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1. Einleitung
1.1 Spannungsabhangige Kaliumkanale

Spannungsabhéngige Kaliumkandle (Kv-Kanale) sind die haufigsten und
mannigfaltigsten aller bekannten lonenkanéle. Sie finden sich in nahezu allen
erregbaren und nicht erregbaren Zellen und bilden somit eine ubiquitar vorkommende
Familie von Membranproteinen. Kv-Kanéle sind an einer Vielzahl von unterschiedlichen
zellularen Prozessen beteiligt. Dazu gehort die Kontrolle des Ruhemembranpotentials,
die Steuerung der Sekretion von Hormonen und die Regulation der elektrischen
Erregbarkeit von Muskelzellen und Neuronen (Rudy et al., 1999). Ihre Aktivitat wird
durch Anderung des Membranpotentials, durch den Zellmetabolismus oder durch
Transmitter und Hormone reguliert (Hille, 2001).

Kv-Kanale sind die wesentlichen Determinanten der zellularen Repolarisation
(Wiederherstellung eines erregbaren Zustandes) in erregbaren Zellen (z.B.
Herzmuskelzellen) (Hille, 2001). Sie offnen sich als Antwort auf die zellulare
Depolarisation und ermdglichen den selektiven Ausstrom von Kaliumionen uber die
Zellmembran. Wegen der enormen Bedeutung des zeitlichen Ablaufs dieses Prozesses
und der damit verbundenen Dauer und Morphologie der Aktionspotentiale sind Kv-
Kanale attraktive therapeutische Angriffspunkte fir Medikamente, die stérende
elektrische Aktivitat, wie sie bei Herzrhythmusstorungen oder Epilepsie auftreten,
kontrollieren sollen (Roepke et al., 2006). Das Studium ihrer genauen Funktionsweise
ist daher auch von besonderer klinischer Relevanz.

Kv-Kandle bestehen aus sogenannten porenformenden Untereinheiten (a-
Untereinheiten). Stochiometrische Untersuchungen haben ergeben, dass zu einem
funktionellen Kanalkomplex 4 dieser homomeren Kv-Kanal-a-Untereinheiten an der
Zelloberflache zusammenkommen und so den porenbildenden Komplex (Abbildung 1)
darstellen (Chen et al., 2002).

Weitere Proteine kbnnen mit den a-Untereinheiten assoziiert sein, und werden dann
akzessorische oder [-Untereinheiten genannt. Zu den Uuber 40 bekannten o-

Untereinheiten gesellt sich eine Vielzahl von akzessorischen, oder 3-Untereinheiten, die
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Kanalfunktion und die Kanalregulation in vitro und in vivo dramatisch beeinflussen

koénnen.

1.2  MinK-Related Peptides (KCNES)

Im Gewebe assoziieren die Kv-a-Untereinheiten mit einer Reihe von akzessorischen
oder Kv-Kanal-3-Untereinheiten, um heteromultimere Kv-Kanéle zu bilden. Eine Familie
solcher Kv-Kanal-R-Untereinheiten stellen die MinK-related Peptides (MiRPs), kodiert
von KCNE Genen, dar. Der Einfachheit halber und der internationalen Konvention
folgend wird in dieser Arbeit die KCNE-Nomenklatur verwendet (KCNE1 = MinK,
KCNE2 = MiRP1, KCNE3 = MIiRP2 etc.). KCNEs sind Polypeptide und bestehen aus
103-170 Aminosduren (McCrossan et al., 2004). Alle KCNE-Untereinheiten sind
dementsprechend sehr klein und besitzen nur eine Transmembrandoméne, einen
extrazellularen N- und einen zytosolischen C-Terminus. Alleine sind KCNEs nicht in der
Lage Kaliumstrome zu leiten, sie besitzen aber die F&ahigkeit mit Kv-Kanal-a-
Untereinheiten stabile heteromultimere Kv-Kanalkomplexe in vitro und in vivo zu bilden
und somit deren Kanaleigenschaften zu modulieren (Pongs et al., 2010). Mittlerweile
konnten funf verschiedene KCNE-Gene im Humangenom identifiziert werden. Durch
gewebespezifische Zusammenlagerung modulieren sie die biophysikalischen,
regulatorischen und pharmakologischen Eigenschaften verschiedener Kv-Kanale
(Pongs et al., 2010).

