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Einleitung 1

1 Einleitung 

1.1 Vorhofflimmern 

Vorhofflimmern (VHF) ist eine sehr häufige atriale Rhythmusstörung mit 

beträchtlichem Einfluss auf Morbidität, Mortalität und entsprechend auch Kosten im 

Gesundheitswesen1. Insgesamt sind in der westlichen Welt etwa 0,5% der erwachsenen 

Bevölkerung von VHF betroffen, bei den über 70jährigen sind es bis zu 10%2,3. VHF ist 

typischerweise eine Erkrankung, die mit höherem Lebensalter einhergeht und oftmals 

liegt eine kardiale, strukturelle Vorerkrankung zugrunde. Entsprechend handelt es sich 

meist um eine erworbene Krankheit. In seltenen Fällen tritt sie jedoch als eine 

genetische, familiär gehäufte Erkrankung auf. Die Ursache solcher Fälle sind 

Mutationen und Einzelnukleotidpolymorphismen (‚single nucleotide polymorphism’, 

SNP) verschiedener Ionenkanal- und Nicht-Ionenkanal-Gene, die über eine 

Beeinflussung der elektrischen Eigenschaften des Herzens mit erhöhter VHF-Inzidenz 

assoziiert wurden. Inwieweit Inzidenz und Prävalenz von VHF wirklich durch 

genetische Determinanten bestimmt wird, ist unbekannt. 

 Die Arrhythmie zeichnet sich durch schnelle, irreguläre atriale Aktivität und in 

der Folge durch gestörte bis völlig fehlende Kontraktion des Atriums aus. Im 

Oberflächen-Elektrokardiogramm (EKG) fehlen entsprechend die P-Wellen. Die 

Kammeraktivierung ist ebenfalls unregelmäßig4. Die Arrhythmie geht mit ausgeprägten 

elektrophysiologischen, kontraktilen sowie strukturellen Veränderungen des Atriums 

einher. Dieser Vorgang wird als ‚Remodeling’ bezeichnet. Diese durch die Krankheit 

erzeugten Veränderungen verhelfen wiederum zu einer Festigung des eigenen 

Aufrechterhalts 5,6. 

 Der flimmernde Vorhof hat eine stark erhöhte Aktivierungsfrequenz. Dadurch 

kann sich die intrazelluläre (insbesondere diastolische) Kalziumkonzentration bis um 

das 10fache erhöhen, was eine Bedrohung für die zelluläre Lebensfähigkeit darstellt 7. 

Hierauf setzt ein natürlicher Schutzmechanismus ein, der eine biophysikalische 

Inaktivierung der Kalziumkanäle bewirkt. Es kommt zu einer Reduktion des 

anhaltenden Kalziumstromes (ICa,L)8. Bei hoher Aktivierungsfrequenz über einen 

längeren Zeitraum können Änderungen auf transkriptioneller Ebene beobachtet werden. 
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Die Expression der mRNA der α-Untereinheit des Kalziumkanals wird vermindert9-12, 

was entsprechend zu einer Verminderung des ICa,L führt12-15. Neuere Hinweise sprechen 

auch für eine Herunterregulierung des ICa,L durch Proteinphosphatasen16. Diese 

Mechanismen wirken der Überladung der Zelle durch Kalzium entgegen, allerdings 

führt der verminderte Kalzium-Stromfluss in der Plateauphase zu der Verkürzung des 

Aktionspotentials13. Die Kaliumionenkanäle unterliegen ebenfalls Veränderungen der 

Expression. Es ist eine Reduktion des transienten Ito
13 sowie die Erhöhung der einwärts 

gleichrichtenden Ströme IK1 und IKACh
15,17,18 zu beobachten. Auch die Connexine, von 

Bedeutung für die interzelluläre Erregungsleitung, sind VHF-induzierten 

Veränderungen unterworfen. Die Vorhöfe weisen insbesondere die beiden Connexine 

Cx40 und Cx43 auf19. Studienergebnisse hinsichtlich der ‚Remodeling’-Vorgänge der 

Connexine in humanen Vorhöfen sind jedoch widersprüchlich. Polontchouk et al. 

konnten bei VHF eine erhöhte Expression des Proteins Cx40 verzeichnen, jedoch keine 

Veränderung bei Cx43. Außerdem war eine erhöhte Lateralisation beider Connexine zu 

beobachten, welche zur anisotropen Pulsweiterleitung beitragen könnte20. Andere 

Arbeiten zeigten hingegen eine Reduktion von Cx40 und Cx4321,22. 

 Längerfristiges VHF bewirkt auch strukturelle Veränderungen23. In einer 

Tierstudie konnten Ausma et al. zeigen, dass Veränderungen der zellulären Substruktur 

die Folge von VHF waren. Unter anderem war ein Verlust von Myofibrillen zu 

beobachten, eine Akkumulation von Glykogen, eine Veränderung von Form und Größe 

der Mitochondrien, eine Fragmentierung des sarkoplasmatischen Retikulums und die 

Dispersion des nuklearen Chromatins. Weitere Studien konnten außerdem eine 

Dilatation der Atrien verzeichnen24,25. Eine besondere Rolle für den Erhalt der 

Rhythmusstörung spielt das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System26. Das ‚Angiotensin 

converting enzyme’ (ACE) zeigt bei VHF eine erhöhte Expression in den Atrien27,28. 

Dies hat einen Anstieg an Angiotensin II zur Folge, und damit auch die erhöhte 

Aktivierung der extrazellulären Signal-regulierten Kinasen Erk1 und Erk2. Diese sind 

wiederum verantwortlich für die Induktion von Zelldifferenzierungsprozessen und die 

Aktivierung von Fibroblasten, die die Entwicklung interstitieller Fibrose  

verursachen29-32. Auch Aldosteron kann atriale Fibrose hervorrufen33 und ist bei VHF 

heraufreguliert34. Die atriale Fibrose stellt ein pathophysiologisches Substrat für VHF 

dar35.  
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1.1.1 Zelluläre Pathogenese von Vorhofflimmern 

 

 

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Pathogenese von VHF (nach Nattel, mit Genehmigung)6. VHF-
Entstehung durch einen ektopischen Fokus (a), durch eine einzelne kreisende Erregung 
(‚Reentry’) (b), durch mehrere funktionelle ‚Reentry’-Kreise (c). RA – rechtes Atrium;  
LA – linkes Atrium 

 

Abb. 1.1 gibt drei relevante hypothetische Modelle der VHF-Entstehung und -

Aufrechterhaltung wieder. Alle Hypothesen können in spezifischen klinischen 

Zuständen bei Patienten oder experimentell im Ganztier-Versuch nachgewiesen werden. 

Abb. 1.1 (a) zeigt das Modell eines einzelnen atrialen ektopischen Fokus. Dieser ist der 

primäre Generator eines elektrischen Impulses, der durch die refraktorischen 

Eigenschaften des Gewebes zu einer ungleichmäßigen Erregungsausbreitung führt, weil 

unterschiedliche Anteile der Vorhöfe mit unterschiedlicher Frequenz folgen können. 

Hierbei entsteht ungeordnete Aktivierung der gesamten Vorhöfe durch regional 

unterschiedliche Impulsleitungsfähigkeiten. Ein typisches klinisches Beispiel hierfür ist 

die Tatsache, dass in den frühen Formen eines anfallsweise auftretenden VHFs bei 

Patienten mit wenig struktureller Herzkrankheit häufig die Pulmonalvenen als Fokus für 

die Erregungsentstehung dienen. Das zweite Modell (b) sieht einen einzelnen sich selbst 

erhaltenden ‚Reentry’-Kreis als Ursache. Solche Veränderungen können bei Patienten 

mit Herzmuskelschwäche beobachtet werden. Das dritte Modell beschreibt multiple 

funktionelle ‚Reentry’-Kreise. Deren Entstehung liegt vor allem in abnormaler atrialer 

Repolarisation begründet6. Dies ist die Endstrecke nahezu allen VHFs, da mit längerer 

Dauer des Bestehens der Arrhythmie die zelluläre Aktionspotentialdauer abnimmt und 

hierdurch das zeitgleiche Bestehen der kreisenden Erregungen in einer räumlich 

begrenzten Fläche ermöglicht wird. 
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Zum Verständnis der multiplen ‚Reentry’-Kreise haben insbesondere Arbeiten von 

Gordon K. Moe großen Beitrag geleistet36. In den siebziger und achtziger Jahren des 

letzten Jahrhunderts konnten weitere Arbeiten diese These stützen und das Verständnis 

vertiefen37,38. Hierbei wurde insbesondere das Konzept der ‚Wellenlänge des ‚Reentry’-

Kreises’ vorgestellt, wobei die Wellenlänge als die von dem elektrischen Impuls 

innerhalb einer Refraktärphase zurückgelegte Distanz definiert ist. Sie ist das Produkt 

aus Refraktärzeit und Erregungsleitungsgeschwindigkeit. Wenn die Weglänge kleiner 

als die Wellenlänge des potentiellen Kreises ist, dann kehrt der Impuls noch während 

der Refraktärzeit an seinen Startpunkt zurück. Das Gewebe ist dann noch nicht wieder 

erregbar und die Erregungsleitung wird gestoppt. Nach der These von Allessie et al. 

entsteht ein ‚Reentry’, wenn die Weglänge größer oder gleich der Wellenlänge ist. 

Hierbei wird ein ohne anatomisches Leitungshindernis entstehendes ‚Reentry’ 

beschrieben. Die Zahl der daraufhin auftretenden Erregungswellen wird durch die 

Größe des Atriums und der Wellenlänge des ‚Reentry’-Kreises bestimmt. Je kleiner die 

Wellenlänge, desto kleiner der ‚Reentry’-Kreis, desto größer die mögliche Zahl der 

‚Reentry’-Kreise37. Dies gilt analog für eine zunehmende Vergrößerung der Vorhöfe. 

Diese ist zudem eine typische strukturelle Konsequenz aus bereits länger bestehendem 

VHF. 

 Ergebnisse aus Untersuchungen der letzten Jahre widersprechen dieser Theorie 

zumindest teilweise. So konnte die optische Kartierung in Schafherzen einen primären 

Generator des VHFs zeigen, bestehend entweder aus einem ektopischen Fokus oder 

einem einzelnen kleinen ‚Reentry’-Kreis39,40. Ergebnisse einer weiteren Tierstudie zu 

Myokardinsuffizienz zeigten, dass ein einzelner Reentry-Kreis VHF aufrechterhielt41,42. 

Es ist also möglich, dass alle drei Modelle der Erregungsleitung bei VHF auftreten. 

 Es scheint, dass dem linken Atrium als VHF-Generator eine besondere Rolle 

zukommt39,40,43. Ein Indiz für diese Prädominanz sind elektrophysiologische 

Unterschiede zwischen den beiden Atrien, die eine kürzere linksatriale Refraktärphase 

zur Folge haben, wie etwa die erhöhte Proteinexpression der IKACh-Untereinheiten im 

linken Atrium44. Dies kann ein ‚Reentry’ begünstigen45. Weiteren Stellenwert weist das 

linke Atrium durch die Einmündung der Pulmonalvenen auf46. Haissaguerre et al. 

fanden hier in einer bahnbrechenden klinischen Arbeit einen prädisponierten 

Entstehungsort für VHF47. 
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1.2 Langes QT-Syndrom 

Das lange QT-Syndrom (LQT-Syndrom) ist eine schwere episodische Erkrankung, die 

überwiegend auf erblichen Defekten von Ionenkanälen beruht, aber auch erworben sein 

kann48. Das Syndrom zeichnet sich im EKG durch ein verlängertes QT-Intervall aus, 

das seine Ursache in einer gestörten Repolarisation des ventrikulären Aktionspotentials 

hat (Abb. 1.2 A). Das QT-Intervall beschreibt den Zeitraum zwischen De- und 

Repolarisation der Herzkammern. Die Dauer des Intervalls ist frequenzabhängig, 

weshalb Angaben in frequenzkorrigierter QT-Zeit (QTc) gemacht werden. Dieser Wert 

kann beispielsweise anhand der Formel von Bazett (QTc = QT/[RR]1/2) ermittelt 

werden49. (RR steht hier für den RR-Abstand.) Ein QT-Intervall gilt bei Frauen ab einer 

QTc von 470 ms und bei Männern ab 450 ms als abnorm verlängert50.  

A

B

 

Abb. 1.2: LQT-Syndrom und ‚Torsades de pointes’. A zeigt links das Schema eines normalen EKGs, 
rechts ein EKG mit einem verlängerten QT-Intervall. B stellt ein EKG bei Ausbruch von 
‚Torsades de pointes’ dar. Diese degenerieren zu einem Kammerflimmern. P – atriale 
Depolarisation; PQ – atrioventrikuläre Weiterleitung; QRS – ventrikuläre Depolarisation; ST 
– Plateau; T – ventrikuläre Repolarisation. 

 

Typisch für dieses Krankheitsbild ist das Auftreten von sogenannten ‚Torsades de 

pointes’-Tachykardien (‚Spitzenumkehrtachykardien’). Hierbei handelt es sich um 

polymorphe Kammertachykardien; der QRS-Komplex dreht sich um die isoelektrische 

Achse des EKGs51. Die ‚Torsades de pointes’ können in Kammerflimmern 

degenerieren, was einen funktionellen Herzstillstand und somit den Tod zur Folge hat, 

sofern nicht therapeutisch eingegriffen wird52,53(Abb. 1.1 B). Oftmals provoziert 

besonders ausgeprägte Aktivität des sympathischen Nervensystems solche Arrhythmien 

und kann selbst bei jungen und ansonsten insbesondere strukturell herzgesunden 

Menschen zu Bewusstseinsverlust und plötzlichem Tod führen51. Das erbliche LQT-
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Syndrom ist, nach dem Lokus des jeweiligen Gendefekts, in 12 Subtypen unterteilt 

(Tab. 1.1)54. 

1.2.1 Zelluläre Pathogenese des langen QT Syndroms 

Tab. 1.1: Hereditäre Subtypen des LQT-Syndroms beim Menschen54 

Syndrom Genlokus Gen Genprodukt Relative Häufigkeit 

LQTS 1 11p15.5 KCNQ1 (KvLQT1) α-Untereinheit des 
Kaliumkanals IKs 

         40–55% 

LQTS 2 7q35-36 KCNH2 (HERG) α-Untereinheit des 
Kaliumkanals IKr 

         35–45% 

LQTS 3 3p21-24 SCN5A (NaV1.5) α-Untereinheit des 
Natriumkanals INa 

         2–8% 

LQTS 4 4q25-27 ANKB (ANK2) Ankyrin-B          < 1% 

LQTS 5 21q22.1-22.2 KCNE1 (minK) β-Untereinheit des 
Kaliumkanals IKs 

         < 1% 

LQTS 6 21q22.1 KCNE2 (MiRP1) β-Untereinheit des 
Kaliumkanals IKr 

         < 1% 

LQTS 7 17q23 KCNJ2 (Kir2.1) α-Untereinheit des 
Kaliumkanals IK1 

         < 1% 

LQTS 8 12p13.3 CaCNA1c α-Untereinheit des 
Kalziumkanals ICa,L 

         < 1% 

LQTS 9 3p25 Caveolin 3 Membran-
Strukturprotein 

         < 1% 

LQTS 10 11q23.3 SCN4B β-Untereinheit des 
Natriumkanals INa 

         < 0,1% 

LQTS 11 7q21-q22 ACAP9 A-Kinase 
Ankerprotein Yotiao 

         < 0,1% 

LQTS 12 20q11.2 SNTA1 Syntrophin, 
Natriumkanal, INa,late 

         < 0,1% 

 

1.2.2 LQT-Syndrom Typ 1 

LQT-1 ist mit etwa 40-55% der Fälle die häufigste Form der Krankheit48. Es konnte 

1991 erfolgreich dem kurzen Arm des Chromosoms 11 zugeordnet werden55. Das Gen 

KCNQ1 kodiert für die α-Untereinheit des verzögerten Gleichrichterstroms IKs
56,57.  
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Die meisten der Krankheit zugrunde liegenden Punktmutationen befinden sich um die 

Porenregion des Kanals herum, wobei allerdings auch N- und C-terminal lokalisierte 

Mutationen beschrieben sind. Es handelt sich um ‚loss-of-function’-Mutationen, die 

sich meist durch reduzierte Stromdichten und Minderung der Aktivität auszeichnen48. 

Oftmals tritt ein gestörter intrazellulärer Transport der Ionenkanal-Proteine auf, oder die 

biophysikalischen Eigenschaften der Ströme werden abnorm verändert. Weiterhin 

können Mutationen zu vorzeitigem Abbruch der Proteinkette oder einem so genannten 

‚frame-shift’ führen, was dann ein stark pathologisch verändertes Ionenkanal-Protein 

zur Folge hat, welches oftmals durch die intrazelluläre Qualitätskontrolle der 

Proteinsynthese gar nicht an die Membran gelangen kann. 

1.2.3 LQT-Syndrom Typ 5 

Nach der Entdeckung, dass es sich bei KCNE1 um die ß-Untereinheit des IKs 

handelt56,57, wurde das Gen auf bislang nicht zugeordnete LQT-Syndrome untersucht. 

Es wurde als weiterer Lokus definiert58. Es wurden schwerwiegende Effekte vor allem 

von Mutationen erwartet, die eine Assemblierung der beiden Untereinheiten stören 

würden. Allerdings konnten auch in anderen Bereichen liegenden Mutationen drastische 

Veränderungen des Stroms zugeordnet werden58,59. 

1.2.4 Jervell und Lange-Nielsen Syndrom 

Mutationen in beiden Untereinheiten des IKs, KCNQ1 und KCNE1, konnten als Ursache 

für das Jervell und Lange-Nielsen Syndrom verantwortlich gemacht werden60,61. Es 

handelt sich hierbei um eine autosomal rezessiv erbliche Erkrankung, die mit einem 

verlängerten QT-Intervall und – der IKs wird auch in der Stria vascularis des Innenohrs 

exprimiert62 – angeborener Taubheit assoziiert ist63. Taubheit tritt scheinbar nur bei 

nahezu vollem Funktionsausfall des IKs auf. Es ist eine seltene Krankheit, die bei 

weniger als 1% gehörloser Kinder diagnostiziert wird62. 

 

Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit elektrophysiologischen Veränderungen bei 

VHF. Sowohl erworbene Veränderungen als auch genetisch prädisponiertes Auftreten 

der Krankheit wurden dabei beleuchtet. In beiden Fällen war das Hauptaugenmerk auf 
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Kaliumionenkanäle des Herzens gerichtet. Zum näheren Verständnis soll im nächsten 

Abschnitt näher auf die Erregungsleitung des Herzens eingegangen werden.  

1.3 Basis kardialer Erregbarkeit 

Kardiomyozyten weisen als herausragendes elektrophysiologisches Merkmal erregbare 

Zellmembranen auf, welche durch ein Kalium-Ruhemembranpotential bei einer 

Spannung zwischen -70 (Vorhof-) und -90 mV (Ventrikelmyokard) gehalten werden. 

Dieses Ruhemembranpotential wird im Wesentlichen durch den sogenannten IK1 (den 

einwärts gleichrichtenden Kaliumstrom) aufrechterhalten. Im Rahmen einer 

elektrischen Erregung ruft der Natrium-Einstrom eine rasche Depolarisation hervor. 

Durch eine fein abgestimmte Sequenz der Aktivierung von Ionenströmen, welche auch 

die elektromechanische Kopplung unterstützt, wird die depolarisierte Zellmembran zum 

Ruhestand zurück gebracht. 

 Neben depolarisierendem Ca2+-Einstrom in die Zelle, wird die Dauer des 

Aktionspotentials vor allem von dem auswärts gerichteten, verzögert gleichrichtenden 

Kaliumstrom IK
64 bestimmt. Dieser besteht aus den Komponenten IKur, die nur atrial 

exprimiert wird, IKr und IKs. Die drei Kaliumströme unterscheiden sich in ihren 

molekularen, pharmakologischen und biophysikalischen Eigenschaften und tragen 

zudem zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Aktionspotentials zur Repolarisation bei, 

teilweise ist auch eine regionale Heterogenität zu beobachten. Der Strom IKur ist die sehr 

schnelle (‚ultrarapid’) Komponente des verzögerten Gleichrichterstrom-Systems. Er ist 

nahezu instantan und hat nach extrem kurzer Zeit die maximale Aktivität erreicht65,66. 

Der Strom bleibt aber bis in die Endphase der Repolarisation konstant und inaktiviert 

dann abrupt (Abb. 1.3).  
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Abb. 1.3: Stark vereinfachtes Schema eines Aktionspotentials und den an Depolarisation und 
Repolarisation beteiligten Ionenströmen. IKur stellt die sehr schnelle (‚ultrarapid’) Komponente 
des verzögerten auswärts gleichrichtenden Kaliumstroms dar. Diese Komponente ist nur atrial 
exprimiert. IKr ist die schnelle, IKs die langsame Komponente des verzögerten 
Gleichrichterstroms. IK1 und IKACh sind einwärts gleichrichtende Kaliumströme. IKACh ist 
ebenfalls nur atrial exprimiert.  

 

Er kann durch das sympathische Nervensystem stimuliert werden67. Der IKr stellt die 

schnelle (‚rapid’) Komponente der verzögerten Gleichrichterströme dar und ist sowohl 

atrial als auch ventrikulär exprimiert. Er erreicht sein Aktivitätsmaximum relativ schnell 

(bei -10 mV in < 200 ms)68 und inaktiviert rasch (bei -85 mV in < 25 ms)69. Der IKr wird 

nicht ß-adrenerg stimuliert70. Der IKs, der langsame (‚slow’) verzögerte 

Gleichrichterstrom, setzt etwa zur selben Zeit wie die anderen IK-Ströme ein, erreicht 

aber die maximale Aktivität erst viel später zur Phase der terminalen Repolarisation. 

Die Dauer der Aktivierung liegt hier im Sekundenbereich71. Auch die Deaktivierung 

verläuft langsamer (bei -85 mV 135 ms)72. Der Strom zeichnet sich außerdem durch 

fehlende Inaktivierung aus73. Er nimmt unter ß-adrenerger Stimulation zu67 und stellt 

damit als Antagonist zum Kalzium-Einstrom einen wichtigen Beitrag zur Herzfrequenz-

abhängigen Verkürzung der Aktionspotentialdauer dar. 
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Die einwärts gleichrichtenden Ströme IK1 und IKACh wirken hauptsächlich vor und nach 

dem Aktionspotential. Ihre Aufgabe ist es, das Ruhepotential der Membran zu erhalten; 

sie tragen zur Schlussphase der Repolarisation bei67,74. 

 

Dem IKs kommt vor allem bei durch genetische Prädisposition hervorgerufenen 

Arrhythmien eine Rolle zu. So ist dieser Strom mit den LQT-Syndromen 1 und 5 

assoziiert und auch die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit einem 

Einzelnukleotidpolymorphismus, der in der ß-Untereinheit des Ionenkanals entdeckt 

wurde. Der folgende Abschnitt befasst sich daher mit den Eigenschaften des IKs, seiner 

Zusammensetzung und der ß-Untereinheit KCNE1. 

1.3.1 Der verzögerte Gleichrichterstrom IKs 

Der langsame, verzögerte Gleichrichterstrom IKs wird von einem Proteinkomplex 

bestehend aus KCNQ1 und KCNE1 konstituiert56,57. Die α-Untereinheit KCNQ1 besteht 

aus sechs transmembranären Domänen (TMD)75. Ein Homotetramer aus KCNQ1-

Proteinen bildet die Pore des Ionenkanals (Abb. 1.4). Roderick MacKinnon wurde im 

Jahr 2003 für seine Arbeiten zur Aufklärung dieser Strukturen mit dem Nobelpreis für 

Chemie ausgezeichnet. Zwischen den TMD 5 und 6 befindet sich ein der Pore 

zugewandter ‚loop’. Dieser Aufbau ist in allen spannungsgesteuerten 

Kaliumionenkanälen erhalten geblieben76,77. Ebenso konserviert ist die in der 

Porenregion enthaltene Sequenz TXGY/PG75. Die Aufgabe dieser Struktur ist es, die 

Größe der durchtretenden Ionen mit ihrer Hydrathülle zu beschränken. Sie stellt damit 

die strukturelle Voraussetzung für die Kalium-Selektivität der Kanäle dar78. Die TMD 4 

der spannungsgesteuerten Kaliumionenkanäle weist viele positiv geladene Aminosäuren 

an ihrer Oberfläche auf und fungiert als Spannungssensor79,80. 
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Abb. 1.4: A zeigt eine schematische Ansicht des Proteinkomplexes KCNQ1 und KCNE1 in der 
Plasmamembran. B zeigt eine schematische Kopfansicht des KCNQ1/KCNE1-Komplexes: 
Ein Homotetramer aus KCNQ1-Proteinen. Die transmembranären Domänen des KCNQ1 sind 
in grau dargestellt. Das ‚+’ bezeichnet das spannungssensitive Segment. Die blau gestrichelte 
Linie indiziert KCNE1. S – Segment, TMD – transmembranäre Domäne 

 

Die ß-Untereinheit KCNE1 moduliert die biophysikalischen Eigenschaften der  

α-Untereinheit. Zwar ist die genaue Zusammensetzung des Proteinkomplexes noch 

umstritten, allerdings wird vermutet, dass sich ein KCNQ1-Tetramer mit zwei KCNE1-

Peptiden zusammensetzt59,81. Die Assoziation mit KCNE1 führt zur Veränderung der 

spezifischen Eigenschaften des Ionenkanals. So aktiviert der IKs erst bei stärker 

depolarisiertem Membranpotential als ein aus KCNQ1 α-Untereinheiten allein 

bestehender Ionenkanal. Die Aktivierung des IKs ist im Vergleich stark verlangsamt und 

der resultierende Strom weist eine höhere Stromdichte auf als das KCNQ1-Tetramer56,57 

(Abb. 1.5), was dadurch bedingt ist, dass die Inaktivierung des KCNQ1-Kanals durch 

die Assemblierung mit KCNE1 unterdrückt wird82,83. 
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Abb. 1.5: Beispielströme, die mittels ‚Patch-clamp’-Technik registriert wurden. A zeigt den Strom einer 
mit KCNQ1 transfizierten CHO-Zelle, B den Strom einer mit KCNQ1 und KCNE1 
transfizierten CHO-Zelle. Die Ströme wurden mithilfe des in beiden Bildern rechts oben 
abgebildeten Spannungsprotokolls abgeleitet. 
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Auch pharmakologische Eigenschaften veränderten sich unter dem Einfluss des 

KCNE1. Es konnte eine höhere Empfindlichkeit gegen die Hemmstoffe 293B, Azimilid 

und 17-ß-Östradiol und auch gegen die Stimulanzien Mefenaminsäure und  

4,4'-Diisothiocyanostilben-2,2'-Disulphonsäure (DIDS) festgestellt werden84. 

 IKs wird auf vielfältige Weise reguliert. So wird er durch cAMP-abhängige 

Phosphorylierungen am N-Terminus des KCNQ1 aktiviert85. Hierzu ist ein weiteres 

Peptid notwendig. Dieses trägt den Namen ‚Yotiao’ und ist ein sogenanntes ‚A-kinase 

anchoring protein’. Es koppelt Proteinphosphatasen und die Proteinkinase A an den 

Ionenkanalkomplex85,86. Der Komplex wird zudem durch Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat (PIP2) modifiziert87,88. Schließlich hängt die Aktivierung des IKs von 

Temperatur und intrazellulärer Kalziumkonzentration ab89-91.  

 Die Proteinuntereinheiten des IKs werden auch in anderen Geweben exprimiert 
57,62,92. Neben dem Herzen stellt das Innenohr einen weiteren wichtigen Ort der 

Proteinexpression dar. Der IKs reguliert dort die Kaliumkonzentration der 

Endolymphe93,94. 

1.3.1.1 β-Untereinheit KCNE1 

KCNE1 wurde 1988 erstmals aus der Rattenniere kloniert. Es erhielt zunächst den 

Namen minK (‚minimal K+’) aufgrund der irrtümlichen Annahme, es könne trotz seiner 

nur eine transmembranäre Domäne umfassenden Struktur alleine einen eigenen Strom 

produzieren92. Etwas später gelang es, das humane Gen zu klonieren95. Es befindet sich 

auf dem Chromosom 21q22.1-q22.2 und besteht aus 3 Exons96. KCNE1 ist ein Typ 1 

Membranprotein mit 129 Aminosäuren und einer transmembranären Domäne97 (Abb. 

1.4, Abb. 1.6). Es wird unter anderem im Herzen, im Innenohr sowie in der Niere 

exprimiert57,62,92.  

 

 

Abb. 1.6: Aminosäuresequenz des humanen KCNE1-Proteins. Helikale Strukturen sind rot 
gekennzeichnet (nach Kang et al., mit Genehmigung)98. 
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Es wird vermutet, dass der C-Terminus des KCNE1 mit anderen Proteinen, die selbst 

nicht Teil eines Ionenkanals sind, interagiert99. Dem C-Terminus wird aber auch eine 

Rolle bei der Modulation der α-Untereinheit zugeschrieben; unter anderem scheint er 

für die fehlende Inaktivierung des IKs von Bedeutung zu sein58,100. 

