausutbt
und dass zum anderen hTREK-1c funktionell durch die HO-2 beeinflusst wird,
was vermutlich auf die lokale Erhéhung der CO-Konzentration zurick zu

fuhren ist.
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a Strom-Spannungskurve von hTREK-1c unter dem Einfluss von HO-1 und HO-2.

Es ist exemplarisch eine Messung eines Messtages dargestellt. Die schwarze Linie (wt =Wildtyp) zeigt
die Strom-Spannungskurve von hTREK-1c, die rote Linie zeigt die Strom-Spannungskurve von
hTREK-1c nach Coexpression mit HO-1 und die blaue Strom-Spannungskurve von hTREK-1c nach
Coexpression mit HO-2.

b TEVC-Messungen von hTREK-1c nach Coexpression mit HO-1 oder HO-2 in X. laevis Oozyten.
Es wurden je 12 X. laevis Oozyten an sechs unabhangigen Messtagen gemessen und auf die
Stromamplitude von hTREK-1c normiert. Je Oozyte wurden 1,5 ng hTREK-1 cRNA injiziert und bei den
Coinjektionen zusétzlich 20 ng HO-1 oder HO-2 (Mengenverhaltnis=1:8). 48 Stunden nach den
Injektionen wurde die Stromamplitude des Auswartsstroms der Oozyten gemessen. Die Signifikanz
wurde mit dem zweiseitigen T-Test bestimmt.
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3.3 Aminoterminale Fusion eines Hamagglutinin-Epitops mit hTREK-1c

Ziel war es, das Hamagglutinin-Epitop (HA-Epitop) aminoterminal mit
hTREK-1c (vorliegend in pcDNA3.1) zu fusionieren, damit nach heterologer
Expression des Konstruktes in der Saugetierzelllinie HelLa ein spezifischer
immunologischer Nachweis mit HA-Antikbrpern moglich ist. Dazu wurde die
DNA-Sequenz des HA-Epitops in die hTREK-1c-Sequenz mittels

ortsgerichteter Mutagenese eingefigt.

N-Teminus C-Teminus

Abb. 3.5 Schematische Darstellung der Fusion des HA-Epitops mit hTREK-1c.
Das Konstrukt HA-hTREK-1c liegt in dem Vektor pcDNA3.1 vor. Die dargestellten Langen sind
Uibersichtshalber nicht verhaltnismaRig zueinander dargestellt.

Die sich anschlieRenden Sequenzanalysen zeigten, dass die aminoterminale
Fusion des HA-Epitops an den offenen Leserahmen der hTREK-1c-Sequenz
gelungen war. Abbildung 3.5 zeigt schematisch das rekombinante
Fusionsprotein HA-hTREK-1c.

Im n&chsten Schritt wurde das neu konstruierte Plasmid pcDNAS3.1-HA-
hTREK-1c in HelLa-Zellen transfiziert und exprimiert. Zum Vergleich wurden
auch mit Wildtyp pcDNAS3.1-hTREK-1c (dieses Plasmid war bereits in der
Arbeitsgruppe vorhanden) transfizierte Hela-Zellen und nicht transfizierte
HelLa-Zellen unter gleichen Bedingungen inkubiert. 48 Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen der drei Ansatze geerntet und die Zellen lysiert.
Anschlie3end wurden die Proteine der Zelllysate in einer SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Westernblot analysiert.
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Abb. 3.6 Westernblot mit N-terminal in hTREK-1c eingefligtem
HA-Epitop.

Untersucht wurden Triton X100-Lysate von HelLa Zellen
transfiziert mit hnTREK-1c-Konstrukten in pcDNA3.1 und nicht
transfizierte Zellen als Negativkontrolle. Die Auftrennung der
Proteine erfolgte in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel.
AnschlieBend wurden die Proteine mittels Westernblot auf
Nitrocellulosemembran transferiert und mit HA-Antikdrpern und
anti-Ratte IR Dye Sekundarantikdrpern detektiert. Es wurden
jeweils 20 pL der Gesamtzelllysate aufgetragen. Links neben dem
Blot sind die Molekulargewichte einiger Proteine des mit
aufgetragenen Langenstandards dargestellt (in kDa).