KCNEL ist das erste Gen der KCNE-Familie, welches bereits 1988 kloniert wurde
(Takumi et al., 1988). Zunachst konnte man sich nicht erklaren, wie ein derartig kleines
Protein aus lediglich 129 Aminosduren in Xenopus laevis Oozyten einen grof3en,
spannungsabhangigen und langsam aktivierenden Kaliumstrom induzieren konnte, und
warum dieser Strom in keinem anderen Expressionssystem beobachtet werden konnte.
Erst einige Jahre spéater fiel auf, dass der KCNE1l assoziierte Kaliumstrom dem
kardialen Iks-Strom in  vielen elektrophysiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften &hnelt. Erst 1996 konnte nach der Klonierung von KCNQ1 gezeigt
werden, dass KCNE1 nicht selbst einen Kaliumkanal bilden kann, sondern mit KCNQ1

assoziiert und einen heteromultimeren Kanal bildet (Sanguinetti et al., 1996 und



Barhanin et al., 1996). Heteromere KCNQ1-KCNE1-Kv-Kanal-Komplexe kommen zum
Beispiel in Herzmuskel, Innenohr, in der Niere und im Pankreas vor (Warth et al., 2002).

A
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Abbildung 1. KCNE-Untereinheiten bilden heteromere Kaliumkanale mit Kv- a-Untereinheiten. (A)
Transmembranare Topologie und (B) angenommene 4:2 S  tochiometrie (Chen et al., 2002) eines
heteromeren Kv-Kanal-Komplexes mit KCNE-Untereinhei  t (rot) und Kv- a-Untereinheit (grin).

Mutationen in KCNE1 sind assoziiert mit dem autosomal-dominant vererbten Romano-
Ward-Syndrom und dem autosomal rezessiv vererbten Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom
(JLNS). Beide Syndrome gehen mit einer Verlangerung des QT-Intervalls des
Oberflachen-EKGs einher. JLNS-Betroffene leiden zusatzlich an angeborener
bilateraler Taubheit, da heteromere KCNQ1-KCNE1-Kv-Kanéle im Innenohr fir die
Produktion von Endolymphe notwendig sind (Warth et al., 2002). Man nimmt an, dass
beide Syndrome durch eine Beeinflussung des Iks-Stroms im Herzmuskel und im
Innenohr hervorgerufen werden. Ein KCNE1"-Maus-Modell konnte keinen signifikanten
ventrikularen Phanotypen erbringen (Kuperschmidt et al., 1999). Es zeigte sich jedoch,
dass die KCNE1"-Mé&use an bilateraler Taubheit leiden (Vetter et al., 1996). Zudem
konnte spater nachgewiesen werden, dass es in KCNE1"-Mausen zu Episoden von
paroxysmalem Vorhofflimmern kommt (Temple et al., 2005). Beim Menschen wurde
ebenfalls der S38G Polymorphismus in KCNE1 mit Vorhofflimmern in einer Studie

assoziiert (Lai et al., 2002).