 Viele der modulierenden Eigenschaften werden in der TMD von KCNE1 

vermutet101,102. Nach einem Modell von Kang et al. sitzt das intrazelluläre Ende der 

TMD im geschlossenen Zustand des Kanals an der Verbindung zwischen dem 

Spannungssensor und der Pore von KCNQ198 (Abb. 1.4). Es wird weiterhin vermutet, 

dass die TMD von dort auf die Helix von S6 des KCNQ1 ,drückt’ und so den Kanal im 

geschlossenen Zustand hält103,104. Das Modell stellt KCNE1 in einer gebogenen Form 

dar, die es möglich macht, dass das andere Ende der TMD gleichzeitig mit einem 

anderen Teil der α-Untereinheit interagiert. So ergibt sich zwischen den beiden Peptiden 

eine große Berührungsfläche, die im Moment der Membran-Depolarisation getrennt 

wird. Dies geschieht noch bevor die Verbindung zwischen Spannungssensor und S5 aus 

dem Porenbereich gezogen wird, um die Öffnung des Kanals zu ermöglichen. Diese 

These würde die verzögerte Aktivierung des IKs durch das KCNE1 erklären98.  

 Über die Eigenschaften des N-Terminus konnte dagegen bislang weniger gezeigt 

werden. In einigen Arbeiten wurde ihm eine Rolle in der Modulierung der pH-

Sensitivität und der pharmakologischen Eigenschaften zugesprochen105,106. Jedoch 

machte die Entdeckung eines mit Vorhofflimmern (VHF) assoziierten SNPs auf andere 

potentielle Aufgaben aufmerksam.  

1.3.1.2 KCNE1-SNP G38S 

Die Assoziation des KCNE1-SNP G38S mit VHF wurde zuerst von Lai et al. 

beschrieben. Die Autoren zeigten in einer klinischen Studie, dass der Wildtyp ‚38G’ mit 

VHF assoziiert ist107 (Abb. 1.7).  
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Abb. 1.7: ‚Forest plot’ zur Darstellung der Wahrscheinlichkeit einer VHF-Erkrankung (nach Lai et al., 
mit Genehmigung)107.  

 

Es handelt sich um einen weit verbreiteten SNP. In manchen ethnischen Gruppen ist er 

bei nahezu 50% der Menschen vertreten (Tab. 1.2). 

 

Tab. 1.2: Vorkommen von SNPs in verschiedenen ethnischen Gruppen108; n.s. – nicht signifikant 

 
 

Ehrlich et al. zeigten, dass die VHF-assoziierte Variante des SNPs eine reduzierte IKs-

Stromdichte bedingt, welche mutmaßlich durch eine verminderte Membranlokalisation 

von KCNE1 und auch der α-Untereinheit hervorgerufen wird109. 

 

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit Veränderungen, die mit 

erworbenem Vorhofflimmern einhergehen. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf die 

einwärts gleichrichtenden Ionenkanäle IK1 und IKACh sowie auf die microRNA 1 gelegt. 
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Es konnte gezeigt werden, dass diese Ionenkanäle entscheidend zum ‚Remodeling’ 

beitragen. Die microRNA 1 erwies sich bereits bei anderen Arrhythmien als 

mitwirkender Faktor. Ein Zusammenhang zwischen dieser microRNA und IK1 wird 

vermutet. 

1.3.2 Die einwärts gleichrichtenden Ströme IK1 und IKACh 

Die einwärts gleichrichtenden Kaliumkanäle (oder Kir-Kanäle – ‚inwardly rectifiying 

K+’-Kanäle) wurden zuerst in der Skelettmuskulatur entdeckt110. Entgegen der 

Erwartung zeigten sie einen einwärts gleichrichtenden Strom, weshalb sie zunächst als 

‚abnorm’ beschrieben wurden. Die Aktivität der Ströme schien nicht vom 

Membranpotential abhängig111. Vielmehr zeigten die Ströme eine Abhängigkeit vom 

elektrochemischen K+-Gradienten. Wie man später herausfand, ist dieser gerichtete 

Stromfluss durch eine asymmetrische Blockade des geöffneten Kanals mittels 

intrazellulärer Kationen und anderer Moleküle möglich112,113. Diese Eigenschaften 

ermöglichen es den Kir-Kanälen einen wichtigen Beitrag zur Erhaltung des 

Ruhepotentials sowie zur Regulierung der Aktionspotentialsdauer zu leisten114-116. 

 Die Kir-Proteine werden in sieben Unterfamilien (Kir1-7) unterteilt. Sie alle 

weisen eine homologe Strukur auf117,118. Sie bestehen aus zwei transmembranären 

Domänen. Die Verbindung zwischen diesen beiden liegt extrazellulär und bildet die 

Pore. Sie wird im Allgemeinen als H5 bezeichnet. N- und C-Terminus liegen 

intrazellulär. Die Region H5 dient als Selektivitätsfilter für die zu transportierenden 

Kalium-Ionen119 (Abb. 1.8). Sie beinhaltet dieselbe Sequenz (TXGY/FG), die auch in 

anderen Ionenkanälen gefunden wurde und hoch konserviert zu sein scheint76,120.  
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung eines Kir-Kanals. Die beiden transmembranären Domänen sind mit 
S1 und S2 gekennzeichnet. H5 ist die porenbildende Verbindung zwischen S1 und S2. N- und 
C-Terminus liegen im Cytosol. 

 

Die Kir-Kanäle weisen keinen Spannungssensor auf, wie er in vielen anderen 

spannungsgesteuerten Ionenkanälen zu finden ist. Sie sind, um nicht ständig aktiv zu 

sein, von der Regulierung durch andere Faktoren abhängig. 

 So werden die Kanäle auch von intrazellulärem Mg2+ und durch kationische 

Polyamine reguliert112,113,121,122. Diese beiden Substanzen blockieren physikalisch die 

K+-Permeation, indem sie an transmembranäre und cytosolische Peptidstellen binden. 

Ein anderer regulierender Faktor ist die extrazelluläre K+-Konzentration. Mit steigender 

Konzentration erhöht sich die Leitfähigkeit der Kanäle123,124. Weiter konnte gezeigt 

werden, dass PIP2 essentiell für die Funktion der Kir-Kanäle ist. Es interagiert mit 

positiv geladenen Aminosäuren im C-Terminus des Kanals125,126. Seine genaue 

Wirkung ist jedoch unklar. Allen Kir-Kanälen ist die Phosphorylierung durch die 

Proteinkinasen A und C gemeinsam111. Die Kir3 Unterfamilie ist G-Protein 

gekoppelt127,128. Die Kir-Proteine interagieren hierbei direkt mit dem Gßγ-Komplex und 

werden von diesem aktiviert. Schließlich haben auch andere Faktoren Einfluss auf die 

Aktivität dieser Kanäle. Beispielsweise wird Kir3.4 durch intrazelluläres Na+ 

aktiviert129,130. 

 Die aus den Kir-Proteinen gebildeten Ionenkanäle sind Homo- und 

Heterotetramere131,132. Für gewöhnlich setzen sich die Heterotetramere aus Mitgliedern 

derselben Unterfamilie zusammen133,134. IK1 setzt sich entsprechend aus Kir2.X-

Proteinen zusammen. Wahrscheinlich bildet Kir2.1 die Kernuntereinheit des 
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Ionenkanals. Im Herzen werden außerdem Kir2.2 und Kir2.3 exprimiert. Zaritsky et al. 

zeigten, dass der entsprechende Komplex im murinen Herzen aus den Untereinheiten 

Kir2.1 und Kir2.2 besteht135. Eine Untersuchung an Meerschweinherzen konnte einen 

Kir2.1/Kir2.3-Komplex identifizieren133. IKACh ist ein G-Protein gekoppelter Ionenkanal. 

Er setzt sich aus den Untereinheiten Kir3.1 und Kir3.4 zusammen136. 

1.4 Synthese und Funktion von microRNA 

Bei der Klasse der microRNA (miRNA) handelt es sich um kleine, nicht kodierende 

RNA, die typischerweise aus 20 bis 26 Nukleotiden bestehen. In jüngerer Zeit 

verdichteten sich Hinweise auf die wichtige regulatorische Bedeutung hinsichtlich der 

Genexpression. Die erste tierische miRNA wurde 1993 in Caenorhabditis elegans 

beschrieben137. Aber erst einige Jahre später kam man zu dem Verständnis, dass 

miRNAs in allen Eukaryoten verbreitet sind und in großer Zahl auftreten138-140. Man 

nimmt an, dass mehr als 650 miRNAs im humanen Genom kodiert sind, von denen jede 

jeweils mehr als 100 mRNAs regulieren kann141. 

Synthese 

Die reife miRNA entsteht in einem mehrstufigen Prozess. Das primäre Transkript wird 

durch die RNA-Polymerase II synthetisiert und ist mehrere Kilobasen lang. Es wird 

auch als pri-miRNA bezeichnet142. Einige miRNAs sind zwischen repetitiven DNA-

Elementen kodiert und werden durch die RNA-Polymerase III transkribiert143. Noch im 

Nukleus bildet der kodierende Bereich der pri-miRNA eine Haarnadelstruktur aus. 

Diese wird erkannt und durch einen mikroprozessierenden Komplex abgeschnitten. 

Dieser Komplex besteht aus der für doppelsträngige RNA spezifischen Nuklease 

‚Drosha’ und deren Co-Faktor ‚DiGeorge syndrome critical region 8’ (DGCR8)144. Die 

hieraus entstandene ‚precursor’ miRNA (pre-miRNA) besteht aus nur noch 70 

Nukleotiden, bildet aber noch immer eine Haarnadelstruktur aus. Das Protein Exportin-

5, ein Ran-GTP-abhängiger Transportrezeptor, erkennt einen 2-3 Basenpaare langen 

Überhang an der Haarnadelstruktur und transportiert die pre-miRNA in das 

Cytoplasma145,146. Die pre-miRNA wird dann durch einen Komplex bestehend aus der 

‚RNase III-like’ Ribonuklease ‚Dicer’ und dem ‚Transactivator RNA-binding’ Protein 

in zwei mature miRNAs gespaltet147,148. Für gewöhnlich wird nun die weniger stabile 
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miRNA in den RNA induzierten ‚Silencing’ Komplex (RISC) aufgenommen, die andere 

wird degradiert. In einigen Fällen werden auch beide miRNAs in den RISC 

aufgenommen149-151. Dieser Komplex dirigiert die miRNA zu der zu regulierenden 

mRNA152. 

Funktion 

Die Interaktion einer miRNA mit der zu regulierenden mRNA erfordert 

Sequenzhomologien in der 5’ Region der miRNA. Diese bindet im Allgemeinen an die 

3’ UTR der mRNA153,154. Die Komplementarität dieser Bindung ist allerdings nicht sehr 

präzise. Signifikante Varianzen erlauben es, dass eine einzelne miRNA viele mRNAs 

regulieren könnte155. 

 Obwohl die Regulation der Genexpression durch miRNAs noch nicht ganz 

aufgeklärt ist, wird zurzeit von vier verschiedenen Modellen gesprochen156. Bei dem 

ersten handelt es sich um einen Postinitiations-Mechanismus. In diesem Fall blockiert 

die miRNA durch ihre Anlagerung an die mRNA die Translation oder begünstigt eine 

verfrühte Dissoziation der Ribosomen. Der zweiten Theorie zufolge wird die 

Proteinsynthese zwar nicht inhibiert, jedoch wird der neu entstehende Peptidstrang co-

translationell degradiert. Ein weiteres Modell geht davon aus, dass die miRNA schon 

während der Initiation der Translation interferiert. Sie verhindert beispielsweise die 

Assemblierung der ribosomalen Untereinheiten. Die letzte Theorie geht von einer 

Degradierung der mRNA durch Deadenylierung der mRNA und dem Entfernen der 

Cap-Struktur aus. 

1.4.1 microRNA 1 

Die microRNA 1 (miR-1) ist herz- und muskelspezifisch157,158und spielt eine wichtige 

Rolle in der Kardiogenese 157,159,160. Allerdings scheint sie auch im adulten Organismus 

für die kardiale Erregungsleitung von Bedeutung zu sein. So führte der ‚Knockout’ 

dieser miRNA bei Mäusen zu vermehrten Fällen von plötzlichem Tod. 

Elektrophysiologische Untersuchungen ergaben eine Anfälligkeit für diverse kardiale 

Arrhythmien. Die Autoren der Studie führten den Transkriptionsfaktor Iroquois 

homeobox (Irx)5 als mögliches ‚Target’ unter vielen anderen an161. Irx5 reguliert die 

Expression diverser Kaliumionenkanäle und ist daher maßgeblich an der ventrikulären 

Repolarisation beteiligt162. Der Transkriptionsfaktor wird direkt durch die miR-1 
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reprimiert161. Einen weiteren Anhaltspunkt bieten die Studien von Yang et al. Es wurde 

eine Heraufregulierung der miR-1 in Patienten mit koronarer Herzkrankheit gefunden. 

Entsprechende Überexpression in Herzen gesunder Ratten induzierte Arrhythmien. Die 

Autoren fanden dies unter anderem in einer Reduktion des IK1 und der zugrunde 

liegenden α-Untereinheit Kir2.1 begründet. Die Behandlung durch spezifische 

‚antisense’-Sequenzen (Antagomirs) hob den Effekt wieder auf163. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der mechanistischen Grundlagen 

von VHF auf zellulärer Ebene. Hierbei sollte besonderes Augenmerk sowohl auf 

genetische Prädisposition als auch auf erworbene Veränderungen gerichtet werden. 

Entsprechend wurde die vorliegende Arbeit in zwei Bereiche unterteilt, die sich beide 

mit Veränderungen von Kaliumströmen befassten. Der erste Teil dieser Arbeit hatte die 

Untersuchung einer genetischen Prädisposition zum Ziel. Ein SNP (Austausch eines 

Glyzins mit einem Serin in Position 38) in der ß-Untereinheit KCNE1 des IKs wurde mit 

erhöhter VHF-Inzidenz assoziiert. Dieser SNP machte damit auf den bisher wenig 

untersuchten N-Terminus des Peptids aufmerksam. Die Struktur des N-Terminus 

scheint pathophysiologisch von Bedeutung zu sein. Ziel der vorliegenden Arbeit war 

entsprechend, die Auswirkungen dieser Struktur auf die Funktion des KCNE1 und 

damit auch die zelluläre Relevanz für IKs zu untersuchen. 

 Zunächst stellte sich die Frage nach dem Mechanismus, der offenbar durch den 

Polymorphismus gestört wird. Zudem sollte ein Hinweis dafür gefunden werden, 

welche Veränderung die Substitution des Serins an der Position 38 mit einem Glycin 

bewirkt. Schließlich sollte untersucht werden, ob die Position 38 allein von Bedeutung 

ist, oder ob auch andere Aminosäuren des N-Terminus an diesem Mechanismus 

beteiligt sind. Neben der vom SNP betroffenen Aminosäure fielen auch drei Arginine, 

positiv geladene Aminosäuren, in der Nähe des SNP auf. In der Literatur wurde bereits 

eine reduzierte Stromdichte des VHF-assoziierten Allels des SNPs im Rahmen 

verminderter Plasmamembranlokalisation beschrieben. Allerdings blieben die 

strukturellen Determinanten des intrazellulären Transports unbekannt.  

 Für die hier vorliegende Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass die 

Beweglichkeit des KCNE1-Proteins an Position 38 oder die Anwesenheit der Arginine 

mit Transport oder Verankerung des Proteins in der Membran assoziiert waren.  

 Folglich sollte untersucht werden, ob die Deletion der Aminosäuren 1-38 dem 

SNP ähnliche Auswirkungen zeigt. Im Vergleich zu einem Serin verleiht ein Glyzin an 

Position 38 dem N-Terminus möglicherweise eine gesteigerte Beweglichkeit. Dieser 

Effekt sollte durch Substitution der betroffenen Aminosäure mit fünf Alaninen 

nachgestellt werden. Durch Substitution der Arginine mit jeweils einem Alanin sollte 
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geklärt werden, ob diese an dem hier vermuteten Mechanismus teilhaben. Diese 

Konstrukte sollten mittels verschiedener experimenteller Techniken (‚Patch-clamp’-

Technik, Analyse der mRNA-Expression mittels Real-time PCR, Zellfraktionierung und 

konfokaler Mikroskopie) in HEK- und CHO-Zellen analysiert werden. Als Vergleich 

sollte das nicht VHF-assoziierte Allel des SNPs dienen. 

 

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit erworbenen Veränderungen zweier 

Kaliumströme (IK1 und IKACh) im Rahmen von bereits bestehendem VHF. Hierbei 

sollten insbesondere Veränderungen des linken Vorhofs analysiert werden, der für VHF 

eine wichtige Bedeutung hat. Über die transkriptionelle und post-transkriptionelle 

Regulation dieser Kaliumströme ist wenig bekannt. Ziel der Arbeit war, Stromdichte, 

Expressionsniveau der zugrunde liegenden Proteinuntereinheiten und deren mRNA zu 

analysieren und in Zusammenhang mit Veränderungen der miR-1 zu stellen. In 

ventrikulärem Gewebe wurde bereits eine Regulation der Untereinheit Kir2.1, und 

somit des IK1, durch die miR-1 bei koronarer Herzkrankheit nachgewiesen. Eine 

regulatorische Rolle für die miR-1 bei VHF war nicht bekannt. Die Veränderungen des 

IKACh im menschlichen linken Vorhof wurden bislang nicht auf Protein- und mRNA-

Ebene untersucht. Einige Arbeiten verweisen auf eine funktionelle Modulation, etwa 

durch Phosphorylierung. 

 Das zu untersuchende Gewebe stammte von Patienten, die an VHF erkrankt 

waren. Als Kontrolle diente Gewebe von Patienten im Sinusrhythmus (SR). Für beide 

Ströme (IK1 und IKACh) sollten die VHF-induzierten Veränderungen mittels ‚Patch-

clamp’-Technik untersucht und dann auf Protein- und mRNA-Ebene nachverfolgt 

werden. Ebenso sollte die Expression der miR-1 untersucht werden, um zu klären, ob 

eine Regulierung auf posttranskriptioneller Ebene stattfinden könnte. Die 

Quantifizierung von mRNA und miRNA sollte mittels Realtime-PCR erfolgen. Für 

IKACh sollte zusätzlich die Proteinexpression einiger potentieller funktioneller 

Modulatoren untersucht werden. 
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3 Methoden 

3.1 Synthese der KCNE1-Konstrukte 

In Abb. 3.1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte schematisch illustriert. 

Die cDNA der beiden Varianten des SNP standen bereits zur Verfügung. Die cDNA des 

Wildtyps KCNE1 (‚38G’) in dem Vektor pCEP4 wurde von J. Ehrlich bereitgestellt109, 

ebenso wie der SNP 38S in dem Vektor pcDNA3.1. 

 

AS 1 - 38

NH3 G C A SR PR R S S

NH3 G C A SR PR R S G

NH3

NH3 G C A SR PR R S A

NH3 G C A SA PA A S S

NH3 G C A SA PA A S G

A A A

A

38S:

38G:

∆1-38:

linker:

38S-3xA:

38G-3xA:  

Abb. 3.1: Gezeigt ist der schematische Aufbau des N-Terminus der ß-Untereinheit KCNE1. Ein kleiner 
Bereich der Sequenz ist im Detail dargestellt, um die Unterschiede zwischen den jeweiligen 
synthetisierten Konstrukten aufzuzeigen. AS – Aminosäuren 

 

Alle zu bearbeitenden Konstrukte sollten in demselben Vektor (pcDNA3.1) untersucht 

werden. Dies machte es notwendig, den Wildtyp zu subklonieren. Dem ging eine PCR 

voraus, die die notwendigen Restriktionsschnittstellen vor und nach der Sequenz 

einfügt. Die hierfür verwendeten Primer sind in Tab. 8.1 dargestellt. Auch die ‚flag’-

Markierung (Tab. 8.3) wurde mittels PCR durchgeführt und das Produkt anschließend 

wieder in denselben Vektor hineinligiert. Um die Konstrukte mit grün fluoreszierendem 

Protein (GFP) zu markieren, wurden diese zunächst mittels PCR und ohne Stop-Codon 

(Tab. 8.5) amplifiziert und anschließend in den Vektor pEGFP-N2 ligiert. Die Primer 

für die PCR zum Entfernen der Aminosäuren 1-38 des KCNE1 sind in Tab. 8.2 
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aufgelistet. Das Anhängen einer ‚flag’- oder GFP-Markierung für dieses Konstrukt 

erforderte eine abgewandelte PCR, die Primer sind in Tab. 8.4 und Tab. 8.6 gezeigt. 

Zum Austausch einzelner Nukleotide innerhalb der cDNA, wie es bei den Konstrukten 

‚linker’, ‚38S-3xA’ und ‚38G-3xA’ der Fall ist, wurde eine ‚overlap PCR’ nach 

Higuchi164 durchgeführt. Die zur Synthese des Konstrukts ‚linker’ verwendeten Primer 

sind in Tab. 8.7 dargestellt. Die Konstrukte ‚38S-3xA’ und ‚38G-3xA’ wurden über 

einen Zwischenschritt synthetisiert. Es wurde zunächst nur das Arginin in Position 36 

ersetzt (Tab. 8.8 und Tab. 8.10). Das Produkt dieser PCR wurde dann als ‚template’ zur 

Generierung der beiden hier verwendeten Konstrukte eingesetzt (Tab. 8.9 und  

Tab. 8.11). Mit Ausnahme der mutationstragenden Primer für die overlap-Synthesen 

enthalten alle N-terminal flankierenden Primer eine Schnittstelle für das 

Restriktionsenzym HindIII, alle C-terminal gelegenen die Schnittstelle für das 

Restriktionsenzym EcoRI. 

3.1.1 PCR 

Alle PCR-Reaktionen wurden nach dem gleichen Versuchsansatz (s. 8.1.5) und nach 

einem Protokoll durchgeführt:  

2 min  94 °C 

30 sec  94 °C 

30 sec  53 °C     25 Zyklen

30 sec  72 °C 

5 min  72 °C 
 

 

Der Erfolg der PCR wurde vorerst über ein Agarosegel kontrolliert. Eine kleine Menge 

der Proben wurde gemeinsam mit einem Größenstandard (pBR 322 DNA, Fermentas, 

Deutschland) aufgetragen, womit sich die Größe des Produkts grob bestimmen ließ. Es 

wurden 2% Agarose in TAC-Puffer verwendet. Um die DNA unter UV-Licht sichtbar 

zu machen, wurde GelRed (VWR, Deutschland) 1:10.000 verdünnt zugegeben. 
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3.1.2 Klonierung 

Die PCR-Produkte wurden mittels des PCR Purification Kits (Qiagen, Deutschland) 

aufgereinigt. Daraufhin wurde das PCR-Produkt sowie der entsprechende Vektor 

mittels Restriktionsenzymen, HindIII und EcoRI (New England Biolabs, USA), 

geschnitten. Die Restriktion wurde 1 h lang bei 37 °C vorgenommen (für den 

Restriktionsansatz s. 8.1.5).  

 Nach erneuter Aufreinigung wurde eine Inkubation des Vektors mit einer 

Phosphatase für 1,5 h bei 37 °C vorgenommen. Die ‚Calf-Intestine’-Phosphatase (CIP, 

New England Biolabs, USA) entfernt hierbei die Phosphatgruppen am 5’-Ende der 

Sequenz und verhindert somit eine spontane Religation des Vektors (für den 

Phosphatase-Ansatz s. 8.1.5).  

 Nach einer weiteren Aufreinigung des Vektors konnten Vektor und Insert ligiert 

werden. Der Ligationsansatz enthielt für gewöhnlich 50 ng der Vektor-DNA des 

Vektors und ca. die dreifache molare Menge des Inserts. Die Ligation wurde mithilfe 

der T4 DNA Ligase (New England Biolabs, USA) für 1 h bei Raumtemperatur oder bei 

4 °C über Nacht durchgeführt (für den Ligationsansatz s. 8.1.5). 

 Darauf folgte die Transformation des Ligats in Bakterienkolonien (E. coli), 

welche mittels Hitzeschock und dem Zusatz von 5x KCM durchgeführt wurde. Der 

Ansatz wurde zunächst für 20 min auf Eis inkubiert, dann für 1,5 min bei 42 °C und 

schließlich 5 min lang bei Raumtemperatur, bevor 400 µl Medium zugegeben wurden 

(für den Transformationsansatz s.8.1.5).  

 Die transformierten Bakterien inkubierten dann mindestens eine weitere Stunde 

bei 37 °C. Die Bakteriensuspension konnte dann auf mit Selektionsantibiotikum  

(50 µg/ml Ampicillin für den Vektor pcDNA3.1; 50 µg/ml Kanamycin für pEGFP-N2) 

versetztem Agar ausplattiert werden. 

Herstellung kompetenter E.coli  

Um für die Transformation kompetente E. coli herzustellen, wurde ein Aliquot von  

100 µl der Bakteriensuspension in 100 ml LB-Medium gegeben. Der Ansatz wurde für 

ca. 6 h bei 37 °C geschüttelt bis eine optische Dichte (OD) von 0,5 bis 0,6 erreicht war. 

Die Bakterien wurden dann für 15 min bei 2200 g zentrifugiert und das Pellet in 7,5 ml 
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TSB-Puffer aufgenommen. Die Suspension wurde anschließend für 45 min auf Eis 

inkubiert, bevor sie in Aliquots von 100 µl bei -80 °C eingefroren wurde. 

Kolonien picken 

Waren die Agarplatten nach etwa 24 h Inkubation bewachsen, wurde eine kleine Anzahl 

der Kolonien einzeln entnommen und in jeweils 3 ml LB-Medium mit Antibiotikum 

gegeben. Sie schüttelten anschließend für 12-16 h bei 37 °C. 

 Für die Koloniesuspensionen wurden Glycerolstocks angefertigt. Hierfür wurde 

eine kleine Menge abgenommen und mit 15% Glycerol bei -80 °C verwahrt. 

 Die restliche Suspension wurde nun zentrifugiert. Von diesem Sediment wurde 

ein wenig abgenommen und in 20 µl dH2O aufgenommen und davon 0,5 µl als 

‚template’ für eine Kolonie-PCR verwandt. Das restliche Pellet wurde in einer Mini-

Plasmid-Isolation aufgearbeitet. 

Kolonie-PCR 

Die Kolonie-PCR wurde durchgeführt, um festzustellen, ob die gepickten Kolonien  

tatsächlich ein Plasmid mit dem PCR-Fragment enthielten. Sie wurde in einem 

Volumen von 12,5 µl durchgeführt, und 0,5 µl der bereits verdünnten 

Bakteriensuspension dienten als ‚template’. Die übrigen Zusätze waren wie in 3.1.1 

eingesetzt. Das Protokoll entspricht dem der ursprünglichen PCR. 

Mini-Plasmid-Isolation 

Die Mini-Plasmid-Isolation diente der schnellen Isolation der Plasmid-DNA. Die hier 

gewonnenen Plasmide wurden zur Sequenzierung eingesetzt, jedoch nicht für spätere 

Versuche. 

 Das Sediment wurde in 200 µl des Plasmid-Isolation (PI) Puffers 1 

resuspendiert. Um die Bakterien zu lysieren, wurden nun 200 µl PI Puffer 2 zugegeben, 

und für 5 min auf Eis inkubiert. Zur Neutralisation und somit zum Abstoppen der 

Reaktion wurden dann 200 µl PI Puffer 3 zugegeben und wiederum 5 min lang auf Eis 

inkubiert. Die Proben wurden nun für 5 min bei 4 °C und 21.000 g zentrifugiert. Zur 

Präzipitation der Plasmid-DNA wurde der Überstand 10 min bei Raumtemperatur mit 

500 µl Isopropanol inkubiert. Durch erneute Zentrifugation für 5 min bei 4 °C und 

21.000 g wurde die DNA präzipitiert. Das Pellet wurde nun mit 70%-igem Ethanol 
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gewaschen und abermals wie oben zentrifugiert. Das trockene Pellet wurde schließlich 

in dH2O aufgenommen. 

 Die auf diese Weise isolierten Plasmide wurden, um unerwünschte Mutationen 

ausschließen zu können, extern sequenziert (Eurofins MWG Operon, Deutschland). 

 Waren die Plasmide einwandfrei, konnte mit der Maxi-Plasmid-Isolation 

fortgefahren werden. Zu diesem Zweck wurden 100 ml mit Antibiotikum versetztem 

LB-Medium mit einer geringen Menge der Bakterien aus dem Glycerolstock angeimpft. 

Diese sollten ebenfalls 12-16 h bei 37 °C schütteln. 

Maxi-Plasmid-Isolation 

Die sedimentierten Bakterien wurden in 10 ml PI Puffer 1 resuspendiert. Zur Lysierung 

der Bakterien wurden 10 ml PI Puffer 2 zugegeben und für 5 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml PI Puffer 3, des Neutralisationspuffers, inkubierten 

die Proben für 20 min auf Eis. Sie wurden anschließend eine halbe Stunde lang bei 

21.700 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und die Zentrifugation mit 

dem Überstand jedoch für nur 10 min wiederholt. Der Überstand wurde nach dieser 

Zentrifugation über eine Qiagen-tip 500 Säule (Qiagen, Deutschland) aufgereinigt. 