Abbildung 3.6 zeigt in Spur ,hTREK-1c* und Spur ,nicht transfiziert®, dass die
HA-Antikorper einige Proteine der Zelllysate unspezifisch detektieren, die in
zukunftigen Experimenten als unspezifischer Hintergrund gewertet werden
kénnen. In Spur zwei ,HA-hTREK-1c nt* wird hochspezifisch ein Protein mit
einem Molekulargewicht von etwa 48 kDa detektiert, das dem erwarteten
Molekulargewicht (MWG) des Fusionsproteins HA-hTREK-1c entspricht
(erwartetes MWG von hTREK-1c ist 46,8 kDa und vom fusionierten HA-Epitop
1,2 kDa). Daraus ist zu schlieRen, dass die HA-Antikorper das Epitop in dem

HA-hTREK-1c Fusionsprotein spezifisch detektieren kdnnen.
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3.4 Carboxyterminale Fusion des Proteins EGFP mit hTREK-1c

Zur carboxyterminalen Einfihrung des EGFP in hTREK1-c musste zunachst
das Stop-Codon des hTREK-1c zerstort werden, damit beide Sequenzen nach
Fusion einen offenen Leserahmen haben. Dazu wurde mittels ortsgerichteter
Mutagenese das Stop-Codon des hTREK-1c durch die Aminosaure Glycin
ersetzt. AnschlieBend wurde die kodierende Region von hTREK-1c in den
richtigen offenen Leserahmen des EGFP im Vektor pEGFP-N1 (Vektorkarte
siehe Anhang) kloniert.

Die korrekte Fusion von hTREK-1c mit EGFP wurde durch Sequenzanalysen
bestétigt. Abbildung 3.7 zeigt schematisch das rekombinante Fusionsprotein
hTREK-1c-EGFP.

N-Temninus C-Teminus

Abb. 3.7 Schematische Darstellung der Fusion des EGFP mit dem Carboxyterminus des hTREK-1c.
Die dargestellten Langen sind Ubersichtshalber nicht verhaltnismaRig zueinander dargestellt.

Das neu konstruierte Plasmid hTREK-1c-pEGFP-N1 wurde anschlieRend in
HelLa-Zellen transfiziert und exprimiert. Zum Vergleich wurden auch mit
pEGFP-C1 (Clontech) transfizierte HelLa-Zellen, mit rTREK-1la-pEGFP-C1
(dieses Plasmid war bereits in der Arbeitsgruppe vorhanden) transfizierte
HelLa-Zellen und nicht transfizierte HelLa-Zellen unter gleichen Bedingungen
inkubiert. 48 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen der vier Ansatze
geerntet und die Zellen lysiert. AnschlieBend wurden die Proteine der
Zelllysate in einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und

mittels Westernblot analysiert.
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Abb. 3.8 Westernblot mit aminoterminal und
carboxyterminal in TREK-1 eingefiigtem EGFP.
Aufgetragen wurden jeweils 20 pL der Triton X100-
Lysate von HelLa Zellen. Transfiziert wurden die
Vektoren pEGFP-C1 (GFP), hTREK-1c-pEGFP-N1
(hTREK-1c-EGFP-ct) und rTREK-1a-pEGFP-C1 (EGFP-
rTREK-1a nt). Als Kontrolle wurde ein Lysat von nicht
transfizierten HeLa Zellen verwendet. Die Proteine
wurden in einem 10%igem SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrocellu-
losemembran geblottet und mit Hilfe von GFP-Anti-
korpern und Peroxidase-konjugierten anti-rabbit
Sekundérantikdrpern detektiert. Links neben dem Blot
sind die Molekulargewichte einiger Proteine des mit
aufgetragenen Langenstandards dargestellt (in kDa).

Abbildung 3.8 zeigt, dass die EGFP-Antikorper ihr Antigen, das ,enhanced
green fluorescent protein (EGFP)“ in der Spur ,GFP*, die als Positivkontrolle
dienen sollte, sehr spezifisch erkennen. Die Spur ,nicht transfiziert” zeigt, dass
es zu keinen unspezifischen Anfarbungen von Proteinen der HelLa-Zellen
kommt. In der Spur ,hTREK-1c-EGFP ct* wird hochspezifisch ein Protein mit
einem Molekulargewicht (MWG) von etwa 74 kDa detektiert, das dem
erwarteten MWG des Fusionsproteins hTREK-1c-EGFP entspricht (erwartetes
MWG von hTREK-1c ist 46,8 kDa und von EGFP 26,9 kDa). Die auftretenden
kleineren Proteinbanden kénnten Produkte des hTREK-1c-EGFP Konstruktes
sein, die durch z. B. alternative Translationsinitiation (ATI) gebildet wurden. In
der Spur ,EGFP-rTREK-1a nt* wurde kein Protein mit dem erwarteten MWG
von etwa 74 kDa detektiert. Lediglich eine schwachere Anfarbung eines
Proteins mit einem MWG von etwa 27 kDa ist sichtbar, die auf EGFP
hindeutet. Die Ergebnisse zeigen, dass die GFP-Antikdrper zumindest das
carboxyterminale Fusionsprotein hTREK-1c-EGFP sehr spezifisch detektieren

konnen.