1999 konnte aufgrund 51%iger Homologie zu KCNE1 aus der Retina der Ratte KCNE2
geklont werden (Abbott et al., 1999). KCNE2 kommt auch beim Menschen vor und liegt
auf dem Chromosom 21g22.1. Es wurden zudem Mutationen in KCNE2 entdeckt,
welche mit dem angeborenen und erworbenen Long-QT-Syndrom assoziiert sind
(Abbott et al., 1999 und Sesti et al., 2000). In Expressionsstudien an Xenopus laevis
Oozyten konnte eine Assoziation von KCNE2 mit dem hERG-Kanal nachgewiesen
werden. Ein Jahr spater konnte gezeigt werden, dass in den aus Saugetierzellen
entwickelten Expressionssystemen wie COS-7-, CHO- und HEK-Zellen auch eine
Assoziation zwischen KCNQ1 und KCNE2 erfolgt, die zu dramatischen Veranderungen
der Stromeigenschaften fuhrt (Tinel et al.,, 2000). KCNE2 transformiert den
spannungsabhangigen, langsam aktivierenden KCNQ1-Strom zu einem vollig
spannungsunabhangigen, kontinuierlichen Kaliumstrom. Es wurde angenommen, dass
dieser spannungsunabhangige, kontinuierliche KCNE2-KCNQ21-Kaliumstrom einen
Hintergrundstrom in der ventrikularen Repolarisation liefert und somit zu der
Repolarisationsreserve des Ventrikels beitragt (Tinel et al., 2000 und Roden et al.,
2002). Lange Zeit wurde angenommen, dass die Beeinflussung des Ik~
Repolarisationsstromes durch KCNE2 urséchlich fur die Entstehung der
Herzrhythmusstorungen beim LQTS sei. Diese Theorie wurde in der wissenschaftlichen
Literatur in der letzten Zeit jedoch kontrovers diskutiert, da sich KCNE2 durch eine
ausgepragte Promiskuitat in seiner a-Partnerwahl auszeichnet (Roepke et al., 2006).
Eine Vielzahl von Arbeiten wurden in der jingsten Vergangenheit publiziert, die weitere
Assoziationen von KCNE2 mit anderen Kv-Kanal-a-Untereinheiten beschreiben, unter
ihnen KCNQ1, KCNQ2, KCNQ3, Kv3.1, Kv3.2, Kv4.2, Kv4.3 und HCN Kanéle
(McCrossan et al., 2004). Bislang weil3 man jedoch nicht, ob die Formation dieser
heteromeren Kv-Kanéle auf unterschiedliche in vitro Expressionssysteme beschréankt
ist oder ob diese Kanalkomplexe auch in vivo gebildet werden und nativen
lonenstromen unterliegen (Abbott et al., 2001).

KCNE2 ist allerdings nicht nur wegen seiner hohen a-Partner-Promiskuitat von
Bedeutung. Neben dem initial beschriebenen LQTS sind in den letzten Jahren eine
Reihe von weiteren KCNEZ2 assoziierten Krankheitsbildern beschrieben worden,

darunter das Adenokarzinom des Magens (Yanglin et al., 2007), neonatale Epilepsie in



Kombination mit LQTS (Heron et al., 2009), familidres Vorhofflimmern (Yang et al.,
2004), Schizophrenie (Tam et al., 2010) und frihzeitiger Myokardinfarkt (Kathiresan et
al., 2009). Die genauen Mechanismen, die zur Entstehung dieser Krankheitsbilder
fuhren, sind bislang jedoch nicht bekannt.

Mutationen in KCNE3 wurden erstmalig mit der periodischen Paralyse, einer
Skelettmuskelerkrankung, in Zusammenhang gebracht (Abbott et al., 2001). Es konnte
gezeigt werden, dass KCNE3 heteromere Kv-Kanale mit der Kv-a-Untereinheit Kv3.4 in
der Skelettmuskulatur bildet und dass KCNE3 die Spannungsabhéngigkeit von Kv3.4-
Kanalen um -45 mV verschiebt. Mutationen in KCNE3 wurden vor kurzem ebenfalls mit
LQTS in Zusammenhang gebracht (Ohno et al., 2009). Eine Screening Untersuchung in
einer japanischen Population erbrachte missense Mutationen in KCNE3, welche auf
dem N- und C-Termiuns von KCNE3 lokalisiert sind. Das Verhalten dieser KCNE3-
Mutanten in Expressionssystemen legt nahe, dass die ventrikulare Repolarisation durch
eine Beeinflussung des Iks-Stromes beeintrachtigt ist. Eine danische Arbeitsgruppe
konnte zudem kurzlich eine V17M missense Mutation in KCNE3 nachweisen, welche
mit frihzeitig auftretendem lone Atrial Fibrillation in einem Patienten assoziiert war
(Lundby et al., 2008). Eine funktionelle Charakterisierung der Mutation in heterologen
Expressionssystemen zeigte eine erhohte Aktivitdt von Kv4.3-KCNE3 und Kv11.1-
KCNES3, die Uber eine verkirzte Dauer der atrialen Aktionspotentiale eine erhthte
Vulnerabilitdt fur Re-Entry Wavelets und damit ein vermehrt auftretendes
Vorhofllimmern zur Folge haben kénnte. Zudem wurde kurzlich eine Mutation in KCNE3
beschrieben, die mit dem Auftreten des Brugada-Syndroms (BrS) assoziiert war
(Delpon et al., 2008). Vor kurzem wurde zudem eine Studie publiziert, die eine
Beteiligung von KCNE3 in einem signifikanten Schritt in der Pathogenese der
Alzheimer-Erkrankung beschreibt, welche zu einem vermehrten neuronalen Zelltod fihrt
(Pannaccione et al., 2007). Eine Assoziation von Mutationen in KCNE3 und dem
gehauften Auftreten von Alzheimer wurden bislang nicht beschrieben.