Diese wurde zuvor mit dem PI Puffer 4 äquilibriert. Der Überstand konnte dann auf die 

Säule geladen werden. War der Überstand dort hindurch getropft, wurde mit 2x 30 ml 

des PI Puffers 5 gewaschen. Schließlich wurde die Plasmid-DNA mit 3x 5 ml PI  

Puffer 6 eluiert. Es wurden 11,5 ml Isopropanol zugegeben und für 30 min bei 15.500 g 

und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen und 

erneut für nur 10 min zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde in 200 µl dH2O 

aufgenommen. Konzentration und Reinheit der Plasmide wurden anschließend mittels 

Bio-Photometer (Eppendorf, Deutschland) bestimmt. Hierbei wurde die Absorption bei 

260 und 280 nm gemessen. Der Quotient aus diesen beiden Werten gab außerdem 

Aufschluss über die Verunreinigung der Proben wie etwa durch Proteine oder 

Phenolreste. Der Quotient sollte bei ca. 1,8 liegen. 
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3.2 Heterologe Expression 

3.2.1 Kultivieren und Passagieren von Zellen 

Bei den  für die Versuche verwendeten Zellinien handelt es sich um CHO- und HEK-

293-Zellen. Die HEK-Zellen wurden in ‚Minimum Essential Medium Eagle’ Medium 

gehalten, die CHO in ‚F-12 Kaighn’s’ Medium. Beiden Medien ist zusätzlich 10% FCS 

zugegeben worden. Die Kultivierung erfolgte in Zellschalen mit einem Durchmesser 

von 10 cm, in 10 ml Medium. Die Zellen wurden in einem Inkubator mit 5% CO2 bei  

37 °C gehalten. 

 Die Zellen wurden zweimal wöchentlich passagiert, wobei die Zellen zunächst 

mit Dulbecco’s PBS gewaschen und dann mit Trypsin abgelöst wurden. Um das 

Trypsin zu entfernen, wurde die Suspension anschließend zentrifugiert, der Überstand 

verworfen und die Zellen in frisches Medium aufgenommen. Ihrem Wachstum 

entsprechend wurden die Zellen 1:5 oder 1:10 umgesetzt, so dass etwa 1x104 Zellen pro 

10 cm Schale ausgesät wurden. Sollten Zellen zur Transfektion passagiert werden, so 

wurden die Zellen entweder, für kleine Ansätze, in Schalen mit 3,5 cm Durchmesser ca. 

1:12 bis 1:16 (ca. 5x103) umgesetzt, oder zur Transfektion größerer Zellmengen wieder 

in 10 cm Schalen 1:3 bis 1:5 (ca. 5x104). Alle Arbeitsschritte erfolgten unter keimarmen 

Bedingungen. 

3.2.2 Transfektion 

Zur Transfektion der Zellen wurde grundsätzlich das Reagenz Polyethylenimin (PEI) 

verwendet. Hierbei wurden zunächst PEI und die zu transfizierende cDNA getrennt 

voneinander für 5 min in FCS-freiem Medium inkubiert. Anschließend wurden die 

Lösungen zusammen geführt und für weitere 15 min inkubiert, um schließlich 

vorsichtig auf die Zellen gegeben zu werden. Als Transfektionskontrolle wurde der für 

GFP kodierende Vektor mitgeführt. Dies wurde einzig für die konfokale Mikroskopie 

unterlassen, um Signalstörungen zu vermeiden. Die Transfektion wurde ebenfalls unter 

keimarmen Bedingungen durchgeführt.  

 Die Mengen an Transfektionsreagenz und an zu transfizierender cDNA 

differierten für die jeweiligen Versuche: 
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Konfokale Mikroskopie: 

Expressionstest: 

0,5 µg KCNE1 10 µl PEI 

100 µl FCS-freies Medium 100 µl FCS-freies Medium 

 

Membranlokalisation: 

0,125 µg KCNQ1 

0,125 µg KCNE1 
10 µl PEI 

100 µl FCS-freies Medium 100 µl FCS-freies Medium 

 

Patch-Clamp: 

0,5 µg KCNQ1 

0,5 µg KCNE1 

0,2 µg GFP 

10 µl PEI 

100 µl FCS-freies Medium 100 µl FCS-freies Medium 

 

Expressionsversuche, Co-Immunopräzipitation und Zellfraktionierung: 

Expressionstest: 

1 µg KCNE1 

0,2 µg GFP 
10 µl PEI 

100 µl FCS-freies Medium 100 µl FCS-freies Medium 

 

Co-IP und Zellfraktionierung: 

2,5 µg KCNQ1 

2,5 µg KCNE1 

0,4 µg GFP 

20 µl PEI 

200 µl FCS-freies Medium 200 µl FCS-freies Medium 
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3.3 Expressionsnachweis 

Um zu prüfen, ob die synthetisierten Konstrukte exprimierten, ebenso aber auch, ob die 

Immunodetektion funktionierte, wurden zunächst Expressionstests sowohl in Form von 

Western Blots als auch mittels konfokaler Mikroskopie durchgeführt. 

 Weiterhin wurde die Methode des Western Blots zur Proteinquantifizierung aus 

humanem Vorhofgewebe eingesetzt. 

3.3.1 Western Blot 

Gesamtmembran-Aufarbeitung 

Nach 24 stündiger Inkubation wurden die transfizierten Zellen zunächst 2x mit PBS 

gewaschen, dann unter Zugabe von 1 ml Lysepuffer und 1:1000 verdünntem Protease 

Inhibitor (PI) von den Schalen abgelöst und daraufhin homogenisiert (PowerGen 125, 

Fisher Scientific, USA). 

 Die Gewebestücke wurden unter Zugabe von flüssigem Stickstoff zerkleinert, 

mit Lysepuffer versetzt und homogenisiert. Die Suspension wurde schließlich für 5 min 

bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde daraufhin in Sorvall-Gefäße 

(VWR, Deutschland) überführt und weitere 20 min bei 28.000 g und 4 °C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen, das Sediment in 50 µl Resuspensionspuffer 

aufgenommen. 

Proteinquantifizierung mittels Bradford-Reagenz 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde 1 µl der jeweiligen verarbeiteten 

Proben zu 800 µl dH2O zugegeben. Diesem Ansatz wurden 200 µl Bradford-Reagenz 

(Roth, Deutschland) zugeführt, um nach einer 10 minütigen Inkubation in Quarz-

Küvetten (VWR, Deutschland) mittels eines Bio-Photometers (Eppendorf, Deutschland) 

die Konzentration zu ermitteln. 

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Proben wurden nun zunächst mit einem 3x Ladepuffer versetzt, um dann für 10 min 

bei 95 °C zu inkubieren. Dieser Schritt dient dem Aufschluss der Wasserstoffbrücken 

und somit der Sekundär- und Tertiärstrukturen der Proteine. Sie wurden anschließend 

auf ein denaturierendes, diskontinuierliches Polyacrylamidgel geladen, das in eine mit 
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Laufpuffer gefüllte Kammer gespannt worden war. Zusätzlich zu den Proben wurde 

auch ein vorgefärbter Größenstandard (‚Kaleidoscope Prestained Standard’, BioRad, 

USA) aufgetragen. Zur Immunodetektion der KCNE1-Konstrukte wurde ein 14%-iges 

Gel verwendet. Für die Auftrennung der Kir-Proteine wurde ein 10%-iges Gel, für 

KCNQ1 ein 7%-iges Gel verwendet. Die Auftrennung erfolgte zunächst 20 min lang bei 

40 mV, und schließlich für etwa 1 h bei 60 mV.  

Proteintransfer 

Die so nach ihrer Größe aufgetrennten Proteine wurden anschließend von dem Gel auf 

eine Nitrocellulose-Membran (Whatman, England) transferiert. Dies geschah in einer 

mit Transferpuffer gefüllten ‚Wetblot’-Apparatur. Um die KCNE1-Konstrukte zu 

‚blotten’, wurden für 45 min 250 mA angelegt. 

Immunodetektion 

Die Nitrocellulose-Membran, der nach diesem Schritt die Proteine anhaften, wurde nun 

2 h bei Raumtemperatur mit einer Blockierlösung, 3% foetales Rinderserumalbumin 

(FBS) in TTBS, behandelt und anschließend mit dem Primärantikörper (1:1000 

verdünnt in 3% FBS TTBS) über Nacht bei 4 °C inkubiert. Es wurden zu Beginn einige 

Versuche mit einem anti-KCNE1 Antikörper durchgeführt. Um allerdings die Qualität 

der Detektion zu verbessern, erhielten die Konstrukte ‚flag’-Markierungen, was eine 

Detektion mit einem anti-‚flag’ Antikörper möglich machte, der die besseren Resultate 

erzielte. Im weiteren Verlauf wurde die Membran 2x 15 min lang in Waschlösung 

(TTBS) behandelt. Darauf folgte eine einstündige Inkubation bei Raumtemperatur mit 

einem Sekundärantikörper (1:20.000 in TTBS). 

 Nach erneutem Waschen mit TTBS wurden die Proteinbanden mittels des 

Western Lightning Plus-ECL Kits (Perkin Elmer, USA) dargestellt. Hierbei katalysiert 

die mit dem sekundären Antikörper konjugierte Peroxidase die Umwandlung von 

Luminol, das in seiner oxidierten Form chemoluminisziert. Für die Sichtbarmachung 

der Signale wurde Röntgenfilm (FujiFilm, Japan) eingesetzt. Der so exponierte Film 

wurde weiter mit einer Entwicklerlösung (Tetenal, Deutschland) und schließlich mit 

einem Fixierer (Tetenal, Deutschland) behandelt. 
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‚Strippen’ einer Membran 

Um eine Membran ein zweites Mal mit einem anderen Antikörper anzufärben, wurde 

sie von den bereits anhaftenden Antikörpern befreit. Dieser Vorgang wird als ‚Strippen’ 

bezeichnet. Hierfür wurde die Membran in ‚Stripping’-Puffer für 30 min bei 50 °C 

inkubiert. Die Membran wurde einige Male in TTBS gewaschen und konnte 

anschließend wieder wie zuvor blockiert und angefärbt werden. 

3.3.2 Konfokale Mikroskopie 

Nach 24 stündiger Inkubation der Transfektion wurden die Zellen 1:4 in Ibidi-

Zellschalen (Ibidi, Deutschland) mit 1 ml Medium umgesetzt. Weitere 24 h später 

wurden die Zellen in 1 ml 2% PFA in PBS 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Die 

Zellen wurden daraufhin 3x mit PBS gewaschen und anschließend 1 h bei 

Raumtemperatur geblockt. Die Blocklösung enthielt neben FBS und ‚Normal donkey’-

Serum (NDS) auch ein Detergenz, das die Membran passierbar machen sollte, damit 

auch das Zellinnere angefärbt wurde. Anschließend inkubierten die Zellen mit dem 

Primärantikörper (1:200 in 1:5 verdünnter Blocklösung) in einer feuchten Kammer über 

Nacht bei 4 °C. Sollten in einem Versuch zwei verschiedene Proteine detektiert werden, 

so konnten die beiden Primärantikörper, solange sie nicht derselben Spezies 

entstammen, zugleich auf die Zellen gegeben werden. Hierauf wurde der 1:400 

verdünnte Sekundärantikörper (in 1:5 verdünnter Blocklösung) auf die Zellen gegeben 

und 1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die hier verwendeten 

Sekundärantikörper sind mit einem fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt, der die 

Betrachtung unter dem Mikroskop möglich macht. Bei Experimenten, die der 

Lokalisation der Proteine innerhalb verschiedener Zellorganellen dienten, wurde zur 

Vereinfachung auch der Zellkern mittels 4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) 

angefärbt. Dies erfolgte gleich nach Entnehmen der Sekundärantikörperlösung. Es 

wurde 1:200 in PBS verdünnt für 5 min und bei Raumtemperatur auf die Zellen 

gegeben. Die Zellen wurden wiederum 2x 5 min in 0,3% Tween in PBS gewaschen und 

ein weiteres Mal für 5 min in reinem PBS. Zum Eindecken der Zellen wurde eine 

Lösung aus 0,2% 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (Dabco) in PBS 1:2 mit Glycerin 

gemischt auf die Zellen gegeben und mit einem Glasplättchen bedeckt. 
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Es wurden zwei verschiedene fluoreszenzmarkierte Sekundärantikörper verwendet. Bei 

dem ersten handelt es sich um den ‚Alexa Fluor 488’ (anti-Ziege, Invitrogen, USA). An 

den Antikörper ist der ‚Alexa Fluor’-Farbstoff gekoppelt, der zur Detektion bei 495 nm 

angestrahlt wird und bei 519 nm emittiert. Der zweite hier verwendete Antikörper ist 

der ‚Alexa Fluor 555’ (anti-Kaninchen, Invitrogen, USA). Hier wurde bei 555 nm 

angeregt und bei 565 nm gemessen. DAPI wurde bei 405 nm angestrahlt, das 

Emissionsmaximum liegt bei 461 nm. Die Aufnahmen wurden an dem Laser Scanning 

Mikroskop 510 (Zeiss) mit Argon- und Helium-Neon-Laser gemacht. Sie sind 

standardmäßig bei 40-facher Vergrößerung aufgenommen worden. Die Lochblende war 

für die Messung mit dem ‚Alexa Fluor 488’ auf 188 µm eingestellt, für die Messung mit 

dem ‚Alexa Fluor 555’ auf 204 µm und für DAPI auf 212 µm. 

3.4 Immunopräzipitation 

48 h nach Transfektion wurden die entsprechend transfizierten Zellen 2x mit PBS 

gewaschen, anschließend in 1 ml RIPA-Puffer und 1:1000 verdünntem PI geschabt und 

homogenisiert (PowerGen 125, Fisher Scientific). Die Zellen inkubierten nun für 1 h bei 

4 °C unter Rotation. Die homogene Zellsuspension wurde schließlich 10 min lang bei  

2800 g und 4 °C zentrifugiert. Um die Proben vor der eigentlichen Präzipitation von 

einem Übermaß an unspezifischem Protein zu befreien, sollte der Überstand nach 

Zugabe von 25 µl Protein G Agarose (‚G-beads’, Pierce Biotechnologies, USA) weitere  

30 min bei 4 °C rotieren. Die Protein ‚G-beads’ wurden mit einer weiteren einminütigen 

Zentrifugation bei 3000 rpm wieder entfernt.  

 Von dem Überstand wurde eine Bestimmung der Proteinkonzentration mittels 

Bradford durchgeführt (3.3.1). 

 Für die Immunopräzipitation wurde zu ca. 2 mg Proteinextrakt 1 µg des 

entsprechenden Primärantikörpers gegeben. Dieser Ansatz sollte über Nacht bei 4 °C 

inkubieren. Daraufhin wurden nochmals 30 µl Protein ‚G-beads’ zugegeben, der Ansatz 

rotierte weitere 3 h bei 4 °C, und wurde schließlich für 1 min bei 1000 g und 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Sediment, bestehend aus Protein 

‚G-beads’ und dem präzipitierten Protein, wurde 3x mit 200 µl RIPA-Puffer gewaschen, 

um unspezifisch gebundenes Protein zu entfernen.  
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Zuletzt wurde das Sediment in 50 µl 1x Ladepuffer aufgenommen, auf ein SDS-PAGE 

Gel geladen und im Weiteren wie ein Western Blot behandelt (3.3.1).  

3.5 Quantifizierung von mRNA und miRNA 

3.5.1 RNA-Isolation 

Die RNA-Isolation erfolgte mithilfe des Roti-Quick-Kits (Roth, Deutschland). Bei der 

Isolation aus Gewebe wurde dieses zunächst in einem Mörser bei Zugabe von flüssigem 

Stickstoff zerkleinert und anschließend in den Puffer 1 des Kits aufgenommen. Bei 

Isolierung aus Zellen wurde 2x mit PBS gewaschen, um dann den Puffer 1 direkt auf 

die Zellen zu geben und diese damit abzulösen. Der weitere Vorgang verlief nach 

Protokoll des Kits. Zuletzt wurde die RNA in DEPC-dH2O aufgenommen und die 

Konzentration bestimmt. Wie bei der DNA-Isolation auch wurden Konzentration und 

Reinheit mittels Bio-Photometer (Eppendorf, Deutschland) bestimmt. Hierbei wurden 

Extinktionen bei 260 und 280 nm bestimmt. Die 260/280 Ratio, anhand derer die 

Kontamination durch Proteine oder Phenolreste bestimmt werden kann, sollte bei  

ca. 1,8-2 liegen. 

3.5.2 Reverse Transkription 

Zur Quantifizierung der gewünschten mRNA und miRNA mittels PCR musste zunächst 

eine Umschreibung der RNA zur cDNA erfolgen. Dies geschah durch reverse 

Transkription. Dabei wurden zwei verschiedene Protokolle verwendet. 

3.5.3 Reverse Transkription für die nachfolgende mRNA-Quantifizierung 

Für die Bestimmung der mRNA wurden statt spezifischer Primer ‚Random Hexamers’ – 

also Zufallssequenzen von 6 Basen – und Oligo-dTs, kurze Abfolgen von Thyminen, 

verwendet. 

 Zunächst wurden RNA, ‚Random Hexamers’, Oligo-dTs, dNTPs und RNase 

Inhibitor für 5 min bei 65 °C inkubiert und anschließend auf Eis gestellt. In diesem 

Schritt binden die Primer bereits an die RNA. Der Reaktionspuffer wurde hinzugegeben 

und daraufhin weitere 2 min bei 37 °C inkubiert. Schließlich kam die Reverse 

Transcriptase hinzu. Der Ansatz wurde 50 min bei 37 °C inkubiert, gefolgt von  
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15 min bei 70 °C zur Inaktivierung des Enzyms (für den Reverse-Transkriptionsansatz 

der Gesamt-RNA s.8.1.6). 

3.5.4 Reverse Transkription für die nachfolgende miRNA-Quantifizierung 

Für die Bestimmung der miRNA allerdings wurde mittels ‚Universal ProbeLibrary’ 

Technologie gearbeitet165. Hier wurde bereits zur Umschreibung zur cDNA ein 

spezieller Primer, ein so gennanter ‚stem-loop’ Primer, eingesetzt. Dieser Umstand als 

auch die Wahl des Transkriptionsprotokolls, eine so genannte gepulste Reverse 

Transkription, sollten die geringen Mengen an miRNA messbar machen. Die Sequenz 

der miRNA wurde der Datenbank ‚miRBase Sequence Database’ des Sanger Instituts 

entnommen (www.microrna.sanger.ac.uk/sequences/index). Die Sequenz des ‚stem-

loop’ Primers (Tab. 8.12) besteht aus einem ersten Bereich, der in sich eine Schleife 

bildet, einem weiteren Bereich, der einer später während der Quantifizierung zum 

Einsatz kommenden Sonde komplementär ist, und einem letzten Bereich, der einem 

kleinen Stück der abzulesenden miRNA komplementär ist. Die hier verwendete Sonde 

ist die ‚Universal ProbeLibrary Probe’ #21 (für den Reverse-Transkriptionsansatz der 

miRNA s.8.1.6). 

Protokoll der gepulsten Reversen Transkription: 

30 min  16 °C 

30 sec  30 °C 

30 sec  42 °C     60 Zyklen

1 sec  50 °C 

5 min  85 °C 
 

3.5.5 Real-time PCR 

Die Real-time PCRs zur Quantifizierung der mRNA der Kir-Proteine sowie der miRNA 

miR-1 wurden am LightCycler® 3.5 (Roche, Deutschland) durchgeführt. Hier wurden 

das Lightcycler SybrGreenplus I Kit (Roche, Deutschland) für die mRNA-

Quantifizierung und das Lightcycler TaqMan Kit (Roche, Deutschland) für die miRNA-

Quantifizierung verwendet. Zur Normalisierung der miRNA wurde die ‚small nuclear 

RNA’ U48 verwendet. Die hierfür verwendeten Primer sind in Tab. 8.12 und Tab. 8.13 
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zu finden. Für die Konstrukte Kir2.1 (Tab. 8.17), Kir2.3 (Tab. 8.18), Kir3.1 (Tab. 8.19) 

und Kir3.4 (Tab. 8.20) wurde GAPDH (Tab. 8.21) als interner Standard benutzt. 

 Die Tests zur Expression von KCNQ1 (Tab. 8.15) und KCNE1 (Tab. 8.14) 

wurden dagegen am 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) 

durchgeführt. Zur Analyse wurde das Fast SybrGreen Master Kit (Applied Biosystems, 

USA) angewendet. Als interner Standard wurde ß-Aktin (Tab. 8.16) eingesetzt. 

 In allen Versuchen wurde je ein 1 µl der synthetisierten cDNA eingesetzt. Die 

Primer wurden in einer Konzentration von 0,5 µM verwendet. 

3.6 Elektrophysiologische Untersuchung 

Elektrophysiologische Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit sowohl an aus 

humanem Vorhofgewebe isolierten Zellen, als auch an transfizierten Zellen aus Kultur 

durchgeführt. Hierzu wurde die ‚Patch-clamp’ Technik im ‚whole-cell’ Modus 

angewandt. 

3.6.1 Enzymatische Isolierung humaner Kardiomyozyten 

Sofort nach dem Entfernen der Gewebestücke aus dem linken Vorhof wurden diese in 

mit Sauerstoff angereicherter Tyrode-Lösung transportiert und innerhalb weniger 

Minuten, von fibrotischem Gewebe und Fett befreit und in kleinen Stücken in  

Ca2+-freier HEPES-Tyrode-Lösung mit 0,1% FBS und 140 U/ml Collagenase 2 bei  

37 °C inkubiert166. Zuerst nach etwa 1 h, dann in immer geringer werdenden 

Zeitabständen, wurde die Lösung abgenommen, und neue Collagenase-haltige Tyrode-

Lösung zu den Vorhofstücken gegeben. Die zuvor entnommene Lösung wurde 

zentrifugiert, die im Sediment enthaltenen bereits abgelösten Zellen in einem stark 

Kaliumionen-haltigen Aufbewahrungspuffer resuspendiert und bis zu der Durchführung 

der Versuche bei Raumtemperatur aufbewahrt. 

3.6.2 Aufbereitung der Zellen aus Kultur 

Die Zellen aus der Kultur wurden 24 h nach der Transfektion im Verhältnis 1:3 

umgesetzt (entsprechend etwa 4x104 Zellen pro Schale), und erst weitere 24 h später für 

die elektrophysiologischen Untersuchungen eingesetzt. Das Medium wurde entfernt, 
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kurz mit geringer Menge PBS (bei Raumtemperatur) gewaschen und dann mit frischem 

Medium sanft von der Zellschale abgelöst. 

3.6.3 Patch-Clamp Technik 

Die Aufzeichnung der Ströme erfolgte mittels der ‚whole-cell patch-clamp’-Methode. 

Während der Messungen wurde eine Temperatur von 36,5 ± 0,5 °C eingehalten (TC-

324B, Temperatur-Regulierer, Warner Instruments, USA). Es wurden ein Verstärker, 

‚Axopatch 200B Amplifier’, und eine Software zum Darstellen der Ströme, ‚pClamp 

9.1’, verwendet (Molecular Devices, Deutschland). Die Patch-Pipetten wurden aus 

Borosilikatglas hergestellt, und wiesen nach Befüllen mit intrazellulärer Lösung 

Widerstände von etwa 1,5–3 MΩ auf. Im Bad diente als extrazelluläre Lösung ebenfalls 

Tyrode-Lösung. Die Pipette wurde nun zunächst vorsichtig auf eine intakte Zelle 

aufgesetzt. Daraufhin wurde über die Pipette ein negativer Druck auf die Zelle 

ausgeübt. Dieser wurde vorsichtig erhöht, bis sich ein starker Verschluss der Pipette 

durch die eingesogene Membran ergab. Dieser ließ sich über den Widerstand messen, 

den nun die Pipette aufwies. War ein so genannter ‚Gigaseal’ erreicht, konnte die Zelle 

durch ruckartige Erhöhung des negativen Drucks oder durch einen kurzen elektrischen 

Impuls zum Aufreißen gebracht werden. In diesem Zustand bildeten der Inhalt der 

Pipette und das Zellinnere eine Kontinuität, die gegenüber der extrazellulären Lösung 

durch den hohen Widerstand des ‚Gigaseals’ isoliert ist. Dies wird als ‚whole-cell-

Konfiguration’ bezeichnet. Die in dieser Konfiguration gemessenen Ströme, stellen 

Ableitungen der gesamten Zelle dar. Es konnten nun Spannungsprotokolle zur Messung 

der gewünschten Ströme angelegt werden. 

Spannungsprotokoll zur Messung des IKs 

Die zu messende Zellen wurden zunächst auf ein Haltepotential von -80 mV geklemmt. 

Der IKs liegt bei diesem Potential bereits in aktivierbarem Zustand vor. 
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–80 mV

+50 mV

–50 mV

1 sec

1 sec

 

Abb. 3.2: Messprotokoll zur Aktivierung des IKs 

 

Zur Messung des IKs (Abb. 3.2) erfolgte als nächstes die schrittweise Depolarisation, 

angefangen bei -50 mV bis zu +50 mV in Abständen von 10 mV. Die depolarisierenden 

Pulse hatten eine Dauer von jeweils 1 sec. Darauf folgte das sogenannte tail-Potential 

bei -50 mV für eine weitere Sekunde, bevor wieder das Haltepotential eingestellt wurde. 

Spannungsprotokoll zur Messung der Ströme IK1 und IKACh 

Zur Messung der einwärts gerichteten Gleichrichterströme (Abb. 3.3) wurden die Zellen 

zuerst auf einem Potential von -40 mV gehalten. Um die Kanäle in einen offen 

aktivierbaren Zustand zu überführen, wurden die Zellen als nächstes zu einem Potential 

von -100 mV hyperpolarisiert. 

 

- 40 mV

-100 mV

+ 40 mV3 sec

 

Abb. 3.3: Messprotokoll zur Aktivierung der Ströme IK1 und IKACh 

 

Darauf folgte eine stufenlose Erhöhung des Potentials auf +40 mV. Das Protokoll 

gleicht einer aufsteigenden Rampe. In diesem Fall wurde die instantane Strom-

Spannungs-Beziehung ermittelt. Zuletzt wurde wieder das Anfangspotential von  

-40 mV eingestellt. 
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3.6.4 Mathematisches Fitten eines Stroms 

 

y = A(-t/ τ) + C

τ

A

y = A(-t/ τ) + Cy = A(-t/ τ) + C

τ

A

 

Abb. 3.4: Schema zur Erläuterung eines mathematischen Fits am Beispiel der Deaktivierung der Zelle. 

 

Zur näheren Betrachtung der Kinetik der Ströme wird ein mathematischer Fit 

durchgeführt. In Abb. 3.4 wird dieser Vorgang schematisch erklärt. In diesem Fall wird 

die Repolarisation, also die Deaktivierung, der Zelle analysiert. Die verschiedenen 

Ströme ergeben sich aus der Spannungshöhe der induzierenden Pulse. Der oberste 

Strom, Reaktion auf einen Puls von +50 mV, ist – aufgrund der höchsten Stromdichte – 

die am genauesten zu fittende und daher in der Untersuchung am verlässlichsten. 

Mithilfe des Programms Clampfit 9.2 werden markante Punkte der Spur markiert. Dies 

sind, wie in der Abbildung zu erkennen, der höchste Punkt sowie ein kurz darauf 

folgender. An diesen beiden Punkten kann die Steigung zu Beginn der Spur errechnet 

werden. Außerdem werden auch Informationen zur Position an den beiden Achsen 

erhoben. Zwei weitere Markierungen sollen die Steigung zu Ende der Spur angeben. 

Das Programm ermittelt schließlich eine der Spur entsprechenden Funktion und gibt 

hierfür die Daten an. Dem Programm kann vorgegeben werden, ob eine mono- oder 

biexponentielle Funktion berechnet werden soll. Hierfür werden diese bildlich 

dargestellt. Der Deaktivierungsvorgang von IKs ist typischerweise mit einer mono-

exponentiellen Funktion zu beschreiben. Alle zu vergleichenden Ströme müssen nach 
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derselben Art analysiert werden, um die einzelnen Komponenten anschließend 

vergleichen zu können. In dieser monoexponentiellen Funktion steht y für den Strom 

zum Zeitpunkt t. A benennt die Amplitude, τ die Zeitkonstante und C den  

y-Achsenabschnitt. Zur Betrachtung der Kinetik ist neben der Amplitude insbesondere 

die Zeitkonstante (τ) von Interesse. Bei der Analyse der Aktivierungskinetik der Zelle 

wurde nicht nur der Strom bei +50 mV untersucht. Es wurde für jedes Testpotential von 

0 mV bis 50 mV ein Fit vorgenommen.  

Boltzmann-Fit 

Mithilfe der Boltzmann-Funktion wurden zwei weitere für die biophysikalischen 

Charakteristika der Ströme relevante Werte ermittelt.  

 

A  =
1 + e S

V50 – V

1 + e S

V50 – V

A0

 

Abb. 3.5: Formel der Boltzmann-Funktion. A – Amplitude; A0 – maximale, normierte Amplitude; S – 
Steigungsfaktor; V – Spannung; V50 – Spannung der halbmaximalen Aktivierung 

 

Dafür wurden zunächst alle Werte der Deaktivierung einer Zelle nach dem höchsten 

Wert normalisiert. Anhand dieser Werte und der in Abb. 3.5 dargestellten Gleichung 

werden V50, die Spannung der halbmaximalen Aktivierung, und S, der Steigungsfaktor 

gewonnen. 

3.7 Membranlokalisation 

Es war für dieses Projekt von Bedeutung zu untersuchen, in welchen 

Zellkompartimenten die synthetisierten Konstrukte von KCNE1 sowie deren  

α-Untereinheit KCNQ1 nach ihrer Transfektion zu finden wären. Zu diesem Zweck 

wurde jedes Konstrukt mit KCNQ1 co-transfiziert und die Zellen wurden 48 h später 

aufgearbeitet. Zur Lokalisation der Proteine wurden zwei Methoden eingesetzt.  