61



4, Diskussion

4. Diskussion

Der mechanosensitive Kjp-Kanal TREK-1 wird durch eine Vielzahl an
physikalischen und chemischen Reizen reguliert. Er fallt durch seine starke
Expression in neuronalen Geweben auf, wird jedoch auch in peripheren
Geweben exprimiert. TREK-1 tragt in Neuronen zur Regulation des Ruhe-
membranpotentials und der Erregungsleitung bei. Da das Kohlenmonoxid
(CO) als TREK-1 aktivierendes Gas bekannt ist (Dallas, Scragg & Peers,
2008, Koschinsky, 2010), das im Korper ausschlie@lich von der
Hamoxygenase produziert wird, und die HO-2 bereits als Interaktionspartner
von TREK-1 identifiziert wurde, war es Ziel dieser Arbeit das Enzym HO-1 als
einen moglichen Interaktionspartner fur TREK-1 und weitere Kyp-Kanale zu

untersuchen.

4.1 Untersuchung der Interaktion von HO-1 und HO-2 mit K,p-Kanélen

4.1.1 Direkte Interaktion von Hamoxygenasen mit Kop-Kanalen

Das Enzym Hamoxygenase spielt die Schlisselrolle bei der Regulation des
intrazellularen Hamlevels und ist das einzige Enzym, das CO endogen
produziert. Die HO-1 wird in den peripheren Geweben wie Leber, Milz und im
Endothel bei Bedarf rasch hochreguliert, ist also im Gegensatz zur HO-2
induzierbar und reagiert damit auf oxidativen Stress und andere Belastungen
(Koizumi, 2007). Da die HO-1 auch in neuronalem Gewebe exprimiert wird,
hier jedoch weniger als die HO-2, ist eine physiologische Interaktion mit
TREK-1 also auf Grund von gleicher Lokalisation mdoglich. In unseren
Untersuchungen zur direkten Interaktion im Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden
die SpleiRvarianten TREK-la, TREK-1b und TREK-1c mit der HO-1
untersucht. Es konnte jedoch keine direkte Interaktion zwischen den TREK-1
Spleidvarianten und HO-1 nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle wurde
die direkte Interaktion der TREK-1 SpleiRvarianten mit HO-2 im Hefe-Zweli-
Hybrid-System getestet. Um zu Uberprifen, ob weitere Kyp-Kanale wie
TREK-2c und TASK-1 mit HO-1 und HO-2 direkt interagieren, wurden diese

ebenfalls mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-System untersucht. Auch dabei konnte
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eine direkte Interaktion zwischen den weiteren Kyp-Kanalen und HO-1 nicht
nachgewiesen werden, wobei sich die direkte Interaktion zwischen TREK-2c
und TASK-1 mit HO-2 erneut bestéitigte (Koschinsky, 2010). Der K*'-Kanal
Kir2.1, der nicht zu der Gruppe der Kyp-Kandle gezahlt wird, wurde ebenfalls
auf die direkte Interaktion mit HO-1 hin getestet. Aber auch bei dieser
Untersuchung konnte eine direkte Interaktion im Hefe-Zwei-Hybrid-System
nicht gezeigt werden. Interessanterweise konnte auch keine Interaktion von
Kir2.1 mit HO-2 im Hefe-Zwei-Hybrid-System nachgewiesen werden. Die
Interaktion der HO-2 scheint demnach spezifisch fur einige Mitglieder der Kzp-
Kanale zu sein.

Trotz der 45%igen Homologie und 76%igen Similaritdt zwischen HO-1 und
HO-2 auf Ebene der Aminosauresequenzen fallt im Vergleich auf, dass sich
beide z. B. stark in ihren distalen Carboxytermini unterscheiden und nur HO-2
hamregulatorische Motive besitzt (siehe Abb.1.6) (Bianchetti, Yi, Ragsdale &
Phillips, 2007). Diese unterschiedlichen oder fehlenden Regionen in HO-1
konnten der Grund fur die fehlende Interaktion mit TREK-1 sein. Andererseits
konnten der distale Carboxyterminus und die hdmregulatorischen Motive der
HO-2 fir die Interaktion mit TREK-1 von Bedeutung sein.

Obwohl beide Enzyme dieselbe Reaktion katalysieren und beide eine
antioxidative Wirkung haben, scheinen sie sich dennoch in lhren Funktionen
zu unterscheiden. Diese Tatsache spiegelt sich auch in der diversen
Verteilung der Enzym-lsoformen im menschlichen Organismus wider:
Wahrend die HO-2 sehr stark im Gehirn, den Hoden und im Glomus caroticum
exprimiert wird, findet man die HO-1 hauptsachlich in der Milz, dort wo
gealterte Erythrozyten abgebaut werden (Kinobe, Dercho & Nakatsu, 2008;
Scholtes, 2006). Der HO-1 scheint durch ihre starke Expression in der Milz
eine wichtige Rolle beim Erythrozytenabbau zu zukommen. Die HO-2 ist
hingegen stark im Glomus caroticum exprimiert. Hier verlauft die
Enzymreaktion O, abh&ngig, woflr die beiden C-terminalen ha&mregula-
torischen Motive der HO-2 von Bedeutung sind (Yi et al., 2009). Ein weiterer
wichtiger Unterschied zwischen beiden ist die Induzierbarkeit der HO-1.
Wahrend die HO-2 konstitutiv exprimiert wird, wird die HO-1 von einer Vielzahl
an Stimuli z. B. durch Ham, Zytokine und bakterielle Lipopolysaccharide sowie

durch Hitzeschock, schwere Blutungen und Ischamie hochreguliert (Chen-
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Roetling, Benvenisti-Zarom & Regan, 2005). Diese strukturellen und
funktionellen Unterschiede zwischen HO-1 und HO-2 kénnten auch erklaren,
warum bei der in dieser Arbeit angewandten Methode des ,Split Ubiquitin
Hefe-zwei-Hybrid-Systems flir Membranproteine die HO-1 nicht direkt mit
TREK-1 interagiert.

4.1.2 Untersuchung zur funktionellen Interaktion zwischen TREK-1c und
den Isoformen HO-1 und HO-2

Die Untersuchungen zur funktionellen Auswirkung der Interaktion zwischen
TREK-1c und HO-1 haben gezeigt, dass nach der Coexpression des Kanals
mit dem Enzym keine signifikante Erhéhung der TREK-1c Stromamplitude in
Xenopus laevis Oozyten auftritt. Im Gegensatz dazu wurde durch eine
Coexpression der HO-2 die Stromamplitude des TREK-1c signifikant um 20 %
erhoht (siehe Abb. 3.4 b). Diese Ergebnisse waren in zahlreichen
Untersuchungen reproduzierbar. Bei der Versuchsdurchfilhrung wurde darauf
geachtet, dass die gleichen cRNA-Mengenverhaltnisse von TREK-1c und den
Hamoxygenasen zum Einsatz kamen wie bei den kurzlich beschriebenen
Coexpressionen von TREK-1 und HO-2 (Koschinsky, 2010). Das cRNA-
Mengenverhéltnis 1:8 fir TREK-1c und HO-2 ergab dort die grof3te Zunahme
der Stromamplitude bei einer Spannung von 0 mV.

Die HO-1 scheint somit im Gegensatz zu der HO-2 keine funktionellen
Auswirkungen auf den Kzp-Kanal TREK-1c zu haben.

Es wurde kirzlich beschrieben, dass die HO-2 ein plasmamembran-
assoziiertes Protein ist (Lahiri et al., 2006). Durch die direkte Interaktion von
HO-2 mit TREK-1 kénnte die lokale CO-Konzentration ansteigen und diese
wiederum einen aktivierenden Einfluss auf den lonenkanal haben, der sich in
einer Zunahme der Stromamplitude zeigt. Die Aktivierung des TREK-1 Kanals
hat wiederum eine stabilisierende Wirkung auf das Membranpotential der
Zellen.

Im Unterschied dazu scheint HO-1 weder direkt noch funktionell mit TREK-1c
zu interagieren. Durch die fehlende direkte Interaktion kann es auch keinen
lokalen CO-Effekt und damit auch keine funktionelle Auswirkung auf den
TREK-1c geben.
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Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zu den unterschiedlichen
funktionellen Eigenschaften und Einflissen der Himoxygenasen werden durch
die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, welche mit HO-1-Knock-out-Mausen
gearbeitet haben, gestarkt: Die Arbeiten von Poss und Tonegawa, sowie Yet
und Mitarbeitern untersuchten die Auswirkungen der fehlenden HO-1 an
Knock-out Mausen. Hierbei wurden zahlreiche pathologische Veranderungen
der Mause wie zum Beispiel Eisenmangelanamie und chronische
Entzindungsanfalligkeit festgestellt (Poss & Tonegawa, 1997a, 1997b; Yet et
al., 1999). Es zeigt sich, dass das Fehlen der HO-1 nicht einfach durch die
HO-2 kompensiert werden kann. Dartber hinaus scheinen beide Isoformen
unterschiedliche Einflisse auf diverse Stoffwechselwege zu haben.