Bei der ersten Methode handelt es sich um die Zellfraktionierung. Das hierbei 

verwendete Kit (PromoKine) erlaubte eine Auftrennung der isolierten Proteine in eine 
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Endoplasmatische Retikulum (ER)-Fraktion und eine Plasmamembran-Fraktion. Diese 

wurden nach einer Konzentrationsbestimmung auf ein SDS-Gel aufgetragen und wie in 

3.3.1 behandelt. Neben den Antikörpern für KCNQ1 und ‚flag’ (KCNE1) wurden 

außerdem auch als Ladungskontrollen Anti-Spektrin, für die Plasmamembran, und Anti-

Calnexin, für das ER eingesetzt. 

 Als weitere Methode zur Lokalisation dieser Proteine wurde die konfokale 

Mikroskopie angewandt (3.3.2). 

3.8 Statistische Auswertung 

Die Daten sind grundsätzlich in Mittelwerten ± SEM angegeben. Für die statistische 

Auswertung wurde mit dem Programm ‚Graph Pad Prism 4’ (Graphpad Software, San 

Diego, CA, U.S.A.) und Microsoft Office (Microsoft Corporation, Redmond, WA, 

U.S.A) gearbeitet. Zur Auswertung von Signifikanzen wurde bei Vergleich zweier 

Mittelwerte miteinander der studentische t-Test verwendet, beim Vergleich von dreien 

oder mehr Mittelwerten die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA). Sollten mehr als 

zwei Gruppen, mit jeweils mehreren Datenpunkten, miteinander verglichen werden, 

wurde die zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) eingesetzt. Die Statistik wurde an 

Rohdaten durchgeführt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Genetische Prädisposition: der N-Terminus der ß-Untereinheit KCNE1 

4.1.1 Synthese der KCNE1-Konstrukte 

Um die Strukturen des N-Terminus und deren Einfluss auf die IKs-Modulation zu 

untersuchen, wurden verschiedene Konstrukte generiert, die in Abb. 3.1 dargestellt sind. 

Für eines der Konstrukte, im Folgenden ‚∆1-38’ genannt, wurden die Aminosäuren  

1-38 und somit ein Großteil des N-Terminus entfernt. Weiter wurde ein Konstrukt 

synthetisiert, bei dem die von dem SNP betroffene Aminosäure gegen eine Folge von 

fünf Alaninen ausgetauscht wurde (‚linker’). In der Nähe des SNP befinden sich 

außerdem drei Arginine, positiv geladene Aminosäuren, die möglicherweise aufgrund 

ihrer Anordnung für die Verankerung des Proteins an der Membran von Bedeutung 

sind. Sie wurden gegen drei Alanine ausgetauscht. Alanin eignet sich durch Aufbau und 

Ladung gut dazu, Bindungseigenschaften und Wechselwirkungen der ausgetauschten 

Aminosäure in der jeweiligen Position zu untersuchen, da es ungeladen ist und selbst 

keine nicht-kovalenten Bindungen eingeht. So lässt sich die funktionelle Relevanz 

einzelner Aminosäuren in Schlüsselpositionen ermitteln. Dieses so genannte ‚Alanin-

Scanning’ wurde für beide Varianten des SNP durchgeführt, um den Effekt des Arginin-

Austausches vor dem jeweiligen Hintergrund untersuchen zu können. 

 Zum Austausch einzelner Nukleotide innerhalb der cDNA, wie es bei den 

Konstrukten ‚linker’, ‚38S-3xA’ und ‚38G-3xA’ der Fall war, wurde eine ‚overlap 

extension PCR’ nach Higuchi 164 durchgeführt. Die Abb. 4.1 erläutert das Vorgehen am 

Beispiel des Konstrukts ‚linker’. 
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Abb. 4.1: Schema der Mutagenese nach Higuchi (1988) am Beispiel des Konstrukts ‚linker’. Bei dem 
gezeigten Größenstandard handelt es sich um den ‚pBR322 DNA-Marker’ der Firma 
Fermentas. bp – Basenpaare 

 

Am PCR template, dem KCNE1 Wildtyp, wurden zunächst zwei PCRs, 1a und 1b, 

durchgeführt. Für beide PCRs gab es jeweils einen flankierenden Primer, der die 

Sequenz eines Restriktionsenzyms trug, und einen Primer, der die Mutation (rot 

markiert) enthielt. Somit entstanden zunächst zwei PCR-Produkte, die beide bereits die 

gewünschte Mutation trugen. Diese wurden dann in einer dritten PCR 

zusammengeführt. Dabei wurden die leicht überlappenden Enden der PCR-Produkte der 

ersten Reaktion als Primer genutzt. Zudem wurden auch die flankierenden Primer der 

ersten beiden PCRs wieder verwendet. 

4.1.2 Nachweis der Konstrukte, Auswahl der Antikörper 

Um Funktionsfähigkeit und Expression der synthetisierten Konstrukte zu prüfen, 

wurden sie heterolog exprimiert und mittels Western Blot und konfokaler Mikroskopie 

nachgewiesen. Die Detektion mit dem anti-KCNE1 Antikörper war relativ schwach und 
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es traten viele unspezifische Banden auf. Um die Detektion in den nachfolgenden 

Versuchen zu erleichtern, wurden die Konstrukte mit C-terminalen ‚flag’- oder GFP-

Markierungen versehen. In Abb. 4.2 sind einige Beispiele für die Detektion der 

unmarkierten Konstrukte sowie mittels dieser Markierungen aufgeführt. 

 

38S         ∆1-38       NT 

Anti- 
flag 

Anti- 
GFP 

38S        ∆1-38        NT 

38S        ∆1-38       GFP 

17 kD

17 kD

33 kD

5 µm 5 µm 

5 µm 

5 µm 5 µm 

5 µm 

Anti- 
KCNE1 

38S                   ∆1-38 

38S-flag                  ∆1-38-flag 

38S-GFP                 ∆1-38-GFP  

Abb. 4.2: Die links gezeigten Western Blots sind Gesamtmembran-Aufarbeitungen von HEK-Zellen, die 
mit den KCNE1-Konstrukten ‚38S’ und ‚∆1-38’ transfiziert wurden. Rechts sind konfokale 
Bilder von gleichermaßen transfizierten HEK-Zellen dargestellt. Die oberste Reihe zeigt die 
unmarkierten KCNE1-Konstrukte, darunter sind die ‚flag’-markierten, und zuletzt die GFP-
markierten Konstrukte zu sehen. Auf dem untersten Blot wurde zudem GFP allein 
aufgetragen. NT stellt die nicht transfizierte Kontrolle dar. Für die Western Blots wurde der 
anti-KCNE1 1:400 eingesetzt, anti-‚flag’ und anti-GFP 1:1000. Für die konfokale 
Mikroskopie wurde der anti-KCNE1 Antikörper (Exzitation: 495 nm, Emission: 519 nm) in 
einer 1:200 Verdünnung verwendet, anti-‚flag’ (Exzitation: 555 nm, Emission: 565 nm) und 
anti-GFP (Exzitation: 545 nm, Emission: 580 nm) 1:400. GFP – grün fluoreszierendes Protein; 
kD – Kilodalton 

 

Anti-KCNE1 und anti-‚flag’ eigneten sich für die konfokale Mikroskopie 

gleichermaßen. Das Anhängen eines GFPs hatte den großen Vorteil, dass eine weitere 

Behandlung mit einem Antikörper nicht notwendig war, da dieses Protein selbst 

detektiert werden konnte. In allen drei Fällen war ungefähr die gleiche Intensität 

festzustellen.  
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Im Western Blot waren allerdings große Unterschiede zu erkennen. Während anti-GFP 

und anti-‚flag’ scharfe Signale mit wenig Hintergrund produzierten, waren die Banden 

in dem mit anti-KCNE1 angefärbten Blot schwächer und weniger klar von 

unspezifischen Banden abzugrenzen. Der Western Blot mit anti-GFP zeigte Signale auf 

der Höhe von ca. 42 kD. Bei diesen Konstrukten kamen zu den ca. 15 kD des KCNE1 

weitere 26,9 kD des GFP hinzu. Bei den nachfolgenden Experimenten, die sich mit den 

Eigenschaften des KCNE1 innerhalb der Zelle beschäftigten, hätte sich dies allerdings 

als Nachteil erweisen können. Es war nicht gewährleistet, dass das GFP, das ungleich 

größer als das KCNE1 ist, auf diese Eigenschaften keinen Einfluss hätte.  

 Die ‚flag’-Markierung weist acht Aminosäuren auf und und ist mit ca. 1 kD 

bedeutend kleiner als GFP. Der anti-‚flag’ Antikörper produzierte ein unspezifisches 

Signal auf Höhe des Konstrukts ‚∆1-38’. Dieses war aber sehr viel schwächer als die 

spezifischen Banden. Die ‚flag’-Markierung wurde deshalb der Markierung mit GFP 

vorgezogen. Alle synthetisierten Konstrukte wurden in der Folge mit ‚flag’ markiert. 

Alle Experimente, bei denen eine immunologische Detektion folgte, wurden mit diesen 

‚flag’-markierten KCNE1-Konstrukten durchgeführt. Eine genaue Auflistung der 

erstellten Konstrukte findet sich in Tab. 4.1. 

Tab. 4.1: Tabelle der für das Projekt synthetisierten Konstrukte der ß-Untereinheit KCNE1 

KCNE1 
Konstrukt 

‚flag’-
Markierung 

GFP-
Markierung 

38S x x 

38G x x 

∆1-38 x x 

linker x  

38S-3xA x  

38G-3xA x  
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4.1.3 Expressionsnachweis 

Der Expressionsnachweis wurde mittels Western Blot und konfokaler Mikroskopie 

geführt (Abb. 4.3).  

 

38S 5 µm ∆1-38 5 µm

38S-3xA 5 µm 38G-3xA 5 µmlinker 5 µm 

38G 5 µm 

38S          38G          ∆1-38        linker          38S-        38G-         NT 
                                                3xA         3xA 

17 kD 

A 

B 

 

 

Abb. 4.3: Western Blot und konfokale Mikroskopie dienten zur Überprüfung von Funktionalität und 
Expression der erstellten KCNE1-Konstrukte. Der in A dargestellte Western Blot zeigt 
Gesamtmembran-Aufarbeitungen von HEK-Zellen, die mit dem mit VHF assoziierten 
Wildtyp ‚38G’, dem SNP ‚38S’ und den anderen diversen ‚flag’ markierten KCNE1-
Konstrukten transfiziert wurden. Zur Detektion wurde ein anti-‚flag’ (1:1000) Antikörper 
eingesetzt. In B sind konfokale Bilder einzelner ebenfalls mit KCNE1-Konstrukten 
transfizierter HEK-Zellen dargestellt (anti-‚flag’, 1:400; Exzitation: 555 nm, Emission: 565 
nm). NT – nicht transfizierte Kontrolle: kD – Kilodalton 
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KCNE1 hat ein Molekulargewicht von 14,6 kD und war im Western Blot in 

entsprechender Höhe zu erwarten. Die Varianten ‚38S’ und ‚38G’ zeigten im Western 

Blot in Abb. 4.3 A, möglicherweise bedingt durch die ‚flag’-Markierung, Signale von 

ca. 17 kD. In der Spur der Mutante ‚∆1-38’ war durch das Fehlen eines Großteils des  

N-Terminus ein Protein von geringerer Größe zu beobachten. Das Konstrukt ‚linker’ 

erschien dagegen durch das Einfügen von 5 Alaninen etwas größer als ‚38S’ und ‚38G’. 

Die beiden durch das ‚Alanin-Scanning’ entstandenen Konstrukte waren nur wenig 

kleiner als ‚38S’ und ‚38G’. Hier waren Arginine im N-Terminus durch Alanine (mit 

geringerem Molekulargewicht) ausgetauscht worden. Beinahe alle Spuren wiesen ein 

weiteres, schwächeres Signal auf, das auf Höhe des ‚∆1-38’ lag, und dort auch von 

diesem Konstrukt verdeckt wurde. Diese Bande war aber ebenso in der nicht 

transfizierten Konstrolle zu sehen und damit als unspezifisches Signal zu werten.  

 Die Ergebnisse der konfokalen Mikroskopie bestätigten die heterologe 

Expression. Die Aufnahmen der jeweiligen Konstrukte zeigten alle eine ähnliche 

intrazelluläre Expression. Die überexprimierten Proteine erschienen in der Zelle 

überwiegend im endoplasmischen Retikulum verteilt, befanden sich nicht im Zellkern 

und scheinbar kaum an der Plasmamembran.  

4.1.4 Quantifizierung der Expression 

Als nächstes wurde die mRNA-Expression von KCNQ1 und des jeweiligen KCNE1-

Konstrukts quantifiziert. Es sollte geprüft werden, ob die Konstrukte gleichermaßen 

exprimieren. Somit würde eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus den nachfolgenden 

Versuchen gewährleistet werden. 
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Abb. 4.4: Quantifizierung der KCNE1 mRNA-Expression mittels Realtime-PCR. Die RNA für diese 
Experimente wurde aus mit KCNQ1 und den jeweiligen ‚flag’-markierten KCNE1-
Konstrukten transfizierten HEK-Zellen isoliert. Repräsentative Beispielkurven sind in A zu 
sehen. Die Normalisierung erfolgte mit ß-Aktin als internem Standard. B zeigt die 
Auswertung aus jeweils n = 4. p = 0,99; AU – ‚arbitrary unit’ 

 

HEK-Zellen wurden mit KCNQ1 und den jeweiligen KCNE1-Konstrukten transfiziert. 

Aus diesen Zellen wurde RNA isoliert und KCNE1 mRNA quantifiziert. Die 

Ergebnisse sind in Abb. 4.4 dargestellt. Anhand der Beispielkurven (A) ist zu erkennen, 

dass alle durchgeführten PCRs einen ähnlichen sigmoidalen Verlauf hatten.  

 Alle erreichten gegen Ende die nahezu gleiche Menge ‚Amplicons’ (DNA-

Produkte der Amplifikation). Bei der Realtime-PCR ist jedoch der so genannte Ct-Wert 

für die Quantifizierung ausschlaggebend. Bei dem Ct-Wert handelt es sich um den 

Punkt einer PCR, an dem die exponentielle Amplifikation einsetzt. Diese Werte wurden 

gegen den internen Standard ß-Aktin normalisiert und konnten so miteinander 
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verglichen werden. Da die transfizierten Konstrukte überexprimiert wurden, erschienen 

die Werte für ß-Aktin im Vergleich klein. Nicht transfizierte Zellen dienten als 

Negativkontrolle der PCR. Sie zeigten erwartungsgemäß keine KCNE1-Expression. 

Wie in Abb. 4.4 B zu sehen, unterschieden sich die Konstrukte nicht signifikant in ihrer 

Expression (p = 0,99).  
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Abb. 4.5: Quantifizierung der mRNA-Expression von KCNQ1 mittels Realtime-PCR. Die RNA hierfür 
wurde aus mit KCNQ1 und den jeweiligen ‚flag’-markierten KCNE1-Konstrukten 
transfizierten HEK-Zellen isoliert. Beispielkurven sind in A zu sehen. Die Normalisierung 
erfolgte mit ß-Aktin als internem Standard. B zeigt die Auswertung aus jeweils n = 3.  
p = 0,98; AU – ‚arbitrary unit’ 
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Weiterhin konnte mit diesen Experimenten ausgeschlossen werden, dass die KCNE1-

Konstrukte die Expression der α-Untereinheit KCNQ1 unterschiedlich beeinflussten. 

Wie in Abb. 4.5 B zu sehen ist, ergab sich auch für KCNQ1 kein Unterschied in der 

mRNA-Expression (p = 0,98). 

4.1.5 Co-Immunopräzipitation 

Um zu untersuchen, ob die ß-Untereinheiten mit der α-Untereinheit interagierten, wurde 

die Methode der Co-Immunopräzipitation (Co-IP) angewendet. Es wurde eines der 

Proteine mit einem spezifischen Antikörper präzipitiert (s. 3.4), und das jeweils andere 

auf dem nachfolgenden Western Blot nachgewiesen. 

 

Input: 

KCNQ1 +   +     +        +          +  +   – 
38S  +   –     –        –          –  –   – 
38G  –   +     –        –          –  –   – 
∆1-38  –   –     +        –          –  –   – 
linker  –   –     –        +          –  –   – 
38S-3xA –   –     –        –          +  –   – 
38G-3xA –   –     –        –          –  +   – 

IP: anti-KCNQ1 
Blot: anti-flag 

IP: anti-flag 
Blot: anti-KCNQ1

17 kD 

62 kD 

 

Abb. 4.6: Diese Western Blots zeigen das Ergebnis einer Co-Immunopräzipitation (repräsentativ für 
mindestens jeweils 5 weitere Experimente). Die Tabelle über den Blots zeigt, welche 
Konstrukte in den jeweiligen Proben transfiziert wurden (‚Input’). Alle eingesetzten KCNE1-
Konstrukte waren ‚flag’ markiert und wurden entsprechend mit dem spezifischen Antikörper 
präzipitiert und nachgewiesen (anti-‚flag’, 1:1000; anti-KCNQ1, 1:1000).  
IP - Immunopräzipitation 

 

Der obere der beiden Blots in Abb. 4.6 zeigt das Ergebnis einer Immunopräzipitation 

von KCNE1 mit dem anti-‚flag’ Antikörper. Die Immundetektion des co-präzipitierten 

Proteins KCNQ1 erfolgte mittels anti-KCNQ1. Die spezifischen Banden für KCNQ1 
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waren bei 62 kD zu sehen. Dies entspricht in etwa dem Molekulargewicht der  

α-Untereinheit. Die nicht transfizierte Kontrolle zeigte keine Bande. Die Co-IP war für 

alle Konstrukte erfolgreich, unabhängig davon, welcher Interaktionspartner präzipitiert 

und welcher detektiert wurde. Da die Interaktion selbst bei dem Konstrukt ‚∆1-38’ 

erhalten blieb, war davon auszugehen, dass der N-Terminus des KCNE1 für die 

Interaktion zwischen α- und ß-Untereinheit nicht essentiell ist.  

4.1.6 Elektrophysiologische Untersuchungen 

Wie beschrieben, generieren die beiden Untereinheiten KCNQ1 und KCNE1 

gemeinsam IKs. In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob und in 

welcher Form die KCNE1-Konstrukte in Co-Transfektion mit der α-Untereinheit die 

Eigenschaften des Stroms veränderten. Die elektrophysiologischen Messungen wurden 

mittels ‚Patch-clamp’-Technik durchgeführt. 
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Abb. 4.7: Die Abbildung zeigt in A repräsentative Beispielströme, die mithilfe des Spannungsprotokolls 
in C abgeleitet wurden. Die hierfür verwendeten CHO- und HEK-Zellen wurden mit KCNQ1 
und den jeweiligen KCNE1-Konstrukten transfiziert. Die Stromdichte ist gegen die Zeit 
aufgetragen. B zeigt Beispielströme von Zellen, die nur mit jeweils einer der beiden 
Untereinheiten transfiziert wurden. Sie dienten als Kontrolle und wurden unter gleichen 
Bedingungen gemessen, sind allerdings gegenüber den Strömen in A vergrößert dargestellt.  

 

Die Abb. 4.7 A zeigt Beispielströme des IKs mit den verschiedenen KCNE1-

Konstrukten. Links oben ist der Strom unter Einfluss der Variante ‚38S’ zu sehen. 

Dieser zeigte wie auch ‚38G’ rechts oben den typischen Verlauf eines IKs. Durch das 

Spannungsprotokoll (Abb. 4.7 C) wurde die Zelle von einem Haltepotential (-80 mV) 

mit schrittweise ansteigenden Pulsen zu verschiedenen Testpotentialen depolarisiert. 
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Die Reaktion der Zelle war eine langsame Zunahme des Ionenstromes (Aktivierung). 

Die darauf folgende Deaktivierung erfolgte während der Repolarisation. Die  

α-Untereinheit KCNQ1 allein generiert hingegen einen ganz anderen Strom. Sowohl 

Aktivierung als auch Deaktivierung waren abrupt (Abb. 4.7 B). Die ß-Untereinheit 

KCNE1 allein konstituiert keinen Strom. 

 Die beiden Varianten ‚38S’ und ‚38G’ ähnelten sich hinsichtlich ihrer Kinetik, 

unterschieden sich jedoch stark in der Amplitude des resultierenden Stroms. Diese fiel 

bei ‚38S’ deutlich größer aus. Die Ströme der anderen Konstrukte zeigten ebenfalls 

charakteristische Eigenschaften des IKs. Allerdings wiesen sie alle eine kleinere 

Amplitude als ‚38S’ auf und ähnelten darin dem Wildtyp (‚38G’). Zwei der Konstrukte, 

‚linker’ und ‚38S-3xA’, bewirkten jedoch darüber hinaus eine weitere Veränderung des 

Stromes. Beide zeigten eine verlangsamte Deaktivierung. 

 Da es zwischen verschiedenen Zelllinien zu unterschiedlichen Ergebnissen 

kommen kann, wurden diese Versuche sowohl in HEK- als auch in CHO-Zellen 

durchgeführt. Sie zeigten vergleichbare Ergebnisse, und die Experimente wurden daher 

zusammengefasst. Abb. 4.8 zeigt die Mittelwerte der Strom-Spannungskurven von 

Aktivierung und Deaktivierung für die jeweiligen Konstrukte.  
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Abb. 4.8: Diese Graphen zeigen Mittelwerte (± SEM) der mittels ‚whole cell patch-clamp’ ermittelten 
Ströme. Die Stromdichte ist gegen das Testpotential aufgetragen (Strom-Spannungskurve). A 
zeigt den Depolarisations-induzierten Strom (Aktivierung), B entspricht der Deaktivierung  
(n = 9, 6, 9, 5, 4, 6); ** p < 0,005 

 

Abb. 4.8 reflektiert die oben gezeigten Beispielströme. Sowohl während der 

Aktivierung (Abb. 4.8 A) als auch während der Deaktivierung (Abb. 4.8 B) zeigte die 

Variante ‚38S’ eine signifikant höhere Stromdichte. Die verschiedenen Konstrukte 

unterschieden sich nicht von dem mit VHF assoziierten Wildtyp ‚38G’. Es wird 

deutlich, dass sowohl das Glyzin an der Position 38, als auch die drei Arginine in dessen 

Nähe von Bedeutung sein müssen. 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 54

4.1.6.1 Kinetik der Aktivierung 

Als Erstes wurde die Kinetik der Aktivierung betrachtet. Für die Ströme wurden jeweils 

mehrere mathematische Fits vorgenommen. Die Zeitkonstante τ wurde für 

Testpotentiale von 0 bis 50 mV bestimmt, da Ströme unter 0 mV zu klein für 

verlässliche mathematische Analysen waren. Der Vergleich der Zeitkonstanten der 

jeweiligen Ströme ist in Abb. 4.9 gezeigt. 

 

0 10 20 30 40 50

0

500

1000

1500

2000

2500

38S
38G
∆1-38
linker
38S-3xA
38G-3xA

τ 
(m

s)
 

Testpotential (mV)  

Abb. 4.9: Die Abbildung zeigt die Zeitkonstanten (τ) der Aktivierung der jeweiligen Ströme. Die 
Zeitkonstante τ wurde für Testpotentiale von 0 bis 50 mV bestimmt. Die Zeitkonstanten sind 
gegen das Testpotenial aufgetragen. Es sind Mittelwerte ± SEM aus n = 9, 6, 7, 5, 5, 5 Zellen 
dargestellt, p = n.s. 

 

Wie erwartet wurden die Zeitkonstanten mit zunehmender Depolarisation kleiner. Je 

höher also das Testpotential desto schneller war die Aktivierung der Zelle. Dies war 

gleichermaßen für alle Konstrukte zu beobachten. Die verschiedenen Ströme wiesen 

außerdem bei keinem der gezeigten Testpotentiale einen wesentlichen Unterschied auf. 

4.1.6.2 Kinetik der Deaktivierung 

Die Abb. 4.10 vergleicht Zeitkonstanten der Deaktivierung für die verschiedenen 

Konstrukte. Die Zeitkonstante τ wurde für das Testpotential +50 mV bestimmt. Anders 

als bei der Depolarisation waren hier nicht unterschiedliche Werte für die jeweiligen 

Testpotentiale zu erwarten. 
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Abb. 4.10: Diese Abbildung zeigt die bei +50 mV ausgewerteten Zeitkonstanten τ der Deaktivierung, 
welche mittels mathematischem Fit einer mono-exponentiellen Funktion zu deaktivierenden 
Strömen berechnet wurden. Es sind Mittelwerte ± SEM aus n = 9, 6, 7, 5, 5, 4 dargestellt.  
* p < 0,05 

 

Die Variante ‚38S’ und das Konstrukt ‚∆1-38’ zeigten dem Wildtyp ‚38G’ 

vergleichbare Zeitkonstanten. Auch das Konstrukt ‚38G-3xA’ wies eine ähnliche 

Zeitkonstante auf. Diese vier Konstrukte unterschieden sich hinsichtlich der 

Deaktivierungs-Kinetik nicht signifikant voneinander. 

 Die beiden Konstrukte ‚linker’ und ‚38S-3xA’ wiesen hingegen verlangsamte 

Repolarisationsströme auf. Je größer die Zeitkonstante desto langsamer verläuft die 

Deaktivierung der Zelle. In den in Abb. 4.7 dargestellten Beispielströmen war dieser 

Effekt nachzuvollziehen. Die Zeitkonstanten der Deaktivierung waren beide signifikant 

größer als die des Wildtyps ‚38G’. 

 Die Spannung der halbmaximalen Aktivierung zeigt eine weitere wichtige 

Eigenschaft von Ionenströmen an. Die Kurven der normalisierten Deaktivierung sind in 

Abb. 4.11 dargestellt. 
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Abb. 4.11: Die Abbildung illustriert die Spannung der halbmaximalen Aktivierung der Ströme, die durch 
‚whole cell patch-clamp’ ermittelt wurden. Die normalisierte Depolarisation ist gegen das 
Testpotential aufgetragen. Es sind Mittelwerte ± SEM aus n = 9, 6, 7, 5, 5, 4 dargestellt. Die 
Kurven entsprechen Boltzmann-Funktionen, die über die Mittelwerte gelegt wurden. p = 0,08 

 

Die Aktivierung des Stroms verläuft nicht linear sondern sigmoidal. Die Kurve, die in 

Abb. 4.11 über die Mittelwerte gelegt ist, wurde mithilfe der Boltzmann-Funktion 

ausgewertet. So konnte außerdem der Steigungsfaktor S, ermittelt werden. Die 

Mittelwerte im Einzelnen sind in Tab. 4.2 aufgeführt. Es war kein Unterschied zwischen 

den Gruppen zu erkennen.  

Tab. 4.2: Mittelwerte ± SEM der mittels Boltzman-Funktion analysierten Werte für V50 (die Spannung der 
halbmaximalen Aktivierung) und S (Steigungsfaktor der Aktivierung) 

KCNE1-Konstrukt V50 S 

38S 13,9 ± 3,3 14,8 ± 0,8 

38G -0,6 ± 5,0 20,1 ± 6,8 

∆1-38 6,0 ± 4,1 18,4 ± 2,8 

linker -1,4 ± 3,3 14,6 ± 1,1 

38S-3xA 3,8 ± 6,5 14,3 ± 1,2 

38G-3xA 11,1 ± 5,8 15,7 ± 0,9 
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4.1.7 Lokalisation der Ionenkanalproteine 

Es besteht die Möglichkeit, dass der N-Terminus von KCNE1 sowohl die eigene 

Verankerung an der Plasmamembran als auch den Transport der α-Untereinheit dorthin 

beeinflusst. Daher zielten die weiteren Versuche darauf ab, KCNQ1 und die jeweiligen 

KCNE1-Konstrukte innerhalb der Zelle zu lokalisieren.  

 Der Wildtyp von KCNE1 (‚38G’) ist mit VHF assoziiert. ‚38S’ unterschied sich 

von dem Wildtyp, wie bereits gezeigt, durch die grössere Amplitude des generierten 

Stroms. Ein Vergleich beider Varianten in einer Lokalisationsstudie könnte Aufschluss 

darüber geben, ob die Neigung zum VHF in diesem Fall in der gestörten Funktion der 

Verankerung oder des Transports begründet ist. Träfe dies zu, so käme der Position 38 

des N-Terminus eine besondere Rolle in diesen Mechanismen zu. Gleichzeitig sollte die 

Untersuchung der anderen Konstrukte darüber aufklären, welche weiteren Bereiche des 

N-Terminus eventuell von Bedeutung sind. 

4.1.7.1 Zellfraktionierung 

Mittels Zellfraktionierung wurden daher zwei Zellkompartimente analysiert. Das ER ist 

Syntheseort beider Untereinheiten. Frühere Arbeiten ergaben Hinweise, dass dort die 

Zusammenführung der beiden Untereinheiten geschieht 167. Die Plasmamembran ist der 

Wirkungsort des Ionenkanals. 