Bereits 1999 beschrieben Yachie und Mitarbeiter erstmals den Fall eines
jungen Patienten, welcher unter dem vollkommenen Mangel an HO-1 litt
(Yachie et al., 1999). Die Auswirkungen der fehlenden HO-1, wie zunehmende
Anamie, Hamolyse, chronische Entzindungen, Hepatomegalie, verzdgertes
Wachstum und die Nichtanlage der Milz, &hnelten den bereits an den Knock-
out-Mausen beobachteten Symptomen. Bei dem jungen Patienten war die
HO-2 zwar in physiologischer Form konstitutiv exprimiert, sie war jedoch nicht
in der Lage vor Hamin induzierter Zellschadigung zu schitzen (Yachie et al.,
1999). Auch diese Publikation lasst den Schluss zu, dass die beiden Isoformen
der Hamoxygenase trotz hoher Similaritat unterschiedliche funktionelle
Einflisse haben und sich daher nicht gegenseitig ersetzen konnen.

4.2 Fusion des Hamagglutinin (HA)-Epitops und des EGFP-Proteins mit
hTREK-1c

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Herstellung von TREK-1
Fusionskonstrukten, die in immunochemischen und -histologischen Unter-
suchungen eine hohe Spezifitdt haben. Dazu wurde zundchst das HA-Epitop
erfolgreich aminoterminal an TREK-1 angeflgt. Die immunochemische
Anfarbung im Westernblot (Abb. 3.6) zeigt eine spezifische Anfarbung des
Fusionsproteins bei einem Molekulargewicht von 48 kDa. Dieses neue

Fusionsprotein, hTREK-1c-EGFP, kann in nachfolgenden Untersuchungen wie

65



4, Diskussion

z. B. Immunprazipitationen oder immunhistochemische Nachweise eingesetzt
werden.

Dann wurde EGFP carboxyterminal im korrekten Leserahmen an TREK-1c
fusioniert. Die aminoterminal fusionierte Variante war in der Arbeitsgruppe
bereits vorhanden. Westernblot-Analysen beider EGFP-Fusionsproteine
zeigten, dass nur die Variante TREK-1c-EGFP ct durch die GFP-Antikorper
spezifisch detektiert werden konnte. Auch dieses Konstrukt kann in weiteren
Untersuchungen zu TREK-1 verwendet werden. Ein Grund fir den fehlenden
immunologischen Nachweis des EGFP-rTREK-1a Konstrukts kann in einer
Fehlfaltung dieses Fusionsproteins liegen, bei der die Epitope des
aminoterminal fusionierten EGFP nicht zuganglich sind und dadurch die GFP-

Antikdrper nicht binden kénnen.

Die beiden an TREK-1 angehangten Fremdsequenzen, HA-Epitop und EGFP,
sind strukturell sehr unterschiedlich. Das HA-Epitop ist sehr klein und besteht
nur aus 9 Aminosauren. Bei einem solch kurzen Peptid wird eine funktionelle
Stérung des lonenkanals (z. B. im intrazellularen Transport oder seiner
lonenkanalleitfahigkeit) nicht unbedingt erwartet, muss aber trotzdem vor der
Durchfihrung weiterer Experimente ausgeschlossen werden. Bei einem
Protein wie EGFP mit einem MWG von 26,9 kDa ist schon eher denkbar, dass
das fusionierte Protein durch seine rdumliche Gro3e den lonenkanal
funktionell stéren kann. Da der Carboxyterminus des TREK-1 bei der
Regulation und bei zahlreichen Protein-Proteininteraktionen eine wichtige
Rolle spielt (siehe Kapitel 1.3.1-1.3.2), muss auch bei diesem Konstrukt, vor
der Durchfihrung weiterer Experimente, eine Beeinflussung der
lonenkanaleigenschaften durch die carboxyterminale Fusion von EGFP

ausgeschlossen werden.
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4.3 Ausblick

Mit Hilfe der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse ist es mdglich
Ruckschlisse auf die Interaktion des TREK-1 mit HO-2 zu ziehen. Die
Erkenntnis, dass HO-1 im Unterschied zu HO-2 nicht mit TREK-1 funktionell
interagiert, zusammen mit den im Homologievergleich auftretenden
strukturellen Unterschieden zwischen HO-2 und HO-1 (siehe Abbildung 1.6),
fuhren zu neuen Untersuchungsansétzen. Interessant ware eine Untersuchung
zu den stark unterschiedlichen distalen Carboxytermini der beiden
Hamoxygenasen, bzw. zu den nur in HO-2 vorliegenden hamregulatorischen
Motiven. In einem neuen Versuchsansatz konnten die distalen Carboxytermini
von HO-1 und HO-2 ausgetauscht werden. Es entstinden dann die neuen
rekombinanten Formen HO-1-CT-HO-2 (HO-1 mit dem distalen
Carboxyterminus von HO-2) und HO-2-CT-HO-1 (HO-2 mit dem distalen
Carboxyterminus von HO-1), die im direkten Interaktionsexperiment mit
TREK-1 untersucht werden konnten. Sollte das Konstrukt HO-1-CT-HO-2
direkt mit TREK-1 interagieren und das Konstrukt HO-2-CT-HO-1 nicht, wéare
die Beteiligung des distalen Carboxyterminus der HO-2 an der Interaktion
bestétigt. Auch Verkirzungs- und Deletionsmutanten (z. B. Deletion der
hamregulatorischen Motive) von HO-2 kdnnten zur weiteren Aufklarung der
Interaktionsregion untersucht werden.

Mit den neu hergestellten TREK-1-Fusionsproteinen konnte durch
Coimmunopréazipitation ein weiterer Nachweis erbracht werden, dass TREK-1
und HO-2 interagieren. Das wirde die Arbeitshypothese unterstitzen, dass
der lokale Konzentrationsanstieg von CO zu einer Aktivierung des TREK-1
fuhrt. Zunéchst muss jedoch Uberprift werden, dass sich die Leitfahigkeit bzw.
der intrazellulare Transport des lonenkanals durch die angeflgten Epitope
nicht verandert.

Weiterhin ware es interessant, mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungs-
klemme zu untersuchen, ob nach Coexpression von TREK-1 mit HO-2 in
Oozyten eine zusatzliche Injektion der Hamoxygenase-Substrate Ham
und/oder NADPH (siehe Abbildung 1.5) eine weitere Erhohung der
Stromamplitude bewirken konnte. Sollte in den Oozyten ein Mangel an

Hamoxygenase-Substraten auftreten, konnte das die CO-Produktion der
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Hamoxygenase-Enzymreaktion limitieren und damit den Grad der TREK-1-
Aktivierung einschranken.

Die bisherigen Untersuchungen fokussierten sich im Hinblick auf die Protein-
Protein-Interaktion immer auf die Folgen fir den Kanal. Es stellt sich die
Frage, ob die Interaktion mit TREK-1 nicht auch funktionelle Auswirkungen auf
HO-2 hat. Denkbar ware, dass durch die Interaktion die Enzymkinetik der
HO-2 verédndert wird oder dass an der von TREK-1 besetzten
Interaktionsregion andere Interaktionspartner von HO-2 nicht mehr in der Lage
sind zu binden. HO-2 kdnnte durch die Interaktion mit TREK-1 dann starker an
die Plasmamembran transportiert werden, weil eventuell ein anderes Protein,
das die HO-2 zuriickhalten wirde, nicht mehr binden kann. Dazu kénnten
Untersuchungen zur subzellularen Colokalisation von HO-2 und TREK-1
durchgefuhrt werden, um zu erfahren, in welchem Ausmaf} die HO-2 an der
Plasmamembran lokalisiert ist, wenn TREK-1 coexprimiert wird. Hierbei

kénnten die neuen TREK-1-Fusionsproteine ebenfalls Einsatz finden.
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5. Zusammenfassung

Einleitung

Der mechanosensitive Kip-Kanal TREK-1 ist stark in neuronalem Gewebe
exprimiert und wird durch verschiedene chemische und physikalische Stimuli
und einige Interaktionspartner reguliert. Verschiedene Studien haben gezeigt,
dass TREK-1 an pathophysiologischen Prozessen wie Neuroprotektion,
Schmerz und Depression beteiligt ist. TREK-1-Kandle konnen das
Ruhemembranpotential von Neuronen stabilisieren und spielen damit eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Membranerregbarkeit.