 In Abb. 4.12 sind exemplarisch Detektion und Auswertung von KCNQ1 an 

Zellmembran und im endoplasmatischen Retikulum dargestellt. 
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Abb. 4.12: Resultate der Zellfraktionierung für die α-Untereinheit KCNQ1. In A sind repräsentative 
Western Blots aus der Plasmamembran-Fraktion (PM) zu sehen. Es wurden KCNQ1 und  als 
Ladungskontrolle und Membran-Marker Spektrin detektiert. B zeigt die KCNQ1-Detektion in 
der ER-Fraktion. Als Ladungskontrolle wurde das ER-Protein Calnexin gewählt. In Abbildung 
C ist die Auswertung von 4 Experimenten zu finden. Die Plasmamembranwerte wurden gegen 
die ER-Werte normalisiert. Die Versuche wurden an HEK-Zellen durchgeführt, die mit 
KCNQ1 und ‚flag’ markierten KCNE1-Konstrukten transfiziert wurden. (anti-KCNQ1, 
1:1000; anti-Spektrin, 1:1000, anti-Calnexin, 1:1000). ** p < 0,005; OD – optische Dichte;  
AU – ‚arbitrary unit’ 

 

Abb. 4.12 A zeigt repräsentative Blots der Plasmamembran-Fraktion. Im oberen der 

beiden Blots ist die charakteristische KCNQ1-Bande bei 62 kD zu sehen, darunter als 

Ladungskontrolle ein Spektrin-Blot mit einer Doppelbande bei 220 und 240 kD.  
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KCNQ1 war in Co-Transfektion mit allen KCNE1-Konstrukten in der Plasmamembran 

vertreten. Der Wildtyp ‚38G’ und die Konstrukte ‚∆1-38’, ‚linker’ und ‚38S-3xA’ 

wiesen bei gleicher Beladung etwa gleich starke Banden auf. Zwei Proben stachen 

hervor. Gemeinsam mit der Variante ‚38S’ trat KCNQ1 am stärksten in der 

Plasmamembran auf, mit dem Konstrukt ‚38G-3xA’ am schwächsten.  

 In Abb. 4.12 B sind repräsentative Blots der ER-Fraktion dargestellt. Der obere 

zeigt die Detektion einer KCNQ1-Bande, der untere Blot zeigt die Detektion einer 

Calnexin-Bande, das als Ladungskontrolle diente. Wieder stach die Variante ‚38S’ 

hervor. In diesem Fall zeigte KCNQ1 in Co-Transfektion ein schwächeres Signal als bei 

allen anderen Proben. Im Vergleich mit den restlichen Proben produzierte auch die Co-

Transfektion mit dem Konstrukt ‚∆1-38’ eine etwas schwächere Bande.  

 Um die Reinheit der Auftrennung dieser beiden Zellorganellen zu überprüfen, 

wurde außerdem auch versucht Calnexin, den ER-Marker, in der Plasmamembran-

Fraktion zu detektieren. Der Test war negativ, das Ergebnis ist hier nicht gezeigt. 

 Die Zellfraktionierung wurde mehrmals wiederholt, die KCNQ1-Banden 

aufgrund ihrer Signalintensität quantifiziert und gegen die jeweilige Ladungskontrolle 

normalisiert. Die Auswertung dieser Ergebnisse findet sich in Abb. 4.12 C. Die PM-

Daten wurden zusätzlich zu den jeweiligen ER-Werten ins Verhältnis gesetzt. Dabei 

wurde der ER-Wert auf den Wert 1 gesetzt. Auf diese Weise trat die Verteilung der  

α-Untereinheit innerhalb der Zelle deutlicher hervor. Die starke Überexpression der 

Proteine bewirkte wohl das deutliche Auftreten in beiden Zellkompartimenten. Jedoch 

unterschied sich die Variante ‚38S’ deutlich von den anderen. KCNQ1 war deutlich 

stärker in der Plasmamembran vertreten als im ER. Bei allen anderen Konstrukten war 

es umgekehrt.  

 Unter identischen Bedingungen wurde auch KCNE1 in der Zelle lokalisiert. Es 

sollte untersucht werden, ob, bei Co-Transfektion, die KCNE1-Konstrukte dieselbe 

Verteilung zeigten wie die α-Untereinheit. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in 

Abb. 4.13 dargestellt. 
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Abb. 4.13: Die Abbildung zeigt die Resultate der Zellfraktionierung mit Detektion der Banden der  
ß-Untereinheit KCNE1. In A ist ein repräsentativer KCNE1-Blot aus der Plasmamembran-
Fraktion (PM) zu sehen, darunter ist als Ladungskontrolle ein Spektrin-Blot. B zeigt die 
KCNE1-Detektion in der ER-Fraktion. Als Ladungskontrolle wurde Calnexin gewählt. In 
Abbildung C ist die Auswertung aus n = 4 zu finden. Die Plasmamembranintensitäten wurden 
gegen die ER-Werte normalisiert. Die Versuche wurden an HEK-Zellen durchgeführt, die mit 
KCNQ1 und ‚flag’ markierten KCNE1-Konstrukten transfiziert wurden. (anti-‚flag’, 1:1000; 
anti-Spektrin, 1:1000, anti-Calnexin, 1:1000). ** p < 0,005; OD – optische Dichte;  
AU – ‚arbitrary unit’ 

 

Abb. 4.13 A zeigt repräsentative KCNE1- und Spektrin-Blots. Sie spiegeln die 

Ergebnisse der KCNQ1-Zellfraktionierung wider. Auch hier war das Signal der 

Variante ‚38S’ stärker als die Signale der übrigen Konstrukte. ‚38G’ und ‚linker’ wiesen 
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zwar etwas stärkere Signale auf als die restlichen Konstrukte, waren aber sehr viel 

schwächer als die Variante ‚38S’. 

 Repräsentative Blots der ER-Fraktion aus diesen Experimenten sind in  

Abb. 4.13 B zu finden. Die KCNE1-Distribution ähnelte auch hier der von KCNQ1. Die 

Variante ‚38S’ zeigte das schwächste Signal. Die stärkste Bande trat bei dem Konstrukt 

‚linker’ auf. Die normalisierten Mittelwerte sind in Abb. 4.13 C dargestellt. Die 

Variante ‚38S’ trat signifikant stärker in der Plasmamembran auf und war das einzige 

Konstrukt, dass dort stärker vertreten war als im ER. 

 Zusammenfassend scheint der N-Terminus von KCNE1 die KCNQ1-

Lokalisation innerhalb der Zelle zu beeinflussen. Dies wurde durch die veränderte 

Verteilung der α-Untereinheit im Beisein der jeweiligen KCNE1-Konstrukte deutlich. 

Die verschiedenen KCNE1-Konstrukte zeigten dabei eine ähnliche Verteilung. Die mit 

VHF assoziierte Variante ‚38G’ war an der Membran schwächer exprimiert und die 

anderen N-terminalen Mutationen scheinen einer Membranlokalisation gleichermaßen 

hinderlich zu sein. 

4.1.7.2 Lokalisation von KCNQ1 und KCNE1 mittels konfokaler Mikroskopie 

Um die Ergebnisse der Zellfraktionierung zu verifizieren und die Lokalisation der 

Ionenkanalproteine in der Zelle zu untersuchen, wurde konfokale Mikroskopie 

eingesetzt. Mit KCNQ1 und dem jeweiligen KCNE1-Konstrukt co-transfizierte Zellen 

wurden auf Objektträgern fixiert und mehrfach mittels entsprechender fluoreszierender 

Antikörper angefärbt. Aufnahmen repräsentativer Zellen der jeweiligen Gruppen sind in 

Abb. 4.14 abgebildet. Neben den beiden gegen die Untereinheiten gerichteten 

Antikörpern kam auch die DAPI-Färbung zur Markierung der Zellkerne zum Einsatz. 

Diese erleichterte die Zuordnung der Zellkompartimente. 

 Es war deutlich zu erkennen, dass alle KCNE1-Konstrukte mit der  

α-Untereinheit co-lokalisierten. Allerdings ließ sich die Position der Proteine nicht 

eindeutig den Zellkompartimenten zuordnen. Ein Signal am Rand der Zelle kann unter 

Umständen ebenso Membran- wie auch ER-Lokalisation bedeuten; dies ist gelegentlich 

bei Überexpression von rekombinanter DNA in heterologen Zellsystemen ein Problem. 

Allerdings hilft die Darstellung zweier aneinander liegender Zellen. Die Kontaktstelle 

kann meist gut als Plasmamembran identifiziert werden. 
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Abb. 4.14: Die hier gezeigten Abbildungen wurden mittels konfokaler Mikroskopie aufgenommen und 
zeigen mehrfach angefärbte HEK-Zellen, die mit KCNQ1 und ‚flag’ markierten KCNE1-
Konstrukten transfiziert wurden. Die Bilder links zeigen die Verteilung von KCNQ1 (rot), die 
mittlere Spalte die KCNE1-Konstrukte (grün). Rechts ist eine Zusammenführung (‚merge’) zu 
sehen. Die Zellen wurden zusätzlich mit DAPI (blau) angefärbt. KCNE1 wurde mit einem 
anti-‚flag’ Antikörper (1:400) angefärbt (Exzitation: 555 nm, Emission: 565 nm). KCNQ1 
wurde mit einem anti-KCNQ1 Antikörper (1:400) detektiert (Exzitation: 495 nm, Emission: 
519 nm). Der Balken entspricht 10 µm. 

 

Die konfokalen Bilder bestätigten die Ergebnisse der Zellfraktionierung. KCNQ1 war, 

co-transfiziert mit der Variante ‚38S’, am stärksten an der Plasmamembran vertreten. 

Das Signal war für beide Untereinheiten an der Kontaktstelle zwischen den beiden 

abgebildeten Zellen am stärksten. Ein ähnlich starkes Signal ging außerdem von einigen 
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wenigen Stellen am Rand der Zellen aus, bei denen es sich am ehesten ebenfalls um 

Plasmamembran handelt. Diese Zellen unterschieden sich stark von denen der anderen 

Gruppen. Da jedoch auch funktionelle Ionenströme von analog transfizierten Zellen 

aufgezeichnet werden konnten, kann man davon ausgehen, dass entsprechende 

Ionenkanal-Untereinheiten an der Membran vorhanden sind. 

 Die mit KCNQ1 und der mit VHF assoziierten Variante ‚38G’ transfizierten 

Zellen wiesen nur wenig der beiden Proteine an der Plasmamembran auf. Ein Großteil 

befand sich im Inneren der Zelle, wahrscheinlich im ER. 

 Alle weiteren Gruppen zeigten eine der Variante ‚38G’ ähnliche Distribution, 

wobei das Konstrukt ‚∆1-38’ besonders hervortrat. Es wies von allen Gruppen die 

geringste Menge Protein an der Plasmamembran auf.  

4.1.8 Zusammenfassung 

Der SNP G38S der ß-Untereinheit KCNE1 macht auf eine potentielle Bedeutung für 

den N-Terminus aufmerksam. Das häufigere Allel des SNPs ist mit VHF assoziiert und 

zeigt einen veränderten IKs. 

 Zur Aufklärung der Rolle des N-Terminus hinsichtlich der Modulation von IKs 

wurden verschiedene Konstrukte erstellt. So wurde neben dem SNP auch eine Folge 

von drei positiv geladenen Aminosäuren ausgewählt und mittels ‚Alanin-Scanning’ 

ersetzt. Weiterhin wurde für ein Konstrukt der größte Teil des N-Terminus entfernt.  

 Alle Konstrukte konnten heterolog exprimiert werden. In der Co-

Immunopräzipitation wurde weiter gezeigt, dass sich keine der strukturellen 

Veränderungen des N-Terminus auf die physikalische Interaktion mit der α-Untereinheit 

auswirkte. Der N-Terminus scheint daran nicht beteiligt zu sein.  

 Wie bereits in früheren Arbeiten beschrieben, zeigte die mit VHF assoziierte 

Variante ‚38G’ eine Reduktion des IKs. Bei der näheren Untersuchung der anderen 

Konstrukte konnte gezeigt werden, dass die strukturellen Veränderungen des  

N-Terminus ebenfalls zu einem verminderten Strom führten. 

 Auch bei den Experimenten zur Lokalisation der beiden Untereinheiten 

innerhalb der Zelle zeigten die synthetisierten Konstrukte ein der VHF assoziierten 

Variante ‚38G’ entsprechendes Verhalten. Die Variante ‚38S’ wies für beide Proteine 

die bei weitem höchste Menge Protein an der Plasmamembran auf. 
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4.2 Erworbene Veränderungen: Heraufregulation der einwärts gleichrichtenden 

Ströme IK1 und IKACh,c 

Wenn VHF für eine längere Zeit besteht, kommt es zu Veränderungen auf 

verschiedenen Ebenen (z.B. Ionenkanäle, Struktur, Kontraktilität und Oberfläche der 

Vorhöfe). Diese werden als ‚Remodeling’ bezeichnet. Insbesondere das ‚Remodeling’ 

der elektrischen Eigenschaften des Vorhofs begünstigt Auftreten und Fortbestehen von 

VHF. Eine Heraufregulierung der einwärts gleichrichtenden Ströme (IK1 und IKACh) 

wurde bereits beschrieben. Zudem bedurfte der Strom IKACh bei VHF keiner 

Aktivierung; er ist ‚konstitutiv’ aktiv. Der konstitutiv aktive IKACh wird im Folgenden 

als IKACh,c bezeichnet. In dem zweiten Teil dieser Arbeit wurden zugrunde liegende, 

regulierende Mechanismen für die Heraufregulierung untersucht. 

4.2.1 Patientencharakteristika 

Die Versuche wurden an humanem Gewebe des linken Vorhofs durchgeführt, welches 

routinemäßig im Rahmen herzchirurgischer Mitralklappenrekonstruktionen entfernt 

wurde. Die klinischen Charakteristika und demografischen Daten der Patienten, die an 

dieser Studie teilnahmen, sind in Tab. 4.3 aufgelistet. Der Gruppe der Patienten, die an 

chronischem VHF leiden, standen Patienten im Sinusrhythmus als Kontrollgruppe 

gegenüber. In beiden Gruppen waren vorwiegend Männer vertreten. Neben einer 

höhergradigen Mitralklappeninsuffizienz (welche die Operationsindikation darstellte), 

waren auch andere Herzerkrankungen in beiden Gruppen häufig. Außerdem lagen in 

vielen Fällen begleitende Hypertonie, Diabetes mellitus oder Hyperlipidämie vor. Bei 

diesen Komorbiditäten handelt es sich um Faktoren, die das Auftreten von VHF 

begünstigen. Es wurden konsekutive Patienten eingeschlossen und beide Gruppen 

unterschieden sich lediglich hinsichtlich der Vorhofgröße. Das linke Atrium ist bei 

VHF-Patienten deutlich vergrößert. Die beiden Gruppen unterschieden sich darüber 

hinaus nicht hinsichtlich medikamentöser Therapie.  
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Tab. 4.3:  Patientencharakteristika; SR – Sinus Rhythmus; VHF – Vorhofflimmern; MKI – 
Mitralklappeninsuffizienz; LVEF – linksventrikuläre Ejektionsfraktion; LVEDD – linksventrikulärer 
enddiastolischer Diameter; ACE-I – Angiotensin-converting enzyme Inhibitor; ATRB – Angiotensin 
Rezeptor Blocker; HMG-CoA – 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A; n.s. – nicht signifikant 

 SR  VHF  p-Wert 

Patienten (n) 31  31   

männlich  18 (67%)  20 (63%)  P = n.s.  

Alter (Jahr)  67 ± 1  70 ± 1,4  P = n.s.  

Koronare Herzkrankheit 13  13 P = n.s.  

Zusätzliche Bypass-Operation  7  2  P = n.s.  

Grad der MKI 2,9 ± 0,1  3,1 ± 0,1  P = n.s.  

Hypertonie 14  12  P = n.s.  

Diabetes mellitus 6  5  P = n.s.  

Hyperlipidämie 10  10 P = n.s.  

LVEF (%)  62 ± 0  58 ± 0  P = n.s.  

LVEDD (mm)  55 ± 1  56 ± 2  P = n.s.  

linkes Atrium (mm)  45 ± 1  57 ± 2  P < 0,05  

Herzglykoside 2  10  P = n.s.  

ACE-I/ATRB  21  27  P = n.s.  

β-Blocker  18  20 P = n.s.  

Calcium-Kanal Blocker 4  7 P = n.s.  

Amiodaron 1  3  P = n.s.  

HMG-CoA-Reduktase-Hemmer 9  9  P = n.s.  

 

4.2.2 Elektrophysiologische Untersuchungen 

Zunächst sollten die mit VHF assoziierten Veränderungen der Ionenströme 

nachgewiesen werden. Hierzu wurden die aus dem atrialen Gewebe isolierten Zellen 

untersucht und die Ströme IK1 und IKACh mittels ‚Patch-clamp’-Technik gemessen.  

4.2.2.1 IK1 

Das Verfahren zur Ermittlung von IK1 ist in Abb. 4.15 A dargestellt. Zur Messung 

wurde das oben dargestellte ‚ramp’-Protokoll verwendet. Der daraus resultierende 

Strom ist schwarz wiedergegeben. Er stellte die Summe von IK1 und IKACh,c dar.  
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Um ausschließlich den Strom IK1 betrachten zu können, wurde ein weiteres Mal nach 

Zugabe von Tertiapin-Q gemessen. Bei diesem Peptid handelt es sich um einen hoch 

selektiven Inhibitor der Kir3 Ströme und damit des IKACh
168. Bei dem resultierenden 

Strom dieser zweiten Messung (rot) handelte es sich also um IK1 ohne die IKACh 

Komponente. Die Ergebnisse für den Strom IK1 sind in Abb. 4.15 dargestellt. 
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Abb. 4.15: Die Abbildung A stellt repräsentative Beispiele einwärts gleichrichtender Ionenströme dar. Es 
wurden Ströme von Kardiomyozyten von Patienten mit Sinusrhythmus (SR, links) mit solchen 
von Patienten mit Vorhofflimmern (VHF, rechts) verglichen. B zeigt links die Auswertung bei 
-100 mV aus n = 5 (SR) und n = 3 (VHF) Zellen und rechts die Auswertung bei +40 mV aus  
n = 5 (SR) und n = 4 (VHF). Alle Ströme wurden nach oben gezeigtem Protokoll und bei 
Zugabe von Tertiapin-Q (100 nM) gemessen. * p < 0,05 

 

In der SR-Gruppe bestand nur ein geringer Anteil des IKACh, was daran zu erkennen war, 

dass die Ionenstromamplituden vor und nach Applikation von Tertiapin-Q nur wenig 

verschieden waren. Der Verlauf war charakteristisch für einen einwärts gleichrichtenden 

Ionenstrom.  
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Die in VHF-Zellen gemessenen Ströme zeigten im Vergleich zur SR-Gruppe auf das 

vorgegebene Testpotential eine stärkere Reaktion. Die Amplitude war größer, aber auch 

der Verlauf war verändert. Er teilte sich hier in zwei stärkere Steigungen auf, in der 

Mitte kam es zu einem Plateau. 

 Wie in Abb. 4.15 A schon angedeutet wurde, war in der VHF-Gruppe eine 

signifikante Zunahme des IK1 zu beobachten. Die Mittelwerte ± SEM sind in  

Abb. 4.15 B dargestellt. Die Stromdichte wurde für zwei Spannungspotentiale 

analysiert. Links ist die Auswertung bei -100 mV, dem negativsten Testpotential, und 

rechts die Auswertung bei +40 mV, dem positivsten Potential, zu sehen. In beiden 

Fällen zeigte die VHF-Gruppe einen stark erhöhten Wert (bei -100 mV: SR = -2,7 ± 0,7; 

VHF = -5,9 ± 1,3; bei +40 mV: SR = 1,5 ± 0,5; VHF = 5,6 ± 2,1; p < 0,05). 

4.2.2.2 Konstitutiv aktiver IKACh 

Der ohne die Zugabe von Tertiapin-Q gemessene Strom stellte die Summe aus den 

beiden Strömen IK1 und IKACh,c dar. Nachdem IK1 durch Inhibition der Kir3 Ströme 

gemessen wurde, konnte der blockierte Anteil als IKACh,c identifiziert werden. Um also 

diesen Tertiapin-Q-sensitiven Strom zu erhalten, wurde IK1 von dem Gesamtstrom 

subtrahiert. Die Ergebnisse hierzu sind in Abb. 4.16 gezeigt. 
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Abb. 4.16: Die Abbildung A stellt repräsentative Beispiele einwärts gleichrichtender Ionenströme dar. Es 
werden Kardiomyozyten im Sinusrhythmus (SR, links) mit von Vorhofflimmern geprägten 
(VHF, rechts) Zellen verglichen. Die roten Kurven zeigen den nach Zugabe von Tertiapin-Q 
(100 nM) gemessenen Strom. In B ist der aus prä- und post-Tertiapin subtrahierte Strom 
aufgetragen, der IKACh,c. C zeigt die Auswertung des Tertiapin-sensitiven Stroms bei -100 mV 
aus n = 5 (SR) und n = 3 (VHF) Zellen (links) und rechts die Auswertung bei +40 mV aus  
n = 5 (SR) und n = 4 (VHF). * p < 0,05 

 

Auch IKACh,c war, dem IK1 ähnlich, bei VHF heraufreguliert. Der Beispielstrom der SR-

Gruppe zeigte wieder einen geraden Verlauf und eine flache Steigung. Da es sich hier 
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um die Differenz aus den beiden in A gezeigten Strömen handelte, war davon 

auszugehen, dass IKACh zu Beginn eine etwas niedrigere Stromdichte aufwies als IK1, 

dann aber mit zunehmend positiverem Membran-Potential etwas steiler verlief. 

Insgesamt war aber die Stromdichte sehr viel geringer als bei IK1. Der IKACh stellte einen 

kleineren Anteil an der Gesamtsumme dar.  

 Wie zuvor beobachtet werden konnte, war die Differenz zwischen dem 

Gesamtstrom und dem IK1 in der VHF-Gruppe deutlicher aufgetreten. Wie in  

Abb. 4.16 B zu sehen erklärte sich dies in der gleichermaßen erhöhten Stromdichte des 

IKACh,c. In Abb. 4.16 C sind die Mittelwerte ± SEM zu sehen. Auch hier war eine 

signifikante Erhöhung des Stroms sowohl bei einem Testpotential von -100 mV  

(SR = -0,4 ± 0,2; VHF = -2,1 ± 0,7; p < 0,05) als auch bei +40 mV (SR = 0,5 ± 0,2; 

VHF = 2,4 ± 0,8; p < 0,05) zu finden. 

 Beide Ströme zeigten die für VHF charakteristische Heraufregulierung. Die 

folgenden Versuche dienten der Aufklärung der zugrunde liegenden zellulären 

Regulationsmechanismen. Hier wurden sowohl transkriptionelle als auch 

posttranskriptionelle Faktoren in Betracht gezogen.  

4.2.2.3 Proteinexpression der α-Untereinheiten des IK1 

Es wurden zunächst die α-Untereinheiten der Ionenkanäle untersucht. Eine erhöhte 

Stromdichte könnte ihre Ursache in ebenfalls erhöhter Proteinexpression haben. Zur 

Quantifizierung wurde in einer Gesamtmembranaufarbeitung Protein aus dem atrialen 

Gewebe isoliert und auf einen Western Blot gebracht (Abb. 4.17). 
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Abb. 4.17: Die Abbildung zeigt repräsentative Western Blots der α-Untereinheiten der Kir2 Ionenkanäle. 
Die Proben wurden aus humanem atrialen Gewebe mittels Gesamtmembran-Aufarbeitung 
gewonnen. Es wurden Sinusrhythmus und Vorhofflimmern verglichen, GAPDH diente als 
Ladungskontrolle. Rechts sind die Auswertungen aus n = 6 (SR) und n = 5 (VHF) gezeigt. Zur 
Detektion wurden die Antikörper anti-Kir2.1 (1:1000), anti-Kir2.3 (1:1000) und anti-GAPDH 
(1:1000) verwendet. * p < 0,05; n.s. – nicht signifikant; OD – optische Dichte; AU – ‚arbitrary 
unit’ 

 

Zur linken Seite sind Beispielblots von Kir2.1 und Kir2.3 dargestellt. Darunter ist 

GAPDH als Ladungskontrolle des jeweiligen Blots zu sehen. Für jede Gruppe sind 

jeweils zwei Beispiele von unterschiedlichen Patienten gezeigt. Der oberste Blot zeigt 

die Detektion von Kir2.1 (bei ca. 48 kD). Die VHF-Gruppe wies deutlich mehr Kir2.1 

auf als die SR-Gruppe. Anhand relativer Quantifizierung mehrerer Versuche konnte 

gezeigt werden, dass dieser Unterschied signifikant ist. Rechts in Abb. 4.17 sind 

Mittelwerte (± SEM) dargestellt.  

 Unten links ist ein repräsentativer Blot gegen die α-Untereinheit Kir2.3 (50 kD) 

mit GAPDH als entsprechender Ladungskontrolle dargestellt. Im Gegensatz zu Kir2.1 

war hier aber kein relevanter Unterschied zwischen SR und VHF zu beobachten. Die 

Auswertung der Mittelwerte rechts reflektierte dieses Ergebnis. Das Protein Kir2.3 

zeigte in VHF keine Veränderung. 
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4.2.2.4 Proteinexpression der α-Untereinheiten des IKACh 

Auf die gleiche Weise wurden auch die α-Untereinheiten des IKACh untersucht. Die 

Ergebnisse hierzu sind in Abb. 4.18 dargestellt.  
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Abb. 4.18: Die Abbildung zeigt repräsentative Western Blots der α-Untereinheiten der Kir3 Ionenkanäle. 
Die Proben wurden aus humanem atrialen Gewebe mittels Gesamtmembran-Aufarbeitung 
gewonnen. Es wurden Sinusrhythmus und Vorhofflimmern verglichen, GAPDH diente als 
Ladungskontrolle. Rechts sind die Auswertungen aus n = 6 (SR) und n = 5 (VHF) gezeigt. Zur 
Detektion wurden die Antikörper anti-Kir3.1 (1:1000), anti-Kir3.4 (1:1000) und anti-GAPDH 
(1:1000) verwendet. n.s. – nicht signifikant; OD – optische Dichte; AU – ‚arbitrary unit’ 

 

Die repräsentativen Western Blots auf der linken Seite stammen aus einer Aufarbeitung. 

Die Membran wurde gestrippt und mehrmals angefärbt. Zuletzt ist die Ladungskontrolle 

GAPDH zu sehen. Kir3.1 ist 55 kD groß, Kir3.4 etwa 47 kD. 

 Es zeigte sich für die Kir3 Untereinheiten kein signifkanter Unterschied der 

Proteinexpression zwischen SR und VHF. Beide Proteine zeigten bei gleicher Beladung 

starke Schwankungen innerhalb der Gruppen. Entsprechend sahen die Standardfehler in 

der Zusammenfassung der Mittelwerte (Abb. 4.18, rechts) aus. Es war keine 

signifikante Veränderung zu sehen. 

 Die Heraufregulierung von IK1 bei VHF ist in unseren Experimenten (in 

Einklang mit früheren Arbeiten) zumindest teilweise auf die erhöhte Expression von 
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Kir2.1 zurückzuführen. Die anderen α-Untereinheiten wiesen keine Veränderung auf. 

Die Veränderung des IKACh,c hat demnach eine andere Ursache. 

4.2.2.5 Potentielle funktionelle Modulatoren des IKACh 

Möglich wäre auch eine funktionelle Regulierung des IKACh durch Modulatoren. Der 

Kir3-Strom ist G-Protein gekoppelt und seine Aktivierung erfordert unter anderem die 

Phosphorylierung durch die Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII)169. Als 

nächstes sollte daher untersucht werden, ob die Proteine Gαi-3 und Calmodulin in 

Gewebeproben von Patienten mit VHF eine veränderte Expression zeigen. Es wurde 

wie bei der Quantifizierung der α-Untereinheiten verfahren. Das Resultat ist in  

Abb. 4.19 illustriert. 
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Abb. 4.19: Gezeigt werden repräsentative Western Blots von Gαi-3 und Calmodulin. Die Proben wurden 
aus humanem atrialen Gewebe mittels Gesamtmembran-Aufarbeitung gewonnen. Es wurden 
Sinusrhythmus und Vorhofflimmern verglichen, GAPDH diente als Ladungskontrolle. Rechts 
sind die Auswertungen aus n = 8 (Gαi-3) und n = 3 (Calmodulin) gezeigt. Zur Detektion 
wurden die Antikörper anti-Gαi-3 (1:1000), anti-Calmodulin (1:1000) und anti-GAPDH 
(1:1000) verwendet. n.s. – nicht signifikant; OD – optische Dichte; AU – ‚arbitrary unit’ 
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Die Beispielblots in Abb. 4.19 links zeigen die Detektion von Gαi-3 (45 kD) und 

Calmodulin (60 kD) mit der jeweils zugehörigen Ladungskontrolle GAPDH. In beiden 

Fällen zeigten die Gruppen unter sich eine einheitliche Proteinexpression.  

 Bei Calmodulin war kein Unterschied zwischen SR und VHF zu sehen. Dies 

bestätigten die Mittelwerte auf der rechten Seite.  

 Bei Gαi-3 konnte zunächst eine statistisch nicht signifikante Tendenz zur 

Reduktion in VHF beobachtet werden. Da in diesem Fall eine inhibierende Funktion 

vermutet wurde, schien eine Regulierung durch dieses Protein möglich. Zwar zeigten 

die Mittelwerte dieselbe Tendenz, allerdings mit hohem Standardfehler. Zu diesem 

Zeitpunkt kann nicht von einer Inhibierung des IKACh,c durch Gαi-3 gesprochen werden. 