Ziel dieser Arbeit war es, die direkte Interaktion der induzierbaren HO-1 und
der konstitutiv exprimierten HO-2 mit TREK-1 zu vergleichen und

Aminosaureregionen zu identifizieren, die fur die Interaktion wichtig sind.
Material und Methoden

Um die direkte Interaktion von TREK-1 mit HO-1 und HO-2 zu testen, wurde
das Split-Ubiquitin Hefe Zwei-Hybrid-System zur Untersuchung von Membran-
proteinen verwendet. Dieses System nutzt die funktionelle Zusammenlagerung
der beiden separierbaren Doméanen des Ubiquitins, um Proteininteraktionen zu
untersuchen. Die C-terminale Halfte des Ubiquitins (Cub), an das ein
artifizieller Transkriptionsfaktorkomplex gebunden ist, wurde an TREK-1 (Bait)
fusioniert und die N-terminale Halfte des Ubiquitins (NubG) wurde an HO-1
und HO-2 (Prey) fusioniert. Die Interaktion zwischen den Bait und Prey
Proteinen bringt beide Ubiquitinhalften Cub und NubG zusammen, wodurch
der Transkriptionsfaktorkomplex freigesetzt wird, in den Zellkern transloziert
und dort die Expression von Reportergenen aktiviert. Die Hefezellen sind dann
befahigt auf einem histidinfreien Selektionsmedium zu wachsen und beim
B-Galaktosidase-Assay eine Blaufarbung zu ergeben.

Um die physiologische Relevanz der Interaktion von TREK-1 mit HO-1 und
HO-2 zu untersuchen, wurden das Kanalprotein und die beiden Hamoxy-
genasen in Xenopus laevis Oozyten coexprimiert und die TREK-1-Strome mit
Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme gemessen.

Zur Herstellung von TREK-1-Konstrukten, die spezifische antigene Epitope

enthalten, wurden das HA-Epitop (N-terminal) und das EGFP (C-terminal) mit
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Hilfe der ortsgerichteten Mutagenese mit TREK-1 fusioniert. Anschliel3end
wurden die Fusionskonstrukte durch Westernblot-Analysen immunochemisch

charakterisiert.
Ergebnisse

Es konnten spezifische und starke Interaktionen zwischen verschiedenen Kaxp-
Kanalen (TREK-1, TREK-2c und TASK-1) und HO-2 mit Hilfe der Hefe-Zwei-
Hybrid-Methode gezeigt werden, die fur den nahen Verwandten HO-1 nicht
nachweisbar waren. Zudem konnte gezeigt werden, dass weder HO-2 noch
HO-1 mit dem einwartsgleichrichtenden Kaliumkanal Kir2.1 interagieren. Die
physiologische Relevanz der Interaktion zwischen TREK-1 und HO-2 konnte
durch Messungen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme gezeigt
werden, bei denen es nach Coexpression beider Proteine in Xenopus laevis
Oozyten zu einer signifikanten Erhdhung des lonenkanalstroms kam. Im
Gegensatz dazu fuhrte die Coexpression von TREK-1 und HO-1 zu keinen

signifikanten Anderungen der lonenkanalstréme.
Diskussion

Von beiden untersuchten Hamoxygenasen konnte nur HO-2 als ein spe-
zifischer Interaktionspartner fur TREK-1 und andere Kyp-Kanéle nachge-
wiesen werden. Funktionell wirkt sich die Interaktion zwischen TREK-1 und
HO-2 in einer Zunahme des lonenkanalstroms aus, wodurch das Membran-
potential von Zellen, in denen beide Proteinpartner exprimiert werden,
stabilisiert werden konnte. Obwohl HO-1 und HO-2 auf Ebene der Amino-
sauresequenzen eine hohe Similaritat (76 %) haben, zeigen sich einige
strukturelle Unterschiede, vor allem in den distalen C-Termini und bei den
hamregulatorischen Motiven der HO-2. Diese strukturellen Unterschiede
kénnten zum einen fir die fehlende Interaktion von HO-1 und TREK-1 verant-
wortlich sein und zum anderen fiir die spezifische Interaktion von HO-2 und
TREK-1 wichtig sein. Weitere Untersuchungen von speziellen HO-2 Deletions-
mutanten und der Austausch der distalen C-Termini zwischen HO-2 und HO-1
kénnten Aufschluss Uber die Wichtigkeit dieser Regionen bei der Interaktion
mit TREK-1 geben. Experimente mit den TREK-1 Fusionskonstrukten kénnten

bei weiteren immunochemischen Charakterisierungen hilfreich sein.
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6. Summary

Introduction

The mechanosensitive Kzp-channel TREK-1 is expressed at high levels in the
nervous system and is regulated by diverse physical and chemical stimuli and
interaction partners. Several in vivo studies have demonstrated that TREK-1 is
involved in pathophysiological processes like neuroprotection, pain and
depression. TREK-1 channels stabilize the resting membrane potential of
neurons and consequently have a key role in the regulation of membrane
excitability. The aim of this study was to compare the direct interaction of the
inducible enzyme heme oxygenase 1 (HO-1) and the constitutively expressed
heme oxygenase 2 (HO-2) with TREK-1 and to identify amino acid regions

responsible for the interaction.