4.2.2.6 mRNA-Quantifizierung der α-Untereinheiten 

Die folgenden Versuche sollten klären, ob die für VHF charakteristischen 

Veränderungen auch auf mRNA-Ebene geschehen. Aus dem atrialen Gewebe wurde 

deshalb Gesamt-RNA isoliert und dann zu cDNA umgeschrieben. Mithilfe von 

Realtime-PCRs wurde die mRNA der Ionenkanaluntereinheiten quantifiziert. Das 

Resultat ist in Abb. 4.20 dargestellt. 
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Abb. 4.20: Die Abbildung zeigt die mRNA-Quantifizierung der Kir2 und Kir3 Ionenkanalproteine. Die 
RNA wurde aus humanem atrialen Gewebe von Patienten mit Sinusrhythmus (SR) und  
Vorhofflimmern (VHF) isoliert. In A sind Beispielkurven der Realtime-PCR zu sehen. B zeigt 
die Mittelwerte ± SEM. Die Werte sind gegen GAPDH als internem Standard normalisiert. 
Kir2.1 n = 8 (SR), n = 7 (VHF); Kir2.3, Kir3.1 und Kir3.4 jeweils n = 6; * p < 0,05; n.s. – 
nicht signifikant 

 

Abb. 4.20 A zeigt repräsentative Kurven der Realtime-PCR. Abb. 4.20 B zeigt 

Mittelwerte der normalisierten Ct-Werte (± SEM). Die Expression der Kir2.1 mRNA 

war bei VHF im Vergleich zum Sinusrhythmus signifikant heraufreguliert. Dies deutet 

darauf hin, dass der Heraufregulierung von IK1 ein transkriptioneller Mechanismus 

zugrunde liegt. 

 Bei der mRNA von Kir2.3 war ein anderes Ergebnis zu beobachten. Hier 

erschien die mRNA-Expression in der VHF-Gruppe geringer. Für die Untereinheiten 

Kir3.1 und Kir3.4 konnte kein signifikanter Unterschied zwischen SR und VHF 

festgestellt werden. Es zeigten sich ähnliche Tendenzen wie in der 

Proteinquantifizierung – zu einer reduzierten Expression in VHF. 
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4.2.2.7 Quantifizierung des Expressionsniveaus der microRNA 1 

Yang et al. haben gezeigt, dass die muskelspezifische miR-1 bei koronarerkrankten 

Patienten überexprimiert wird. Weiter zeigte die Studie, dass miR-1 unter anderem 

inhibierend auf die Proteinexpression von Kir2.1 wirkt163. Daher sollte in der 

vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob auch VHF eine Veränderung der miR-1 

Expression bewirkt. Aus der isolierten Gesamt-RNA wurde also miR-1 spezifische 

cDNA synthetisiert und ebenfalls per Realtime-PCR quantifiziert. Abb. 4.21 gibt die 

Ergebnisse wieder. 
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Abb. 4.21: Abbildung A zeigt Beispielkurven für die Realtime-PCR für die miRNA miR-1. Die miRNA 
wurde aus humanem atrialen Gewebe isoliert. B zeigt die Auswertung aus n = 9 (SR) und  
n = 7 (VHF). Als interner Standard wurde hier die ‚small nuclear RNA’ U48 verwendet.  
* p < 0,05; AU – ‚arbitrary unit’ 

 

Auch hier konnte eine Veränderung der Expression der miR-1 festgestellt werden. Wie 

auch die Beispielkurven deutlich zeigten, war die inhibitorische miR-1 wesentlich 

stärker in den SR-Proben vertreten als in VHF. 

 Die Reduktion der miRNA könnte ein weiterer Grund für die erhöhte 

Proteinexpression von Kir2.1 sein. 

4.2.2.8 Zusammenfassung 

VHF geht einher mit einer Heraufregulierung der einwärts gleichrichtenden 

Ionenströme IK1 und IKACh,c. Ziel dieser Studie war, zugrunde liegende Mechanismen für 

diese Regulierung zu untersuchen. Die Versuche wurden an humanem atrialen Gewebe 

des Vorhofs vorgenommen. Als Kontrolle diente atriales Gewebe von SR-Patienten. 



Ergebnisse 76

Protein- und mRNA-Quantifizierung der α-Untereinheiten ergab, dass Kir2.1 

transkriptionell heraufreguliert wurde. Weiter fiel eine Reduktion der miR-1 auf, welche 

der Zunahme von Kir2.1 mRNA bei VHF zugrunde liegen mag. 

 Die Heraufregulierung des IK1 wird also potentiell durch transkriptionelle sowie 

posttranskriptionelle Mechanismen moduliert. 

 Es konnten keine Hinweise auf eine transkriptionelle oder posttranskriptionelle 

Regulierung des IKACh,c gefunden werden. Sowohl Protein- als auch mRNA-Expression 

waren unverändert. Die Ursachen sind in diesem Fall möglicherweise funktioneller 

Natur. In dieser Studie wurden die beiden potentiellen Faktoren, Calmodulin und Gαi-3, 

untersucht. Jedoch konnte auch hier keine Veränderung in der Proteinexpression 

festgestellt werden, so dass dieser Aspekt der Regulation nicht abschließend geklärt 

werden konnte. 
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5 Diskussion 

5.1 Genetische Disposition für Vorhofflimmern: Rolle der ß-Untereinheit 

KCNE1 

5.1.1 Struktur und Funktion der ß-Untereinheit KCNE1 

Die Modulation der α-Untereinheit KCNQ1 durch die β-Untereinheit KCNE1 ist 

teilweise bereits bestimmten Regionen des KCNE1 insbesondere im Bereich der TMD 

und des C-Terminus zugeordnet. Eine Rolle des N-Terminus hinsichtlich der 

Modulation von KCNQ1 (und dem resultierenden IKs) ist hingegen weniger gut 

beschrieben.  

Transmembranäre Domäne der ß-Untereinheit 

Die Aminosäuren 44–67 stellen die TMD des KCNE1 dar. Sie bilden eine α-helikale 

Sekundärstruktur aus170,171, die mit der von KCNQ1 gebildeten Pore des Ionenkanals 

interagiert100,101. Interaktionen der TMD sind vor allem mit dem Segment S6 des 

KCNQ1 zu beobachten102,172-175(Abb. 5.1). 

 

 

Abb. 5.1: Schematische Darstellung der Ionenkanaluntereinheiten KCNQ1 und KCNE1 (nach Xu et al., 
mit Genehmigung)176. TMD – transmembranäre Domäne; S – Segment; PD – Poren-Domäne; 
VSD – (voltage sensing) spannungssensitive Domäne 
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Aber es gibt auch Hinweise auf eine Interaktion mit anderen Segmenten des KCNQ1. 

So ist die KCNE1-Modulation von der Ladungsverteilung der Carboxylhälfte des S4 

abhängig104. Weiterhin kommen sich die extrazellulären Enden der TMD und des S4 in 

aktiviertem Zustand des Ionenkanals räumlich sehr nahe177. Dies konnten Nakajo und 

Kubo nachweisen, indem sie einzelne Aminosäuren auf beiden Seiten durch Cysteine 

ersetzten. War die räumliche Distanz zwischen diesen Cysteinen gering genug, konnte 

die Ausbildung von Disulfidbrücken beobachtet werden. Schließlich wurde auch über 

eine mögliche Interaktion zwischen den Aminosäuren 40 und 41, die sich schon im N-

Terminus des KCNE1 befinden, und der Position 226 des N-Terminus des KCNQ1 

berichtet (Abb. 5.1). Diese beiden Positionen nähern sich in ruhendem Zustand stark 

an176. Xu et al. entwarfen mittels dieser Informationen ein Modell, in dem die ungefähre 

Lage des KCNE1 zwischen den α-Untereinheiten des Proteinkomplexes angezeigt 

wird176 (Abb. 5.2). 

 

 

Abb. 5.2: Schematische Darstellung einer Aufsicht auf das KCNQ1-Homotetramer mit einem KCNE1-
Peptid, das sich zwischen die α-Untereinheiten einlagert (nach Xu et al., mit 
Genehmigung)176. E1 – KCNE1; S – Segment 

 

Mögliche Interaktionspartner des KCNE1 innerhalb KCNQ1 sind gelb umrandet. Nach 

diesem Modell interagiert ein KCNE1-Protein mit dreien der vier KCNQ1-

Untereinheiten des Ionenkanal-Komplexes176. 

 Melman et al. kamen außerdem zu dem Schluss, dass die Kinetik des IKs-Stroms 

mithilfe einer Sequenz in der TMD (Aminosäuren 48-59) von KCNE1 kontrolliert wird 

(s. 5.1.4). 
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C-Terminus 

Auch dem C-Terminus der ß-Untereinheit wird hinsichtlich der Interaktion mit und der 

Modulation von KCNQ1 einige Bedeutung beigemessen. Die Funktionalität des 

KCNE1 wird durch Mutationen im C-Terminus empfindlich beeinträchtigt59,178. Einige 

dieser Mutationen (z.B. S74L und D76N) wurden mit dem LQT-Syndrom assoziiert58. 

Romey et al. zeigten darüber hinaus eine direkte Interaktion des C-Terminus mit der 

Porenregion des Ionenkanals, den sie bildlich als einen ‚foot-in-the-door’ Mechanismus 

beschrieben179. Eine Deletion des C-Terminus von KCNE1 (Aminosäuren 94-129) 

resultierte in einem sehr rasch aktivierenden Strom, der hinsichtlich Amplitude und 

biophysikalischen Eigenschaften insgesamt einem aus KCNQ1 allein konstituierten 

Strom ähnelte100. Dieses Ergebnis steht jedoch zumindest teilweise im Widerspruch zu 

einer anderen Arbeit von Melman et al. Zwar machen die Autoren der ersten Studie 

deutlich, dass der C-Terminus allein zur Kontrolle der Kinetik nicht reicht, sondern 

mindestens die C-terminale Hälfte der TMD notwendig ist. Jedoch waren es Melman et 

al., die den für die Aktivierung des Ionenkanals verantwortlichen Bereich auf eine kurze 

Sequenz in der TMD (Aminosäuren 57-59, s. 5.1.4) eingrenzen konnten102.  

N-Terminus 

Im Vergleich zu C-Terminus und TMD sind nur wenige LQT-Syndrom Mutationen im 

Bereich des N-Terminus von KCNE1 bekannt180-184. Bei dem SNP G38S handelt es sich 

um einen hoch prävalenten SNP, der bereits in mehreren Populationsstudien mit VHF 

assoziiert wurde107,185. Die mit VHF assoziierte Variante des SNPs (38G, der Wildtyp) 

weist einen kleineren Strom wahrscheinlich aufgrund geringerer Membranlokalisation 

auf109. Im Falle dieses SNPs macht der Austausch des Glyzins mit einem Serin einen 

funktionell bedeutenden Unterschied. Im Gegensatz zu dem sehr kleinen Glyzin  

(75,07 g/mol) weist das größere Serin (105,09 g/mol) eine Hydroxymethylgruppe auf 

und ist deshalb zu kovalenten Bindungen in der Lage186. Ein Austausch kann also eine 

Veränderung der Tertiärstruktur, potentielle Interaktion des Proteins, aber auch die 

Modifikation des Proteins zur Folge haben. Herlyn et al. fanden, dass die Position 38 in 

KCNE1 möglicherweise Teil einer Glykosylierungsstelle (Positionen 37-40) mit dem 

Motiv SGXG ist187. Die Autoren zeigten aber dennoch, dass beide Varianten des SNP 

gleichermaßen glykosyliert wurden. Eine Beeinflussung des Glykosylierungsverhaltens 
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scheint also nicht der Grund für die funktionellen Auswirkungen des SNPs zu sein. Es 

fand sich bislang kein Hinweis für eine Interaktion der vom SNP betroffenen 

Aminosäure (Position 38) mit der α-Untereinheit, obwohl die Positionen 40 und 41, von 

denen eine solche Interaktion berichtet wird (Abb. 5.1), räumlich nahe beieinander 

liegen. 

 Eine mögliche Hypothese wäre, dass das Glyzin an dieser Position dem weiteren 

N-Terminus eine größere Beweglichkeit ermöglicht und wie ein Gelenk fungiert. Die 

Struktur im näheren Umfeld erscheint auffällig. Drei Arginine, und somit positiv 

geladene Aminosäuren sind zu finden, außerdem ein Prolin, das einen Knick in der 

Kette verursacht und dadurch eine Konformation teilweise mitbestimmt186. Dies könnte 

die hier vorliegende Struktur stärken. 

 Vor diesem Hintergrund wurden in der vorliegenden Arbeit neben den beiden 

Varianten des SNP ‚38S’ und ‚38G’ auch weitere Konstrukte untersucht. Darunter der 

‚linker’, der anstelle des Glyzins in Position 38 fünf Alanine aufweist, die ebenfalls 

keine kovalenten Bindungen eingehen. Dies hatte den Zweck, die Beweglichkeit, die 

bei ‚38G’ vermutet wurde, in größerem Ausmaß nachzuahmen. Der Effekt, den ein 

‚Glyzin-Gelenk’ haben könnte, sollte verstärkt werden. Tatsächlich wies dieses 

Konstrukt dem ‚38G’ ähnliche Eigenschaften auf – einen verminderten Strom sowie 

geringere Membranlokalisation.  

 Während bei C-Terminus und TMD des KCNE1 Interaktionen mit der  

α-Untereinheit zu erwarten sind, ist das eher unwahrscheinlich für den N-Terminus. 

Alle in dieser Arbeit untersuchten Konstrukte, selbst die N-terminal trunkierte Mutante 

(‚∆1-38’), co-immunopräzipitierten mit der α-Untereinheit. Wie Aufnahmen des 

konfokalen Mikroskops zeigten, trat außerdem bei allen Konstrukten eine Co-

Lokalisation mit der α-Untereinheit ein.  

 Dennoch scheint der N-Terminus eine Aufgabe zu erfüllen, da ‚∆1-38’ ebenso 

wie ‚linker’ und die Produkte des ‚Alanin-Scannings’ einen veränderten Strom 

bewirkten. Diese Aufgabe liegt möglicherweise im Transport zu der Plasmamembran 

oder der Verankerung beider Untereinheiten des Ionenkanals. 
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5.1.2 N-Terminus beeinflusst Transport oder Verankerung an Plasmamembran 

Die Assemblierung der beiden Untereinheiten geschieht wahrscheinlich bereits im  

ER167,188. Es wäre also möglich, dass der N-Terminus des KCNE1 für den weiteren 

Transport zur Plasmamembran oder auch die Verankerung dort verantwortlich ist. Die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin. 

 Die konfokalen Bilder zeigten vermehrte Membranlokalisation für KCNQ1 in 

Co-Expression mit ‚38S’. Alle anderen Konstrukte wiesen, wie das VHF assoziierte 

‚38G’, nur wenig von beiden Proteinen an der Plasmamembran auf. ‚∆1-38’ stach 

besonders hervor. Es schien, dass es gar keine Membranlokalisation aufwies. Es war 

jedoch bei Co-Expression mit KCNQ1 ein kleiner aber für IKs typischer Strom zu 

beobachten. Der Strom unterschied sich deutlich von dem der mit KCNQ1 allein 

transfizierten Kontrolle. Es war daher anzunehmen, dass immerhin ein Mindestmaß 

beider Untereinheiten an der Plasmamembran lokalisierte. In allen Fällen war eine Co-

Lokalisation zu beobachten. Die Interpretation der konfokalen Bilder war schwierig, da 

durch Überexpression der Proteine große Bereiche der Zelle angefärbt waren. Das ER 

war unabhängig davon, ob der Transport zur Plasmamembran funktionell war, mit den 

überexprimierten Proteinen angefüllt. Dadurch war eine Unterscheidung zwischen den 

Organellen Plasmamembran und ER schwierig und allein auf dieser Methode 

basierende Aussagen erschienen nicht ausreichend. 

 Die proteinbiochemische Zellfraktionierung zeigte jedoch konsistente und 

eindeutige Ergebnisse, welche die Aufnahmen des konfokalen Mikroskops bestätigten. 

Die Untereinheiten in den fraktionierten Organellen Plasmamembran und ER konnten 

aufgrund der Intensität der den Proteinen entsprechenden Banden auf den Western Blots 

miteinander verglichen werden. ‚38S’ zeigte signifikant stärkere Plasmamembran-

lokalisation und ebenso signifikant geringere ER-Lokalisation für beide Untereinheiten. 

Die anderen Konstrukte, darunter auch das VHF-assoziierte ‚38G’, unterschieden sich 

nur geringfügig voneinander. Die Deletion des Großteils des N-Terminus zeigte die 

gleichen Eigenschaften wie das Glyzin in Position 38 und die Produkte des ‚Alanin-

Scannings’ an den Positionen der Arginine. Dies spricht dafür, dass das Glyzin – ebenso 

wie die Arginine in dessen Nähe – essentiell für die Rolle des N-Terminus ist.  
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Es wurde außerdem deutlich, dass die Membranlokalisation der α-Untereinheit KCNQ1 

von der Struktur des N-Terminus des KCNE1 abhängig ist. Dies könnte bedeuten, dass 

das KCNQ1 allein nicht an die Plasmamembran transportiert wird. Das scheint aber 

nicht der Fall zu sein189. Die α-Untereinheit allein konstituiert ebenfalls einen Strom. 

Bei diesem handelt es sich aber nicht um den nativen IKs, sondern einen schneller 

aktivierenden Strom mit geringerer Amplitude56,57.  

 Die KCNE1-Konstrukte zeigten sowohl bei der konfokalen Mikroskopie als 

auch bei der Zellfraktionierung eine der α-Untereinheit ähnliche Verteilung. Dies 

spricht für einen gemeinsamen Transport des Proteinkomplexes an die Plasmamembran. 

Zudem konnte in einer früheren Arbeit gezeigt werden, dass die ß-Untereinheit KCNE1 

allein nicht an der Plasmamembran präsent ist190.  

 Der Transport des Proteinkomplexes aus beiden Untereinheiten kann anders 

beeinflusst werden als der des KCNQ1 allein. So fördert die Stimulation durch die 

Glucocorticoid-induzierbare Kinase (SGK) 1 den Transport von KCNQ1 an die 

Plasmamembran. KCNE1 muss für diese Stimulation nicht anwesend sein. Wenn aber 

KCNQ1 im Komplex mit der ß-Untereinheit vorliegt, so ist ein bestimmter Bereich des 

C-Terminus von KCNE1 (Positionen 73-79) zur Stimulation notwendig; bei Fehlen des 

entsprechenden C-terminalen Segmentes kann diese Stimulation sonst nicht eintreten191. 

 Peroz et al. fanden, dass KCNE1 als Chaperon für die α-Untereinheit agiert. 

Beim intrazellulären Transport schützte es das KCNQ1 vor verfrühter proteasomaler 

Degradation192. Nach Chandrasekhar et al. war jedoch die Anwesenheit der  

α-Untereinheit KCNQ1 für die Plasmamembranlokalisation des KCNE1 notwendig193. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind eher mit ersterer Studie konsistent. 

 Die Arginine in der N-terminalen Struktur des KCNE1 könnten aufgrund ihrer 

Ladung strukturell wichtige Elemente für eine Interaktion mit den hydrophilen Köpfen 

der Phospholipide in der Plasmamembran darstellen und somit für die Verankerung der 

Proteine eine Rolle spielen194. In der Literatur finden sich allerdings auch Beispiele für 

positiv geladene Aminosäuren als Teil eines ER-Retentions-Motivs (beispielsweise 

RXR, wobei X vorzugsweise für eine große neutrale oder positiv geladene Aminosäure 

steht). Es dient bei Kaliumkanälen und verschiedenen Rezeptoren als ER-

Retentionssignal195-197. Bei der in KCNE1 vorliegenden Sequenz handelt es sich aber 

kaum um ein solches ER-Motiv. Keines der ‚Alanin-Scanning’ Konstrukte zeigte ein 
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verändertes Vorkommen im ER im Vergleich mit den anderen N-terminalen 

Mutationen. 

 In der Literatur finden sich außerdem einige Beispiele von positiv geladenen 

Aminosäuren, die erhöhte Membranlokalisation von Proteinen begünstigen. So 

berichteten Jaskolski et al. von zwei Splice-Varianten eines Glutamatrezeptors. Nur in 

einer der Varianten war eine Folge von zwei Argininen und zwei Lysinen zu 

beobachten. Diese Variante zeigte im Vergleich zur anderen eine höhere 

Membranlokalisation198. Ein weiteres Beispiel wurde von Liu et al. gezeigt. Die 

Autoren fanden heraus, dass die Verankerung des Membranproteins Saposin C stark 

vom Vorhandensein zweier Lysine (in den Positionen 13 und 17) abhängig ist. Ein 

Austausch dieser Aminosäuren mit einer beliebigen anderen führte zu schwächerer 

Verankerung in der Zellmembran. Bei Austausch mit einem Arginin konnte dagegen 

eine im Vergleich mit dem Wildtyp stärkere Verankerung beobachtet werden199. 

Spielen TMD und C-Terminus eine Rolle bei dem Transport an die 

Plasmamembran? 

Auch die TMD kommt als möglicher verantwortlicher Bereich für den Membran-

Transport in Frage. Eine Studie von Krumerman et al. befasste sich mit einer anderen 

Mutation des KCNE1, L51H, die zu einer Defizienz des intrazellulären Transportes 

(‚trafficking’) führte167. An Position 51 steht anstelle eines Lysins ein Histidin. 

Allerdings befand sich diese Mutation nicht in der hier für das ‚trafficking’ vermuteten 

Region des N-Terminus. Die Autoren spekulierten, dass dieser Austausch mit einem 

vergleichsweise großen Histidin zu fehlerhafter Faltung oder veränderter Konformation 

führen könnte. Desweiteren wurden die Glykosylierungs-Muster von Mutante und 

Wildtyp miteinander verglichen. Hinzu kam außerdem ein Konstrukt, dem mittels 

Mutagenese ein zusätzliches ER-Retentionssignal angehängt wurde. Man vermutet für 

das KCNE1 zwei Glykosylierungsstellen (die Position dieser Stellen ist umstritten, nach 

Takumi et al. sind es die Aminosäuren 3-5 und 24-28178, Herlyn et al. hielten die 

Positionen 37-40 für eine Glykosylierungsstelle). Man geht weiter davon aus, dass diese 

Glykosylierungen im ER oder Golgi-Apparat geschehen167. Während der Wildtyp ein 

weiteres Signal, ein glykosyliertes Protein, zeigte, war bei der Mutation L51H 

überhaupt nichts zu beobachten. Das Konstrukt mit dem ER-Retentionssignal dagegen 

wies eine viel stärkere Glykosylierung auf. Die Autoren schlossen daraus, dass dieses 
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letztgenannte Konstrukt mehrmals glykosyliert wurde, weil es in das ER zurück 

transportiert wurde. Die Mutation L51H war dagegen überhaupt nicht aus dem ER 

hinausgelangt. Es ist daher wahrscheinlicher, dass diese Mutation so schwerwiegend 

war, dass sie bereits einer ersten Überprüfung nicht standhielt. Obwohl die Mutation 

L51H also dazu führt, dass das Peptid nicht an die Plasmamembran gelangt, ist 

möglicherweise trotzdem nicht von einer kausalen ‚trafficking’ Defizienz auszugehen. 

Vielmehr könnte auch eine starke Missfaltung zu einer vollständigen ER-Retention 

führen.  

 

Melman et al. stellten die Vermutung an, dass der C-Terminus bei dem Transport zu der 

Plasmamembran eine Rolle spielen könnte. Dieser ist offensichtlich von Bedeutung, da 

Mutationen in diesem Bereich stark beeinträchtigend sind59,178 und hier außerdem eine 

Interaktion mit der Pore des Ionenkanals vermutet wird179. Dennoch ist eine genaue 

Rolle des C-Terminus hinsichtlich des intrazellulären Transports nicht näher bekannt. 

Wie zuvor erwähnt, sahen Tapper und George eine Bedeutung eher in der Kontrolle der 

Kinetik100. Melman et al. sahen dafür eher die TMD verantwortlich und nahmen daher 

an, dass der C-Terminus den Transport beeinflusst102.  

 Tapper et al. zeigten, dass KCNQ1 zusammen mit einem C-terminal trunkierten 

KCNE1 im Vergleich mit dem Wildtyp einen schwächeren IKs-Strom konstituierte. 

Insofern wäre es zwar möglich, dass es sich hier um eine ‚trafficking’-Defizienz 

handelt. Außerdem zeigte dieser Strom aber auch eine veränderte Aktivierung, die dem 

aus KCNQ1 allein resultierenden Strom ähnelte. Es schien hier also auch die 

Modulation der Kinetik gestört100. Die Ströme der N-terminal veränderten KCNE1-

Konstrukte, die ebenfalls schwächer waren aber größtenteils unveränderte Kinetik 

zeigten, sprechen eher für eine ‚trafficking’-Defizienz.  

 Seebohm et al. schließlich zeigten, dass für die Stimulation des 

Proteinkomplexes durch die SGK 1, die den Transport des Ionenkanals an die 

Plasmamembran fördert, ein bestimmter Bereich des C-Terminus notwendig war191. Es 

scheint daher möglich, dass der C-Terminus in gewissem Maße in das ‚trafficking’ 

involviert ist.  
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5.1.3 KCNE-Familie 

Die ß-Untereinheit KCNE1 ist Mitglied der KCNE-Gen-Familie. Insgesamt gibt es in 

dieser Familie fünf bekannte Proteine, die alle als modifizierende ß-Untereinheiten für 

Kaliumkanäle fungieren. Dabei ist nicht immer ausschließlich eine α-Untereinheit 

kompatibel, die Untereinheiten sind zum Teil ‚promisk’200. Die Produkte dieser Gen-

Familie zeichnen sich durch homologen Aufbau aus: eine transmembranäre Domäne, 

ein extrazellulär lokalisierter N-Terminus und ein C-Terminus, der in das Zellinnere 

reicht. Sie bestehen aus 103-177 Aminosäuren. Die Proteine unterscheiden sich 

teilweise stark in der Modifikation, die sie bei der α-Untereinheit bewirken. Die KCNE-

Proteine erzeugen, auch mit derselben α-Untereinheit, phänotypisch unterschiedliche 

Ströme. Nicht alle Proteine der Familie werden im menschlichen Herzen exprimiert und 

manche assemblieren abhängig von dem Ort ihrer Expression. Als erstes aus dieser 

Gruppe wurde KCNE1 entdeckt und erhielt zunächst den Namen minK92. Die später 

entdeckten heißen deshalb auch ‚minK-related peptides’ (MiRPs)1-4 oder aber 

systematisch KCNE2-597,201,202. KCNE2 ist KCNE1 mit 28% Homologie am 

ähnlichsten – KCNE1 und KCNE3 sind zu 15% identisch203. Es wird vermutet, dass die 

KCNE-Proteine für die ventrikuläre Repolarisation essentiell sind, da einige Mutationen 

in den Proteinen mit dem LQT-Syndrom assoziiert sind. 

KCNE2 

KCNE2 wird ebenfalls im menschlichen Herzen exprimiert201,204. Am Herzen wird es 

überwiegend im Purkinje System exprimiert205. Hier bildet es unter anderem mit der  

α-Untereinheit KCNH2 einen nativen Kaliumkanal. Diese Interaktion beschleunigt die 

Deaktivierung des Kanals um das zwei bis dreifache und reduziert die Leitfähigkeit um 

40%206. KCNE2 konnte in vitro eine Interaktion mit KCNH2 nachgewiesen werden. 

‚Loss-of-function’ Mutationen in diesem Protein wurden mit dem LQT-Syndrom 

assoziiert181. Unter anderem wurde eine N-terminale Mutation entdeckt, T10M, die mit 

dem LQT-Syndrom assoziiert ist207. Eine weitere Interaktion besteht mit HCN-

Kanälen208. Diese Kanäle liegen dem Schrittmacher-Strom If zugrunde209,210. 

 KCNE2 konnte in vitro auch eine Interaktion mit KCNQ1 nachgewiesen 

werden. Dabei kommt ein pH-sensitiver konstitutiv aktiver Kanal zustande. Man nimmt 

an, dass eine solche Assemblierung im Darm zu finden ist211. KCNE2 und KCNQ1 
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werden auch in parietalen Zellen des Darms exprimiert. KCNE2 ‚Knockout’-Mäuse 

entwickelten Achlorhydrie, gastrische Hyperplasie und Hypergastrinämie durch 

beeinträchtigte Protonensekretion der parietalen Zellen212,213. Über eine solche 

Interaktion im Herzen ist nichts bekannt. 

KCNE3 

KCNE3 bildet ebenfalls mit der α-Untereinheit KCNQ1 zusammen einen rasch 

aktivierenden, konstitutiv-aktiven Kaliumkanal, der im Kolon funktionell aktiv ist214. 

KCNE3 wird ebenfalls in Skelettmuskulatur exprimiert und assembliert dort mit der  

α-Untereinheit KCNC4215. Schließlich ist es auch im Herzen zu finden, ob aber dort 

auch eine Assemblierung mit KCNQ1 geschieht, ist bisher unbekannt. In diesem Protein 

konnte eine N-terminale Mutation, V17M, mit VHF assoziiert werden216. 

KCNE4 

KCNE4 sticht besonders aus der KCNE-Familie hervor. Die Co-Expression dieser  

ß-Untereinheit mit KCNQ1 führt zur Inhibierung des aus KCNQ1 gebildeten 

Ionenkanals217. Auch hier konnten Mutationen mit dem LQT-Syndrom oder VHF 

assoziiert werden218,219. 

KCNE5 

Die Assemblierung von KCNQ1 mit KCNE5 verursacht einen ‚Shift’ der 

Spannungsabhängigkeit der Aktivierung des Stroms in einen positiveren Bereich. Ein 

weiterer Effekt ist die Verlangsamung der Aktivierung. Insgesamt ist hier eine 

Modifikation ähnlich der des KCNE1 zu beobachten220. Wieder stehen Mutationen der 

ß-Untereinheit in Zusammenhang mit dem LQT-Syndrom oder VHF221,222. 