Material and Methods

To characterize the direct interaction of TREK-1 with HO-1 und HO-2, the split-
ubiquitin yeast two-hybrid system was used, which is specialized for
membrane proteins. This method utilizes complementation between separable
domains of ubiquitin to study protein interactions. The C-terminal half of
ubiquitin (Cub), along with an artificial transcription factor complex was fused
to TREK-1 (bait) and the N-terminal half of ubiquitin (NubG) was fused to HO-1
or HO-2 (preys). Interaction between bait and prey proteins brings Cub and
NubG together which activates the transcription factor complex. This complex
enters the nucleus and activates the expression of several reporter genes
which in turn enable the yeast cells to grow on a selective medium lacking
histidine and turn blue in a B-galactosidase assay.

To investigate the physiological relevance of the interaction of TREK-1 with
HO-1 and HO-2 the channel and the two heme oxygenase isoforms were co-
expressed in Xenopus laevis oocytes and the TREK-1 currents were
measured with the two-electrode voltage-clamp method.

In order to produce TREK-1 constructs with specific antigenic epitopes the HA-

epitope (N-terminally) and the EGFP (C-terminally) were fused to the TREK-1
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by using the site-directed mutagenesis method. Subsequently the fusion
constructs were characterized with the Westernblot technique.

Results

Specific and strong interactions between several Kyp.channels (TREK-1,
TREK-2c and TASK-1) and HO-2 but not with its closely related isoform HO-1
could be demonstrated using a yeast two-hybrid direct interaction study.
Additionally, it could also been shown that neither HO-2 nor HO-1 interacted
with the inwardly rectifying potassium channel Kir2.1. Furthermore,
physiological significance of the interaction between TREK-1 and HO-2 was
demonstrated by two-electrode voltage-clamp measurements showing an
increase in channel currents following the co-expression of TREK-1 and HO-2
in Xenopus laevis oocytes. On the contrary, co-expression of TREK-1 with

HO-1 did not yield any changes in the channel currents.

Discussion

From the two studied heme oxygenases only HO-2 could be identified as a
specific interaction partner of TREK-1 and other Kyp-channels. Functionally,
the interaction between TREK-1 and HO-2 leads to an increase of the channel
currents, which in turn stabilizes the membrane potential of the cells in which
both proteins are expressed. Although HO-1 and HO-2 have a high similarity
(76 %) in their amino acid sequences, they exhibit several structural
differences especially in the distal C-termini and the heme regulatory motifs of
HO-2. These structural differences could be responsible for the absence of
interaction between HO-1 and TREK-1 and in contrary be important for the
specific interaction between HO-2 and TREK-1. Further analysis of defined
HO-2 deletion mutants and the exchange of the distal C-termini between HO-2
and HO-1 could give more information about the importance of these regions
for their interaction with TREK-1. Designing more experiments with the
TREK-1 fusion constructs could be helpful for carrying out further

immunochemical studies.
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7. Anhang

7.5 Tabellarischer Lebenslauf
Der tabellarische Lebenslauf enthélt personliche Daten.

Er ist deshalb nicht Bestandteil der Veroffentlichung.
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7. Anhang

7.6 Verzeichnis akademischer Lehrer

Meine akademischen Lehrer in Marburg waren:

Arweiler, Aumduller, Auschill, Bremmer, Czubayko, Daut, Feuser, Frankenberger,
Gente, Glorfeld, Grosse, Hilt, Hoffken, Jablonski-Momeni, Koolman, Korbmacher-
Steiner, Lalyko, Lamp, Lill, Léffler, Lotzmann, Mandic, Mandrek, Mengel, Milani,
Mittag, Moll, Neff, Neumduller, Nonnenmacher, Ohnmeil3, Pancherz, Pieper, Post,
Preisig-Muller, Ramaswamy, Roggendorf, R6hm, Ruchholtz, Steininger, Stoll, Suske,
Teymoortash, Weber, Weihe, Westermann.
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