 

Alle KCNE-Proteine scheinen in der Lage, wenn auch in unterschiedlichen Geweben 

oder auch nur in vitro, mit KCNQ1 zu assemblieren. Dasselbe gilt auch für andere α-

Untereinheiten. Zwar bewirken die resultierenden Modifikationen unterschiedliche 

Veränderungen, trotzdem wird vermutet, dass die Funktionsweise der Interaktion 

ähnlich ist223. Abbott et al. (2002) untersuchten auf dieser These aufbauend zwei 

Punktmutationen in KCNE1 und KCNE3. Die Mutation D76N des KCNE1 ist mit dem 

LQT-Syndrom assoziiert. Der daraus resultierende Strom zeichnet sich unter anderem 



Diskussion 87

durch eine geringere Stromdichte aus. Die Aminosäure in dieser Position ist konserviert 

und mit Ausnahme von KCNE4 in allen KCNE-Proteinen zu finden. Die Autoren der 

Studie untersuchten die Auswirkungen der Mutationen an analoger Stelle in KCNE3. 

Das mutierte KCNE3-Protein zeigte in Co-Expression sowohl mit der  

α-Untereinheit KCNC4 als auch mit KCNQ1 Veränderungen, die denen von KCNE1 

D76N entsprechen. Die Mutation R83H des KCNE3 wurde gleichermaßen untersucht. 

Die Mutation hatte auf beide α-Untereinheiten einen ähnlichen Effekt. Das Analogon 

des KCNE1 zeigte vergleichbare Veränderungen bei KCNQ1223. 

 Vor diesem Hintergrund erscheint es möglich, dass auch der SNP G38S ähnliche 

Auswirkungen in anderen Geweben zeigt. Zunehmend wird auch vermutet, dass an dem 

IKs-Komplex gleichzeitig mehrere KCNE-Proteintypen beteiligt sind. So zeigten Wu et 

al., dass KCNE2 in Kardiomyozyten mit dem KCNQ1/KCNE1-Komplex co-lokalisiert. 

Die Autoren erwogen daher die Möglichkeit einer negativen Modulation des IKs durch 

KCNE2224. Weiter wird über die potentielle Existenz eines dynamischen 

makromolekularen Komplexes diskutiert, der möglicherweise durch ein wechselndes 

Zusammenspiel zwischen ß-Untereinheiten und KCNQ1 den Stromfluss reguliert224,225. 

5.1.4 Kinetik des IKs 

Melman et al. machten sich die Unterschiede zwischen KCNE1 und KCNE3 in der 

Modifikation des Ionenkanals für eine Kinetik-Studie zunutze. Sie fanden eine Sequenz 

in der TMD (Aminosäure-Positionen 57-59), die durch Interaktion mit KCNQ1 die 

Aktivierungskinetik des resultierenden Ionenstromes bestimmt. Bei einem Austausch 

dieser drei Aminosäuren von KCNE1 mit der analogen Sequenz von KCNE3 konnte 

eine Veränderung der Ionenstrom-Kinetik beobachtet werden. Der resultierende Strom 

glich hinsichtlich der Aktivierung dem des KCNE3. Weiter schlussfolgerten die 

Autoren aufgrund ihrer Daten, dass eine Region, die N-terminal dieser Sequenz liegt 

(Aminosäure-Positionen 48-56), für die Deaktivierung verantwortlich ist. Sie gingen 

jedoch davon aus, dass der N-Terminus von KCNE1 für die Modulation der IKs-Kinetik 

keine Rolle spielt. Hierfür erbrachten sie folgende Evidenz: mittels Mutagenese wurden 

die N-Termini der beiden KCNE-Proteine vertauscht. Beide Chimeren wiesen aber 

keine Änderung der Kinetik auf, lediglich beide Stromdichten waren reduziert102.  
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Im Gegensatz zu diesen zuvor publizierten Daten wurde in der vorliegenden Arbeit bei 

zwei KCNE1-Konstrukten Veränderungen der Kinetik beobachtet. Die Mutanten 

‚linker’ und ‚38S-3xA’ wiesen eine signifikant verlangsamte Deaktivierung auf. Welche 

Rolle der N-Terminus hinsichtlich der Modulation der Kinetik spielt, bleibt letztendlich 

in zukünftigen Arbeiten zu klären. Auffälligerweise unterschied sich die Deaktivierung 

des N-terminal trunkierten ‚∆1-38’ nicht von der des Wildtyps. Da anhand der Arbeiten 

von Melman et al. bekannt ist, dass die Aminosäuren 48-56 mutmaßlich für die 

Deaktivierung des Ionenkanals verantwortlich sind, könnten die Strukturen der beiden 

Konstrukte ‚linker’ und ‚38S-3xA’ möglicherweise durch veränderte Faltung oder 

Konformation Einfluss auf diese Region nehmen.  

5.1.5 physiologische Implikationen 

Lai et al. beschrieben als Erste, dass die Variante ‚38G’ des SNPs G38S mit VHF 

assoziiert war107. Später konnte in zwei weiteren Populationen eine Assoziation von 

‚38G’ zu Herzmuskelschwäche gefunden werden185 Weiter wurde eine Verbindung zu 

QT Verlängerung gefunden226,227. 

 Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten eine reduzierte Stromdichte für 

die VHF-assoziierte Variante des SNPs (‚38G’). Die anderen N-terminal veränderten 

Konstrukte reduzierten den resultierenden Ionenstrom in vergleichbarer Weise. Sie 

waren daher hinsichtlich der Stromdichte der Variante ‚38G’ gleichzusetzen. Die 

Aktivierung des Stroms veränderte sich mit keinem der Konstrukte. Allerdings war bei 

‚linker’ und ‚38S-3xA’ die Deaktivierung deutlich verlangsamt. Auch die Spannung der 

halbmaximalen Aktivierung war bei allen Konstrukten gleich. Das stärkste 

Unterscheidungsmerkmal zwischen der nicht VHF-assoziierten Variante ‚38S’ und den 

anderen Konstrukten war die verringerte Stromdichte. Daraus resultierte ein geringerer 

Kaliumionenfluss, der atriale Aktionspotentiale und Refraktärphasen verlängert. 

 Ehrlich et al. erstellten ein Modell, das die Auswirkungen des SNP G38S auf das 

Aktionspotential unter verschiedenen Simulationen untersuchen sollte. Der Effekt der 

VHF-assoziierten Variante wurde hier mit Simulation von 50% IKs Leitfähigkeit 

nachgeahmt. 
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Abb. 5.3: Mathematisches Modell eines atrialen Aktionspotentials (nach Ehrlich et al., mit 
Genehmigung)109. Die durchgezogene Linie stellt die Variante ‚38S’ dar, die gestrichelte Linie 
die VHF-assoziierte Variante ‚38G’. Verschiedene Simulationen wurden durchgeführt:  
A zeigt ein Aktionspotential beider Varianten im Model eines normalen Vorhofmyozyten,  
B zeigt das Aktionspotential ohne IKr, da die Rolle von IKs bei Wegfall von IKr schwerer ins 
Gewicht fällt. Für C waren die Parameter (gK1 = 52,2%, gCaL = 200%, gKr = 0%, und 
Stimulation bei 0,2 Hz) so erstellt, dass frühe Nachdepolarisationen provoziert werden 
konnten. g – Leitfähigkeit; EAD – frühe Nachdepolarisation 

 

Wie hier zu sehen, fiel die Reduktion des IKs unter normalen Bedingungen kaum auf 

(Abb. 5.3 A). Erst wenn zusätzlich eine Suppression des IKr simuliert wurde  

(Abb. 5.3 B), konnte ein Unterschied zwischen den atrialen Aktionspotentialen (‚38S’ 

vs. ‚38G’) beobachtet werden. Abb. 5.3 C zeigt, dass die Variante ‚38G’ im Gegensatz 

zu ‚38S’ unter extremen Bedingungen elektrisch instabil war und zu frühen 

Nachdepolarisationen führte. Die Parameter dieser Simulation waren allerdings sehr 

speziell. Unter physiologischen Bedingungen ist der Einfluss der Variante ‚38G’ auf das 

Aktionspotential mutmaßlich gering. 

 So entwickelten KCNE1 Knockout-Mäuse eine Degeneration des Innenohrs 

einhergehend mit Taubheit228,229, die kardiovaskulären Funktionen waren jedoch nur 

minimalen Änderungen unterworfen230,231. 

 Andererseits ist IKs gerade von Bedeutung, wenn etwa das ß-adrenerge Niveau 

hoch ist oder aber wenn IKr unterdrückt wird. Stresssituationen (mit entsprechend 

erhöhtem Sympathikotonus) sind deshalb oftmals Auslöser einer solchen 

Arrhythmie232,233. Es wird außerdem angenommen, dass IKs eine Art Sicherheitsreserve 

der kardialen Repolarisation darstellt234-236. KCNE1 könnte eine Akkumulation von 
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KCNQ1 in geschlossenem Zustand ermöglichen, wodurch eine Reserve gewährleistet 

werden würde237. Es wäre möglich, dass ein in seiner Funktion veränderter KCNE1  

N-Terminus diese Vorgänge beeinflusst. 

 Obwohl IKs hinsichtlich der ventrikulären Repolarisation im Ruhezustand 

anscheinend nur geringen Anteil hat, gehen Mutationen der α- oder ß-Untereinheit mit 

einer Veränderung des QT-Intervalls einher. Mutationen, die Untereinheiten des IKs 

betreffen, treten typischerweise als LQT-Syndrome in Erscheinung. Die α-Untereinheit 

KCNQ1 ist mit dem LQT-Syndrom Typ 1 assoziiert238, die ß-Untereinheit KCNE1 mit 

dem selteneren LQT-Syndrom Typ 561. Darüber hinaus prädisponieren Mutationen des 

KCNE1 oft zu medikamenten-induziertem LQT-Syndrom58. Die in dieser Arbeit 

beobachtete verringerte Stromdichte bei der VHF-assoziierten Variante sowie bei den 

anderen Konstrukten lässt vermuten, dass auch hier ein verlängertes QT besteht. 

 Eine weitere Studie konnte die These, es handele sich hier um ein LQT-

Syndrom, zusätzlich stützen. Husser et al. vermuteten, dass die Flimmerrate bei VHF 

von dem Genotyp abhängig und als EKG-Phänotyp betrachtet werden kann. Sie fanden, 

dass die Variante ‚38G’ bei Eintritt von VHF eine niedrigere Flimmerrate aufwies als 

die Variante ‚38S’239. Eine niedrigere Flimmerrate konnte bereits mit längeren 

Refraktärphasen assoziiert werden240. 

 

Im Gegensatz hierzu steht eine Populationsstudie von Friedlander et al. Hier wurde der 

Zusammenhang zwischen dem SNP G38S und der Veränderung des QT-Intervalls 

untersucht. Die Teilnehmer wurden unter Einwohnern mehrerer Kibbuze in Israel 

gewählt, da diese eine relativ homologe Gruppe darstellen. Bei allen Probanden wurde 

das KCNE1-Gen sequenziert und die korrigierte QT-Zeit bestimmt. Das Ergebnis der 

Studie zeigte ein signifikant verlängertes QT-Intervall bei der nicht VHF-assoziierten 

Variante ‚38S’241. Interessanterweise konnte dieser Effekt jedoch nur bei den Männern 

der Gruppe festgestellt werden. Die Studie wurde an einer relativ großen Gruppe 

durchgeführt und andere physiologische, QT-Intervall beeinflussende Faktoren wurden 

berücksichtigt. Jedoch beschränkte sich die Sequenzierung auf das Gen KCNE1. Es 

besteht daher die Möglichkeit, dass in dieser relativ homologen Gruppe andere nicht 

erkannte Mutationen zugrunde liegen. Weiterhin ist zu berücksichtigen, dass das QT-

Intervall hauptsächlich durch die Repolarisation des Ventrikels bestimmt wird. 
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Kontrastierende Effekte hinsichtlich atrialer und ventrikulärer Repolarisation könnten 

durch regional verschiedene elektrophysiologische Charakteristika erklärt werden242.  

5.1.6 Evolutionärer Vorteil durch SNP 38 G/S? 

Herlyn et al. fanden, dass der SNP G38S des KCNE1 in der Klasse der Säugetiere 

ausschließlich beim Menschen zu finden ist. Bei allen anderen Primaten und nahezu 

allen anderen Ordnungen steht an analoger Stelle ein Aspartat187. Dazu kommt, dass der 

SNP durch alle ethnischen Gruppen hinweg in großer Zahl präsent ist. Es stellt sich 

daher die Frage, ob ein relativ neu entstandener und so stark vertretener SNP nicht einen 

Vorteil bietet. Wie oben beschrieben sind beide den IKs bildenden Untereinheiten in 

verschiedenen Geweben exprimiert. Weiter wird vermutet, dass KCNE-Proteine an 

verschiedenen Proteinkomplexen beteiligt sind. Daher könnten die Eigenschaften der 

VHF-assoziierten Variante ‚38G’ in einem anderen Gewebe oder Proteinkomplex von 

evolutionärem Vorteil sein. 

5.2 Erworbene Veränderungen: Heraufregulation von IK1 und IKACh,c 

5.2.1 Regulation einwärts gleichrichtender Ströme bei VHF – Stand der 
Forschung 

Andauernde atriale Tachykardie (wie beispielsweise im Rahmen von VHF oder 

experimenteller Stimulation) führt zu elektrischen, kontraktilen und strukturellen 

Veränderungen beider Herzvorhöfe. Diese Veränderungen wiederum fördern das 

Bestehen von VHF5. Zu den auftretenden Veränderungen gehört der Anstieg einwärts 

gleichrichtender K+-Ströme. Hunde, die im Vorhof tachykard stimuliert wurden, 

entwickelten einen stark erhöhten einwärts gleichrichtenden Strom mit den 

Eigenschaften des konstitutiv aktiven IKACh
17,243. Noujaim et al. konnten zeigen, dass ein 

heraufregulierter IK1 im Mausventrikel die Aufrechterhaltung von Rotoren und somit 

Kammerflimmern begünstigt244. Ähnliche Veränderungen konnten auch bei Patienten 

mit anhaltendem VHF beobachtet werden18. 

 Es beschäftigten sich bereits einige Studien mit den VHF-induzierten 

Veränderungen, die der Heraufregulierung dieser beiden Ströme zugrunde liegen. In 

humanem Gewebe beschränkten sich diese allerdings auf das rechte Atrium. Sie zeigten 

eine erhöhte Stromdichte des IK1 in VHF15, zudem war der muscarinerge Strom IKACh 
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zwar verringert, jedoch konstitutiv aktiv18. Die mRNA der α-Untereinheit von IK1, 

Kir2.1, war in VHF-Zellen stärker exprimiert als in SR. Dagegen war die mRNA der  

α-Untereinheit von IKACh, Kir3.4, in VHF reduziert245,246.  

 Das Herz weist allerdings bei der Expression von Ionenkanälen große regionale 

Heterogenität auf247. Konstitutiv aktiver IKACh ist beispielsweise insbesondere im linken 

Atrium von Hunden erhöht248. 

5.2.2 Ergebnisse dieser Arbeit 

Die vorliegende Arbeit untersuchte humane Kardiomyozyten des linken Atriums. Beide 

Ströme, IK1 und IKACh,c, waren in Zellen von Patienten mit VHF signifikant erhöht. 

Außerdem konnten erhöhte mRNA- und Proteinexpression für die α-Untereinheit des 

IK1, Kir2.1, festgestellt werden. Die zweite α-Untereinheit für diesen Strom, Kir2.3, 

zeigte (bei gleichzeitiger Reduktion der mRNA) keine Veränderung der 

Proteinexpression bei Patienten mit VHF. Keine der beiden α-Untereinheiten des IKACh 

zeigte eine Veränderung der mRNA- oder Proteinexpression. Es scheint, dass die 

erhöhte Proteinexpression von Kir2.1 bei der Heraufregulierung des IK1 bei VHF von 

Bedeutung ist. Da auch die mRNA-Expression erhöht ist, besteht Evidenz für eine 

transkriptionelle Regulation. 

 Im Gegensatz zu den Veränderungen bei IK1 können die Proteinuntereinheiten 

des IKACh die Heraufregulierung dieses Stroms nicht erklären. Es wurde deshalb die 

Proteinexpression zweier funktioneller Modulatoren quantifiziert. IKACh ist G-Protein 

gekoppelt128 und die Aktivierung des Stroms erfordert die Phosphorylierung durch die 

CaMKII169, weshalb Gαi3 und Calmodulin untersucht wurden. Während bei Calmodulin 

kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen zu beobachten war, zeichnete sich bei 

Gαi-3 eine schwache Reduktion bei VHF ab. Da dieses Protein inhibierend auf die 

Aktivierung des IKACh wirkt, würde eine Reduktion die Heraufregulierung erklären. 

Allerdings zeigten die Werte hier hohe inter-individuelle Varianz und waren nicht 

signifikant.  

 Voigt et al. (2007) untersuchten Kinasen im Umfeld des IKACh. Mithilfe Subtyp-

selektiver Inhibitoren konnten sie die Proteinkinase G und ebenfalls die CaMKII als 

Ursache für die Veränderungen des Stroms ausschließen. Die Heraufregulierung schien 

auf die Proteinkinase C (PKC) zurückzuführen zu sein. Sie fanden eine erhöhte 
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Proteinexpression bei PKCε, nicht aber bei PKCα, PKCß1 oder PKCδ169. Allerdings 

sind die Ergebnisse dieser Arbeit nicht direkt übertragbar, da hier zum Teil andere 

Veränderungen von IKACh,c beobachtet und außerdem rechtsatriale Zellen untersucht 

wurden. 

5.2.3 Die Rolle der microRNA 1 in der Arrhythmogenese 

Yang et al. waren die Erstbeschreiber einer pathophysiologisch relevanten 

Überexpression der miR-1 bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit. Durch 

experimentelle miR-1 Überexpression in Rattenherzen generierten die Autoren 

ventrikuläre Arrhythmien, die durch eine begleitende Reduktion von IK1 und der 

zugrunde liegenden α-Untereinheit Kir2.1 hervorgerufen wurden. Inhibition der 

microRNA durch eine spezifische ‚antisense’-Sequenz hob den Effekt wieder auf 163.  

 In der vorliegenden Arbeit sollte getestet werden, ob die miR-1 ebenfalls in VHF 

involviert ist. Eine Überexpression der inhibierenden miR-1 geht mit einer Reduktion 

von IK1 einher, während bei VHF eine Heraufregulierung zu beobachten ist. Es wurde 

daher eine Reduktion der miR-1 bei VHF postuliert. Tatsächlich war die Expression bei 

Patienten mit VHF im Vergleich zur SR-Gruppe signifikant reduziert. Zudem konnte, 

ebenfalls in humanem Gewebe des linken Vorhofs, eine Reduktion der miR-1 und eine 

Heraufregulierung von IK1 und Kir2.1 durch ex-vivo tachykarde Stimulation gesunden 

Gewebes erreicht werden249. 

 Bei der Überexpression der mRNA und des Kir2.1-Proteins lag somit am 

ehesten eine Reduktion der miR-1 zugrunde. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die 

Kir2.1-Expression sowohl auf mRNA- als auch auf translationaler Ebene durch die 

miR-1 reguliert wird250. 

5.2.4 Einwärts gleichrichtende Ströme tragen zur Erhaltung von 
Vorhofflimmern bei 

Der Wiedereintritt der elektrischen Impulse, die sich selbst stabilisieren und kreisende 

Erregungen ausbilden, ist typisch für VHF6. Es ist anzunehmen, dass die in dieser 

Arbeit gezeigten Ergebnisse, die ein verkürztes Aktionspotential und damit auch eine 

verkürzte Refraktärphase zur Folge haben, dieses Verhalten begünstigen. 

 Eine Studie von Pandit et al. konnte mithilfe mathematischer Modelle zeigen, 

dass der Anstieg der einwärts gleichrichtenden K+-Ströme bei der Erhaltung von VHF 
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eine große Rolle spielte251. Erhöhte Stromdichten von IK1 und IKACh hyperpolarisierten 

die Zelle, wodurch die spannungsabhängige Inaktivierung des INa aufgehoben wurde. 

Durch die daraus folgende größere Verfügbarkeit des Natrium-Kanals könnten Rotoren 

schneller kreisen. Die Autoren argumentierten weiterhin, dass die Heraufregulierung 

dieser beiden Ströme damit bedeutender für Stabilisierung und Beschleunigung der 

Aufrechterhaltung von VHF-Rotoren wäre als die beobachteten Veränderungen in 

anderen Ionenkanälen, die eine ähnliche Verkürzung des Aktionspotentials erreichen. 

So könnte ein Anstieg der einwärts gleichrichtenden Ströme wichtig für die Erhaltung 

von VHF sein. Zum Beispiel führt die Inhibition des IKACh durch Tertiapin-Q zu einer 

Verlängerung des Aktionspotentials und unterdrückt außerdem atriale Tachy-

arrhythmien243. 

 Sowohl die Heraufregulierung des IK1, wie in VHF zu beobachten, als auch die 

Herabregulierung, bei Herzmuskelschwäche, ist ein für die Arrhythmogenese wichtiger 

Mechanismus. Ein verminderter IK1 kann pro-arrhythmische Nachdepolarisationen 

fördern. Während ein erhöhter IK1 die Stabilisierung der den ‚Reentry’-Arrhythmien 

zugrunde liegenden Rotoren begünstigt244,252. 

5.2.5 Regionale Unterschiede im Herzen 

Der linke Vorhof spielt bei VHF eine große Rolle. In einer tierexperimentellen Arbeit 

herrschte hinsichtlich der Aktivierung der beiden Vorhöfe ein Ungleichgewicht vor; die 

Aktivierung des linken Atriums war prädominant. Dies führte zur Ausbildung eines 

‚links-rechts’ Frequenzgradienten, der die rapide Aktivierung beider Vorhöfe 

gewährleistete und somit VHF weiter stabilisierte44. Atienza et al. konnten in einer 

klinischen Studie ähnliches über einen ‚links-rechts’ Frequenzgradienten bei Patienten 

mit VHF zeigen253. 

 Auch in der Expression des IK1 kann im Herzen regionale Heterogenität 

beobachtet werden. Während Kir2.1 in den Ventrikeln sehr viel höher exprimiert wird 

als in den Vorhöfen, ist Kir2.3 in den Atrien vorherrschend247. Kir2.3 ist weniger stark 

in der Pulmonalvene exprimiert als im linken Vorhof. Dieser Unterschied kann den 

Wiedereintritt des Impulses während der Depolarisation begünstigten254,255. Die 

Expression von Kir2.1 unterscheidet sich dagegen nicht zwischen diesen beiden 

Regionen. 
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Insgesamt scheint die unterschiedliche Expression des Kir2.3 haupttragend für die 

regionalen Unterschiede des IK1. Bei Krankheits-induzierten Veränderungen aber, wie 

etwa bei VHF oder koronarer Herzkrankheit, liegt hauptsächlich eine Modulation des 

Kir2.1 zugrunde163,256. 
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6 Zusammenfassung 
Im ersten Teil der Arbeit wird eine genetische Disposition für Vorhofflimmern (VHF) 

untersucht. Der Einzelnukleotidpolymorphismus (‚single nucleotide polymorphism’, 

SNP) 38G/S befindet sich im N-Terminus der ß-Untereinheit KCNE1. Diese  

ß-Untereinheit konstituiert gemeinsam mit der α-Untereinheit KCNQ1 die langsame 

Komponente des verzögerten Gleichrichterstromes, IKs. In den meisten Fällen ist VHF 

allerdings eine erworbene Krankheit. Der zweite Teil der Arbeit untersucht erworbene 

elektrophysiologische Veränderungen im Rahmen von VHF am Beispiel der einwärts 

gleichrichtenden Kaliumströme IK1 und IKACh. 

 Die α-Untereinheit KCNQ1 bildet die Pore eines Ionenkanals und kann 

selbständig einen Kaliumstrom konstituieren. Die Assemblierung mit der ß-Untereinheit 

KCNE1 verändert die biophysikalischen Eigenschaften des Stroms. Diese Änderungen 

umfassen beispielsweise den zeitlichen Ablauf der Aktivierung und die Amplitude des 

Ionenstroms. Einige dieser Modulationen konnten bereits in früheren Arbeiten 

Bereichen der ß-Untereinheit zugeordnet werden. Diese Studien beschäftigten sich 

hauptsächlich mit der transmembranären Domäne (TMD) und dem C-Terminus. Über 

die Rolle des N-Terminus war bislang wenig bekannt. Der SNP G38S machte auf den 

N-Terminus aufmerksam. Das ‚38G’ Allel ist mit einer erhöhten VHF-Inzidenz 

assoziiert. Die Assemblierung mit dieser Untereinheit führt zu einer geringeren 

Stromdichte, aufgrund geringerer Plasmamembranlokalisation des Ionenkanal-

Komplexes. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Aufgabe des N-Terminus bei 

der Modulation der α-Untereinheit zu identifizieren. Außerdem sollte festgestellt 

werden, welche Aminosäuren hierbei besonders von Bedeutung sind.  

 Zu diesem Zweck wurden diverse Konstrukte synthetisiert. Für das Konstrukt 

‚∆1-38’ wurden die Aminosäuren 1-38 und damit der Großteil des N-Terminus entfernt. 

Das Konstrukt ‚linker’ enthält anstelle des Glyzins oder Serins an Position 38 fünf 

Alanine. In der Nähe der von dem SNP betroffenen Aminosäure befinden sich des 

Weiteren drei Arginine, die mit jeweils einem Alanin substituiert wurden. Dieser 

Austausch wurde für beide Varianten des SNPs vorgenommen. Alle Konstrukte wurden 

zur immunologischen Detektion auch mit einem ‚flag’-Anhang markiert. Für alle 

Versuche diente die nicht VHF-assoziierte Variante des SNPs als Kontrolle. Die 
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Experimente wurden an HEK- und CHO-Zellen durchgeführt. Die Ergebnisse beider 

Zelllinien unterschieden sich nicht voneinander und wurden daher zusammengefasst. 

Alle Konstrukte konnten erfolgreich heterolog exprimiert werden und gleichermaßen 

mit der α-Untereinheit immunopräzipitiert werden. Die aus der Co-Transfektion von 

KCNQ1 und KCNE1 resultierende Stromdichte wurde mittels ‚Patch-clamp’-Technik 

untersucht. Im Vergleich zum Kontrollstrom (KCNQ1 + KCNE1-38S) waren die 

Ströme aller anderen Gruppen während De- und Repolarisation signifikant kleiner. 

Sowohl die Aminosäure in Position 38 als auch die drei N-terminalen Arginine in der 

Nähe schienen für den hier gesuchten Mechanismus von Bedeutung zu sein. Die Kinetik 

von IKs war größtenteils unverändert. Lediglich die Konstrukte ‚linker’ und ‚38S-3xA’ 

zeigten eine verlangsamte Deaktivierung. Zellfraktionierung und konfokale 

Mikroskopie zeigten, dass im Vergleich zur Kontrolle alle anderen Konstrukte eine 

verminderte Plasmamembranlokalisation aufwiesen.  

 Die Aufgabe des N-Terminus liegt offensichtlich im Transport beider 

Untereinheiten an die Plasmamembran und/oder der Verankerung dort. Das mit VHF 

assoziierte Allel weist an Position 38 ein Glyzin statt eines Serins auf. Möglicherweise 

verschafft es dem N-Terminus damit eine größere Beweglichkeit und fungiert als 

Gelenk. Der ‚linker’, der diesen Effekt verstärkt wiedergeben dürfte, zeigte dem ‚38G’ 

ähnliche Ergebnisse und stützt damit diese Theorie. Der Austausch der drei Arginine 

führte ebenfalls zu verminderter Plasmamembranlokalisation. Diese würden sich durch 

die positive Ladung gut für die Verankerung an der Plasmamembran eignen. Zwar 

zeigten zwei der Konstrukte bei der Deaktivierung veränderten Zeitkonstanten, jedoch 

konnte eine Regulierung der IKs-Kinetik bereits durch die TMD der ß-Untereinheit 

erklärt werden. Möglicherweise bewirkten die hier synthetisierten Mutationen des  

N-Terminus eine Konformations- oder Faltungsänderung, deren Folgen auch den in der 

TMD benannten Bereich (und damit die Kinetik) beeinflussen.  

 In der vorliegenden Arbeit konnte dem N-Terminus des KCNE1 eine neue Rolle 

zugeordnet werden. Einzelne für diesen Mechanismus wichtige Aminosäuren wurden 

identifiziert. Es wurde eine These zu den spezifischen Wirkungsweisen der genannten 

Strukturen innerhalb dieses Mechanismus formuliert. Zukünftige Experimente könnten 

beispielsweise 3D-Simulationen der Proteinfaltung beinhalten, um die potentielle 

Membranverankerung weiter zu untersuchen. 
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Der zweite Teil der Arbeit beschäftigte sich mit der Heraufregulierung einwärts 

gleichrichtender Kaliumströme (IK1 und IKACh) und deren zugrunde liegenden 

regulatorischen Mechanismen. Alle Experimente wurden an humanem Gewebe des 

linken Vorhofs durchgeführt. Das Gewebe stammt von VHF-Patienten, die sich einer 

Mitralklappen-Operation unterzogen. Als Kontrolle wurde Gewebe von Patienten im 

Sinusrhythmus (SR) verwendet. Zunächst wurde untersucht, ob transkriptionelle 

und/oder posttranskriptionelle Veränderungen oder funktionelle Effekte der 

Heraufregulierung der Ströme zugrunde liegen. Entsprechend wurde die 

Proteinexpression mittels Western Blot quantifiziert. Die Quantifizierung der mRNA 

erfolgte per Realtime-PCR. Veränderungen für IK1 konnten sowohl auf mRNA- als auch 

auf translationaler Ebene beobachtet werden. Protein- und mRNA-Expression von 

Kir2.1, der zugrunde liegenden Proteinuntereinheit, waren bei VHF signifikant erhöht; 

die Expression der inhibitorischen miR-1 war reduziert.  

 Die Bestimmung der Protein- und mRNA-Expression der zugrunde liegenden 

Proteinuntereinheiten für den Strom IKACh zeigte dagegen keinen Unterschied zwischen 

Gewebe von Patienten mit VHF und SR. Eine funktionelle Regulierung schien daher 

möglich, weshalb potentiell modulierende Proteine untersucht wurden. Die 

Proteinexpression von Calmodulin und Gαi-3 unter VHF zeigte jedoch keinen 

signifikanten Unterschied zu der SR-Gruppe. Es war eine Tendenz zur Reduktion des 

inhibierenden Gαi-3 zu beobachten. Andere Arbeiten führten die Heraufregulierung des 

IKACh,c auf eine erhöhte Expression der Proteinkinase C zurück. Möglicherweise sind 

diese Ergebnisse aber, da sie im rechten Vorhof dokumentiert wurden, nicht auf den 

linken Vorhof übertragbar.  

 Die Regulierung von IKACh,c bei VHF bleibt in zukünftigen Arbeiten zu 

untersuchen. Besonderes Augenmerk sollte bei den nächsten Schritten wohl auf dem 

Signalweg und potentiellen Modulatoren liegen. Die Arbeit in humanem Gewebe 

brachte Limitationen mit sich. So konnten Experimente, die einen direkten Nachweis 

für die Regulierung durch die miR-1 erbringen würden (wie genetischer ‚Knockout’ 

oder Anwendung von gegen microRNA gerichteten ‚Antagomirs’), nicht durchgeführt 

werden. Zukünftige Studien könnten versuchen, therapeutisch in die Regulation der Kir-

Untereinheiten einzugreifen, um das VHF-unterstützende, elektrische ‚Remodeling’ des 

IK1 zu verhindern. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
Å   Angström 

µ   micro 

Ω   Ohm 

τ   Zeitkonstante 

°C   Grad Celsius 

A   Ampere, Amplitude 

A0   maximale, normierte Amplitude 

ACE   ‚Angiotensin converting enzyme’ 

Ach   Acetylcholin 

ANOVA  Varianzanalyse 

APS   Ammoniumpersulfat 

AU   ‚Arbitrary unit’ 

bp   Basenpaare 

Ca   Kalzium 

CaCl2   Kalziumchlorid 

CaMKII  Calmodulin-abhängige Proteinkinase II 

cDNA   ‚copy’Desoxyribonukleinsäure 

CHO   ‚Chinese hamster ovary’ 

CIP   ‚Calf-Intestine’-Phosphatase 

Co-IP   Co-Immunopräzipitation 

C-Terminus  Carboxy-Terminus 

DABCO  1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan 

DAPI   4′,6-Diamidino-2-phenylindol 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

DGCR8  ‚DiGeorge syndrome critical region 8’ 

dH2O   destilliertes Wasser 

DIDS   4,4'-Diisothiocyanostilben-2,2'-Disulphonsäure 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 
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dNTP   Desoxyribonukleosidtriphosphat 

EAD   Frühe Nachdepolarisation 

E.coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGTA   Ethylenglykoltetraessigsäure 

EKG   Oberflächen-Elektrokardiogramm 

ER   Endoplasmatisches Retikulum 

et al.   und Mitarbeiter 

F   Farad 

FBS   Foetales Rinderserumalbumin 

g   Gramm; Erdbeschleunigung; Leitfähigkeit 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

‚G-beads’  Protein G Agarose 

GFP   Grün fluoreszierendes Protein 

h   human; Stunde 

HCl   Hydrogenchlorid 

HEK   ‚Human embryonic kidney’ 

HMG-CoA  3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-Coenzym A 

ICa,L   L-Typ Kalziumstrom 

IK1   einwärts gleichrichtender Kaliumstrom 1 

IKACh   Acetylcholin-aktivierter einwärts gleichrichtender Kaliumstrom 

IKACh,c   konstitutiv aktiver Acetylcholin-aktivierter einwärts 

gleichrichtender Kaliumstrom 

IKr   schneller verzögerter Gleichrichter-Kaliumstrom 

IKs   langsamer verzögerter Gleichrichter-Kaliumstrom 

IKur   sehr schneller verzögerter  

Gleichrichter-Kaliumstrom 

INa   Natriumstrom 

IP   Immunopräzipitation 

Irx5   Iroquois homeobox 5 

K   Kalium 

K2-ATP  Adenosin 5'-triphosphat Dikaliumsalz Hydrat 



Abkürzungsverzeichnis 101

kb   Kilobasen 

kD   Kilodalton 

Kir-Kanal  einwärts gleichrichtender Kaliumkanal 

KOH   Kaliumhydroxid 

l   Liter 

LB-Medium  ‚lysogeny broth’-Medium 

LQT   langes QT 

M   Mol 

m   milli; Meter 

MEM   Minimum Essential Medium Eagle 

Mg   Magnesium 

MgCl2   Magnesiumchlorid 

MgSO4  Magnesiumsulfat 

min   Minute 

miRNA  micro-Ribonukleinsäure 

miR-1   micro-Ribonukleinsäure 1 

MiRP   ‚minK-related’ Peptid 

MOPS   3-Morpholinopropansulfonsäure 

mRNA   ‚messenger’ Ribonukleinsäure 

n   nano; Anzahl 

Na   Natrium 

Na2HPO4  Dinatriumhydrogenphosphat 

NaCl   Natriumchlorid 

NaOH   Natriumhydroxid 

NDS   ‚Normal donkey’-Serum 

n.s.   nicht signifikant 

N-Terminus  Amino-Terminus 

OD   Optische Dichte 

SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

p   pico 

PBS   Phosphat gepufferte Salzlösung 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion 
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PD   Poren-Domäne 

PEI   Polyethylenimin 

PI   Protease Inhibitor 

PIP2   Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PKC   Proteinkinase C 

PM   Plasmamembran 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 

pre-miRNA  pre-micro-Ribonukleinsäure 

pri-miRNA  pri-micro-Ribonukleinsäure 

QTc   frequenzkorrigierte QT-Zeit 

RISC   Ribonukleinsäure induzierter ‚Silencing’ Komplex 

RT   Raumtemperatur 

S   Segment; Steigungsfaktor 

s   Sekunde 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

SGK 1   Serum- und Glucocorticoid-induzierbare Kinase 1 

SNP   ‚Single nucleotide polymorphism’ 

SR   Sinusrhythmus 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

TMD   transmembranäre Domäne 

Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

V   Volt 

V50   Spannung der halbmaximalen Aktivierung 

VHF   Vorhofflimmern 

VSD   spannungssensitive Domäne 

WT   Wildtyp 
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8 Anhang 

8.1 Material 

8.1.1 Zelllinien 

In dieser Arbeit wurden sowohl HEK-293-Zellen (‚Human Embryonic Kidney’) als 

auch CHO-Zellen (‚Chinese Hamster Ovaries’) verwendet (ATCC, USA).  

8.1.2 Bakterienkultur 

Die in dieser Arbeit verwendete cDNA wurde zur Vermehrung in den Escherichia coli 

(E. coli) Stamm DH5α transformiert (Invitrogen, USA). 

8.1.3 Patientenmaterial 

In dieser Arbeit wurde außerdem humanes Gewebe des linken Vorhofs verwendet. 

Dieses stammte von Patienten, die sich einer Mitralklappen-Rekonstruktion unterzogen. 

Alle Patienten waren zuvor aufgeklärt worden und unterzeichneten eine 

Einverständniserklärung. Die Studie wurde vom Ethikausschuss der Goethe-Universität, 

Frankfurt (Nr. 54/05) genehmigt. Die Patienten waren > 18 Jahre alt und wiesen eine 

regelrechte systolische Funktion des linken Ventrikels auf. Als Ausschlusskriterien 

galten: paroxysmales VHF, hämodynamische Instabilität, aktive Endocarditis, 

systemische Inflammation oder die Behandlung mit Immunsuppressiva. Die Gruppe der 

Patienten mit persistierendem VHF beinhaltete Patienten, denen diese Diagnose bereits 

zuvor gestellt worden war und die bei Aufnahme auf der Station ein entsprechendes 

EKG aufwiesen. Patienten wurden in die SR-Gruppe eingeteilt, wenn bisher kein VHF 

festgestellt wurde.  

8.1.4 Primersequenzen 

Tab. 8.1: Primer zur Subklonierung des Wildtyps KCNE1 ‚38G’ 

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGATCCTGTC-3' 

revers 5'-CTCGAATTCTCATGGGGAAGGC-3' 
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Tab. 8.2: Primer für das Entfernen der Aminosäuren 1-38 des N-Terminus 
 

 

 

Tab. 8.3: Primer zur C-terminalen ‚flag’-Markierung  

 

 

 

 

 

Tab. 8.4: Primer zur C-terminalen ‚flag’-Markierung für das Konstrukt ‚∆1-38’ 

 

 

 

 

 

Tab. 8.5: Primer zur C-terminalen GFP-Markierung  

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGATCCTGTC-3' 

revers 5'-ATCGAATTCTGGGGAAGGC-3' 

 

Tab. 8.6: Primer zur C-terminalen GFP-Markierung für das Konstrukt ‚∆1-38’ 

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGGACGGCAAGCTGGAG-3' 

revers 5'-ATCGAATTCTGGGGAAGGC-3' 

 

Tab. 8.7: Die Primer für die Synthese des Konstrukts ‚linker'  
 

 

 

 

 

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGGACGGCAAGCTGGAG-3' 

revers 5'-CTCGAATTCTCATGGGGAAGGC-3' 

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGATCCTGTC-3' 

revers 5'-CTCGAATTCTCACTTGTCGTCGTCGTC 
CTTGTAGTCTGGGGAAGGCTTCGTC-3' 

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGGACGGCAAGCTGGAG-3' 

revers 5'-CTCGAATTCTCACTTGTCGTCGTCGTC 
CTTGTAGTCTGGGGAAGGCTTCGTC-3' 

Primer Sequenz 

flankierend vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGATCCTGTC-3' 

flankierend revers 5'-CTCGAATTCTCATGGGGAAGGC-3' 

mutierend vorwärts 5'-CAGCAGCAGCAGCAGACGGCAAGCTGGAG-3' 

mutierend revers 5'-TGCTGCTGCTGCTGCGCTGCGGGGGGACCTGC-3' 
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Tab. 8.8: Primer zur Synthese des Zwischenprodukts für das ‚Alanin-Scanning’ des Wildtyps 
 

 

 

 

Tab. 8.9: Primer für das ‚Alanin-Scanning’ des Wildtyps  

 

 

 

 

 
 

Tab. 8.10: Primer zur Synthese des Zwischenprodukts für das ‚Alanin-Scanning’ des SNPs G38S 
 

 

 

 

 

Tab. 8.11: Primer für das ‚Alanin-Scanning’ des SNPs G38S  
 

 

 

 

Tab. 8.12: Primer zur Quantifizierung der miRNA miR-1  

 

 

 
 

 

Primer Sequenz 

flankierend vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGATCCTGTC-3' 

flankierend revers 5'-CTCGAATTCTCATGGGGAAGGC-3' 

mutierend vorwärts 5'-CAGGTCCCCAGCCAGCGGTGACGGCAAG-3' 

mutierend revers 5'-CACCGCTGGCTGGGGACCTG-3' 

Primer Sequenz 

flankierend vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGATCCTGTC-3' 

flankierend revers 5'-CTCGAATTCTCATGGGGAAGGC-3' 

mutierend vorwärts 5'-GCCTGGCCGCAGCGTCCCCAGCCAGCGGTG-3' 

mutierend revers 5'-GGGACGCTGCGGCCAGGCCCGACAT-3' 

Primer Sequenz 

flankierend vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGATCCTGTC-3' 

flankierend revers 5'-CTCGAATTCTCATGGGGAAGGC-3' 

mutierend vorwärts 5'-CAGGTCCCCAGCCAGCAGTGACGGCAAG-3' 

mutierend revers 5'-CACTGCTGGCTGGGGACCTG-3' 

Primer Sequenz 

flankierend vorwärts 5'-CGCAAGCTTATGATCCTGTC-3' 

flankierend revers 5'-CTCGAATTCTCATGGGGAAGGC-3' 

mutierend vorwärts 5'-GCCTGGCCGCAGCGTCCCCAGCCAGCAGTG-3' 

mutierend revers 5'-GGGACGCTGCGGCCAGGCCCGACAT-3' 

Primer Sequenz 

‚Stem-loop’ 5’-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG 
CACCAGAGCCAA CATACAT-3’ 

Vorwärts 5’-CGGCGGTGGAATGTAAAGAAG-3’ 

Revers 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’ 
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Tab. 8.13: Primer für den internen Standard U48 

 
 

 

Tab. 8.14: Primer zur mRNA-Quantifizierung von KCNE1 

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-GAGGCCCTCTACGTCCTCATG-3' 

revers 5'-TGATGCCCAGGGTGAAGAA-3' 
 

Tab. 8.15: Primer zur mRNA-Quantifizierung von KCNQ1 

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-AGACGTGGGTCGGGAAGAC-3' 

revers 5'-CAAAGAAGGAGATGGCAAAGACA-3' 
 

Tab. 8.16: Primer für den internen Standard ß-Aktin 

Primer Sequenz 

vorwärts 5'-TGGATCAGCAAGCAGGAGTATG-3' 

revers 5'-GCATTTGCGGTGGACGAT-3' 
 

Tab. 8.17: Primer zur mRNA-Quantifizierung von Kir2.1 

Primer Sequenz 

vorwärts 5’-CGCCAGCAACAGGACAT-3’ 

revers 5’-GACGCATGGAGCAGAGCTATC-3’ 
 

Tab. 8.18: Primer zur mRNA-Quantifizierung von Kir2.3 

Primer Sequenz 

vorwärts 5’-TCAGGACATGCACGGACAC-3’ 

revers 5’-AGAAGGCGATACACCAG-3’ 
 

 

 

 

Primer Sequenz 

‚Stem-loop’ 5’-GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCG 
CACCAGAGCCAA CGGTCAG-3’ 

vorwärts 5’-CGACGAGTGATGATGAC-3’ 

revers 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’ 
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Tab. 8.19: Primer zur mRNA-Quantifizierung von Kir3.1 

Primer Sequenz 

vorwärts 5’-CACGTCGGTAACTACAC-3’ 

revers 5’-AGCTTGCAGCGAATC-3’ 
 

Tab. 8.20: Primer zur mRNA-Quantifizierung von Kir3.4 

Primer Sequenz 

vorwärts 5’-AACGCAGTCATCTCCA-3’ 

revers 5’-GGTGTTGTAGTCCACCTCAT-3’ 
 

Tab. 8.21: Primer für den internen Standard GAPDH  

Primer Sequenz 

vorwärts 5’-ATCTTCCAGGAGCGAGATCC-3’ 

revers 5’-ACCACTGACACGTTGGCAGT-3’ 
 

8.1.5 Versuchsansätze zur Klonierung 

PCR-Ansatz (90 µl): 

‚template’   300 ng      

dNTP mix   10 mM     

10x Puffer   

Vorwärts Primer  50 pmol    

Revers Primer  50 pmol    

DMSO   3% 

Taq-Polymerase  1 U      

Restriktionsansatz: 

PCR-Produkt/Plasmid  

10x Reaktionspuffer      

Restriktionsenzym 2,5 U/µg     
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Phosphatase-Ansatz: 

Aufgereinigter Vektor 

10x NEB3 

‚Calf Intestine’  

Phosphatase  0,5 U/µg DNA    

Ligationsansatz: 

Vektor   50 ng       

PCR-Produkt  3x molare Menge des Vektors (10 ng) 

2x Quick Ligation Puffer    

Quick T4 Ligase 1 µl     

Transformationsansatz: 

dH2O    35 µl     

5x KCM   10 µl     

Ligat    5 µl     

kompetente E.coli  50 µl     

8.1.6 Versuchsansätze zur Realtime-PCR 

Reverse Transkription der Gesamt-RNA: 

Gesamt-RNA   1 µg 

Random Hexamers  1,25 µM 

Oligo-dT   1,25 µM 

dNTPs mix    1 mM 

Reverse Transcriptase 200 U 

5x Transcriptase Puffer 

RNase Inhibitor  40 U 
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Gepulste RNA zum Abschreiben der miRNA: 

Gesamt-RNA   1 µg 

‚Stem-loop’ Primer  50 nM 

dNTP mix   1 mM  

Reverse Transcriptase 50 U 

5x Transcriptase Puffer 

RNase Inhibitor  4 U 

8.1.7 Puffer 

8.1.7.1 DNA-Elektrophorese 

TAC Puffer, pH 7,78 (Essigsäure):  

NaAcetat   10 mM    

EDTA    1 mM    

Tris    0,04 M  

Ladepuffer   

Glycerin  60% 

EDTA   60 mM 

Tris   60 mM 

Orange G  0,5 mM 

8.1.7.2 Transformation 

LB-Medium: 

Trypton  1% 

Hefeextrakt  0,5% 

NaCl   0,17 M 
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TSB-Puffer: 

MgCl2   10 mM 

MgSO4  10 mM 

DMSO   5% 

PEG 6000  10% 

in LB-Medium 

5x KCM: 

KCl   500 mM  

CaCl2   150 mM    

MgCl2   250 mM    

8.1.7.3 Plasmidisolation 

Plasmid-Isolation Puffer 1, pH 8,0 (NaOH): 

10 mM EDTA 

50 mM Tris 

Plasmid-Isolation Puffer 2: 

200 mM NaOH 

35 mM SDS 

Plasmid-solation Puffer 3, pH 5.5 (Essigsäure): 

3 M KaAcetat 

Plasmid-Isolation Puffer 4, pH 7,0 (NaOH): 

750 mM NaCl 

50 mM MOPS 

2 mM Triton X-100 

Ad 425 ml dH2O  

Nach Einstellen des pH 75 ml Isopropanol zugeben 
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Plasmid-Isolation Puffer 5, pH 7,0 (NaOH): 

1 M NaCl 

50 mM MOPS 

Ad 425 ml dH2O  

Nach Einstellen des pH 75 ml Isopropanol zugeben 

Plasmid-Isolation Puffer 6, pH 8,5 (HCl): 

1,25 M NaCl 

50 mM Tris 

Ad 425 ml dH2O  

Nach Einstellen des pH 75 ml Isopropanol zugeben 

8.1.7.4 Proteinaufarbeitung 

Protease Inhibitor (PI): 

Benzamidin  1% 

Leupeptin  0,5% 

Trypsin Inhibitor 0,5% 

Lyse Puffer: 

Tris pH 7  5 mM 

EDTA   2 mM 

Protease Inhibitor (1000 x)  

Resuspensionspuffer: 

Tris pH 7,4  5 mM 

EDTA   2 mM 

MgCl2   12,5 mM 

Protease Inhibitor (1000 x) 
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RIPA-Puffer: 

NP-40   1% 

Tris-HCl pH 7,4 1 M 

NaCl   500 mM 

EDTA   1 mM 

EGTA   1 mM 

SDS   0,1% 

Natriumdeoxycholat 5% 

Protease Inhibitor (1000 x) 

 

8.1.7.5 Western Blot 

Trenngel: 

Acrylamid  7/10/14% 

Tris, pH 8,8  0,4 M 

SDS   0,1% 

APS   0,08% 

TEMED  0,12% 

 

Sammelgel: 

Acrylamid  3,5/5/7% 

Tris, pH 8,8  125 mM Tris 

SDS   0,1% 

APS   0,08% 

TEMED  0,12% 

Ladepuffer: 

Tris-HCL (pH 6.8)  50 mM 

β-mercaptoethanol  500 mM 

Glycerin   10% 

SDS    2,5% 

Bromophenol Blau  0,01% 
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Laufpuffer: 

Tris   25 mM 

Glycin   0,2 M 

SDS   0,1% 

Transferpuffer: 

Tris   25 mM 

Glycin   0,2 M 

TBS Waschpuffer, pH 7,5 (HCl): 

Tris   50 mM 

NaCl   0,15 mM 

TTBS, pH 7,5 (HCl): 

Tris   50 mM 

NaCl   0,15 mM 

Tween 20  0,3% 

‘Stripping’-Puffer, pH 6,8 (HCl): 

Tris   6,25 mM 

SDS   2% 

ß-Mercaptoethanol 0,7% 

8.1.7.6 Elektrophysiologie 

HEPES-Tyrode-Lösung, pH 7,4 (NaOH): 

NaCl   132 mM 

KCl   4,7 mM 

MgCl2   1,0 mM 

CaCl2   1,0 mM 

NaH2PO4  0,36 mM 

HEPES  10,0 mM 

Glucose  5,0 mM 
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Calciumfreie HEPES-Tyrode-Lösung, pH 7,4 (NaOH): 

NaCl   132 mM 

KCl   4,7 mM 

MgCl2   1,0 mM 

NaH2PO4  0,36 mM 

HEPES  10,0 mM 

Glucose  5,0 mM 

Aufbewahrungspuffer (stark Kaliumionen-haltig), pH 7,4 (KOH): 

KCl   20 mM 

KH2PO4  10 mM 

Glucose  10 mM 

L-Glutaminsäure 70 mM 

Buttersäure  10 mM 

EGTA   10 mM 

Mannitol  40 mM 

FBS   0,1% 

Pipettenlösung (Patch-Clamp), pH 7.3 (KOH): 

KCl   110 mM 

K2-ATP  5 mM 

MgCl2   1 mM 

HEPES  10 mM 

EGTA   5 mM 

8.1.7.7 Konfokale Mikroskopie 

PBS: 

NaCl   137 mM 

KCl   2,7 mM 

Na2HPO4  10 mM 

KH2PO4  2 mM 

MgCL2  0,5 mM 
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Blocklösung: 

FBS   5% 

NDS   5% 

Triton X-100  0,2% 

in PBS 

8.1.8 Chemikalien 

100 bp DNA Standard    New England Biolabs, USA 

1 kb DNA Standard     New England Biolabs, USA 

Accutase      PAA, Österreich 

Aceton       Riedel-de Haën, Deutschland 

35% Acrylamid     Sigma Aldrich, USA 

Agarose      Biozym, Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS)    Sigma Aldrich, USA 

Ampicillin      AppliChem, Deutschland 

ß-Mercaptoethanol     AppliChem, Deutschland 

Benzamidin      Sigma Aldrich, USA 

Bradford-Reagenz     BioRad, USA 

Bromphenolblau     Sigma Aldrich, USA 

Buttersäure      Sigma Aldrich, USA 

Chloroform      AppliChem, Deutschland 

‚Calf-Intestine’-Phosphatase (CIP)   New England Biolabs, USA 

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)  Sigma Aldrich, USA 

Diaminobenzidin     Roth, Deutschland 

4′,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)  Sigma Aldrich, USA 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)    Sigma Aldrich, USA 

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)  AppliChem, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO)    Roth, Deutschland 

dNTP mix      New England Biolabs, USA 

EcoRI       New England Biolabs, USA 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)  AppliChem, Deutschland 

Ethylenglykoltetraessigsäure (EGTA)  Sigma Aldrich, USA 
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Entwicklerlösung     Tetenal, Deutschland 

Essigsäure      Sigma Aldrich, USA 

Ethanol      Riedel-de Haën, Deutschland 

F12-Kaighn’s Zellmedium    Invitrogen, USA 

Fixierlösung      Tetenal, Deutschland 

Foetales Rinderserumalbumin (FBS)   PAA, Österreich 

Formaldehyd      Sigma Aldrich, USA 

GelRed      VWR, Deutschland 

Glucose      Roth, Deutschland 

Glycerin      Roth, Deutschland 

Glycin       Roth, Deutschland 

Harnstoff      Roth, Deutschland 

Hydrogenchlorid (HCl)    Sigma Aldrich, USA 

Hefeextrakt      Difco, USA 

Hepes       Roth, Deutschland 

Hind III      New England Biolabs, USA 

Isopropylalkohol     Apotheke des Uniklinikums 

       Frankfurt 

Leupeptin      Sigma Aldrich, USA 

T4 DNA Ligase     New England Biolabs, USA 

Adenosin 5'-triphosphat Dikaliumsalz Hydrat Sigma Aldrich, USA  

(K2-ATP)       

Kaleidoscope Prestained Standards   BioRad, USA 

Kaliumacetat      AppliChem, Deutschland 

Kaliumhydroxid (KOH)    Sigma Aldrich, USA 

Kaliumchlorid      KMF, Deutschland 

Kalciumchlorid (CaCl2)    Sigma Aldrich, USA 

Kanamycin      Sigma Aldrich, USA 

L-Glutaminsäure     PAA, Österreich 

Magnesiumchlorid (MgCl2)    Merck, Deutschland 

Magnesiumsulfat (MgSO4)    Merck, Deutschland 

Mannitol      ABCR, Deutschland 
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Minimum Essential Medium Eagle (MEM)  Sigma Aldrich, USA 

Methanol      Sigma Aldrich, USA 

3-Morpholinopropansulfonsäure (MOPS)  AppliChem, Deutschland 

Natriumacetat      Merck, Deutschland 

Natriumdeoxycholat     AppliChem, Frankfurt 

Natriumchlorid (NaCl)    Sigma Aldrich, USA 

Natriumhydroxid (NaOH)    Sigma Aldrich, USA 

Natriumhydroxid (NaOH)-Plätzchen   AppliChem, Deutschland 

Nonidet-P40      Biomol, Deutschland 

‚Normal donkey’-Serum (NDS)    Jackson Immuno Research, USA 

Oligo dT      Invitrogen, USA 

Orange G      Sigma Aldrich, USA 

Paraformaldehyd     Sigma Aldrich, USA 

pBR322 DNA/AluI Marker    Fermentas, Deutschland 

PEG 6000      Roth, Deutschland 

Polyethylenimin (PEI)    Polysciences Inc., USA 

Phenol       Sigma Aldrich, USA 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  AppliChem, Deutschland 

Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS)  PAA, Österreich 

Primer       Sigma Aldrich, USA 

Protein G Agarose (‚G-beads’)   Pierce Biotechnologies, USA 

Random Hexamers     Invitrogen, USA 

M-MLV Reverse Transkriptase   Fermentas, Deutschland 

RiboLock Ribonuclease Inhibitor   Fermentas, Deutschland 

RNase Away      Roth, Deutschland 

Rotiphorese Gel 30     Roth, Deutschland 

Saccharose      Roth, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat (SDS)    Sigma Aldrich, USA 

Taq Polymerase     New England Biolabs, USA 

Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Fluka Biochemika, Schweiz 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)  Sigma Aldrich, USA 

Triton X100      Sigma Aldrich, USA 
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Trizol       Sigma Aldrich, USA 

Trypsin      PAA, Österreich 

Trypsin Inhibitor      Sigma Aldrich, USA 

Trypton      Difco, USA 

Tween 20      AppliChem, Deutschland 

‚Universal Probe library probe’ #21   Roche, Deutschland 

Kits 

Qiaquick Gel Extraktion    Qiagen, Deutschland 

Qiaquick PCR Purification    Qiagen, Deutschland 

Fast Sybr Green Master    Applied Biosystems, USA 

Lightcycler SYBR Greenplus I    Roche, Deutschland 

Lightcycler Taqman       Roche, Deutschland 

Western Lightning Plus-ECL    Perkin Elmer, USA 

‚Cell fractionation Kit’    PromoKine, Deutschland 

cDNA und Plasmide 

pCEP4 hminK (Wildtyp)    Dr. M. Sanguinetti 

pcDNA3.1 hminK G38S    Dr. J. Ehrlich 

pcDNA3.1 hKvLQT1     Dr. M. Sanguinetti 

pcDNA3.1      Invitrogen, USA 

pEGFP-N2      Clontech, Japan 

 

Antikörper 

Anti-Calmodulin (Maus)    Lab Vision, USA 

Anti-Calnexin (Maus)    Abcam, USA 

Anti-‚flag’ (Kaninchen)    Sigma Aldrich, USA 

Anti-Gαi-3 (Kaninchen)    Santa Cruz Biotechnology, USA 

Anti-GAPDH (Ziege)     Santa Cruz Biotechnology, USA 

Anti-GFP (Kaninchen)    Sigma Aldrich, USA 

Anti-Kir2.1 (Ziege)     Santa Cruz Biotechnology, USA 

Anti-Kir2.3 (Kaninchen)    Alomone, Israel 
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Anti-Kir3.1 (Kaninchen)    Alomone, Israel 

Anti-Kir3.4 (Kaninchen)    Dr. G. B. Krapivinsky 

Anti-KvLQT1/KCNQ1 (Kaninchen)   Alomone, Israel 

Anti-KvLQT1/KCNQ1 (Ziege)   Santa Cruz Biotechnology, USA 

Anti-KCNE1 (sc-16796; Ziege)   Santa Cruz Biotechnology, USA 

Anti-Spektrin (Kaninchen)    Sigma Aldrich, USA 

Anti-Ziege (Kaninchen)    EMD4Biosciences, USA 

Anti-Maus (Ziege)     Santa Cruz Biotechnology, USA 

Anti-Kaninchen (Ziege)    EMD4Biosciences, USA 

Alexa Fluor 488 nm Anti-Ziege (Esel)  Invitrogen, USA 

Alexa Fluor 555 nm Anti-Kaninchen (Esel)  Invitrogen, USA 
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