KCNE4 wurde erstmalig 2003 beschrieben und das x-chromosomale KCNE5 wurde
1999 kloniert (Piccini et al., 1999 und Teng et al., 2003). Beide [3-Untereinheiten sind in
Herz- und Skelettmuskel, im Gehirn, im Innenohr und in der Plazenta exprimiert.

KCNE4 wurde aul3erdem in der Niere, in der Leber und in der Lunge detektiert (Warth



et al., 2002). Trotz der relativ weiten Verbreitung im Korper ist ihre Bedeutung noch
weitgehend ungeklart. Beide [-Untereinheiten konnen zudem heteromere Kv-
Kanalkomplexe mit KCNQ21 bilden. Es wird dariber spekuliert, dass sie hierdurch
zusammen mit anderen KCNE-Untereinheiten den kardialen Igxs-Strom im Herzen
modulieren (Lundquist et al., 2005 und Bendahhou et al., 2005).

KCNE4 und Kv1.3 sind in Leukozyten exprimiert und in der letzten Zeit verdichten sich
Hinweise, dass sie hier einen heteromeren Kv-Kanal bilden. Man nimmt an, dass dieser
Kanalkomplex bei dem fine-tuning der Immunantwort eine Rolle zu spielen scheint (Sole
et al., 2010).

Mutationen in KCNES5 wurden kuirzlich mit nicht-familiarem Vorhoffimmern in
Zusammenhang gebracht (Ravn et al., 2008). Zudem wurde eine Assoziation zum
LQTS postuliert (Hofman-Bang et al., 2004). Auch hier sind die molekularen

Mechanismen, welche zum Auftreten dieser Krankheiten fihren, nicht bekannt.

1.3  Fragestellung

KCNE2 und KCNE3 wurden erstmalig in den spaten 1990er Jahren entdeckt und
ursprunglich als Arrhythmie-Gene bei Patienten mit LQTS (Abbott et al., 1999) und
periodischer Paralyse (Abbott et al., 2001) beschrieben. Abgesehen von ihrer
Expression in Herzmuskelgewebe wurde ihr Vorkommen auch in anderen Geweben in
Saugetierorganismen beschrieben (Warth et al., 2002). Sie erhielten in den letzten
Jahren ein gesteigertes Interesse von Wissenschaftlern und Klinikern, da eine
steigende Anzahl von Publikationen veréffentlicht wurde, die eine Assoziation von
Mutationen in KCNE2 und KCNE3 mit weiteren Krankheitsbilder wie z.B. Epilepsie,
Brugada Syndrom, Vorhofflimmern, frihzeitiger Myokardinfarkt, Schizophrenie und
Adenokarzinom des Magens beschreiben (Yang et al.,, 2004, Yanglin et al., 2007,
Kathiresan et al., 2009, Heron et al., 2009 Pannaccione et al., 2007 und Tam et al.,
2010). Auf die molekularen Mechanismen, wie KCNE2- oder KCNE3-Mutationen zu
diesen Krankheiten flihren, wurde in diesen Arbeiten jedoch nicht eingegangen. Um die
molekulare Pathophysiologie von KCNE assoziierten Krankheiten daher besser
verstehen zu konnen, haben wir KCNE2” und KCNE3” Mause generiert und die

unterschiedlichen Phanotypen  dieser = Knockoutmduse in  verschiedenen
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Organsystemen nédher untersucht. Die Ergebnisse sind in den folgenden Abschnitten

zusammenfassend aufgefihrt.
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2. Eigene Arbeiten

2.1 KCNE?2 ist essentiell fir die Salzsauresekretion des Mage  ns

Die Salzsauresekretion des Magens erfolgt in einem spezialisierten Zelltyp der
Magenschleimhaut — der Parietalzelle (PC). Sie beruht im Wesentlichen auf einem
Zusammenwirken von lonentransportmechanismen. Eine Schlusselrolle bei der
Sauresekretion nimmt die Protonenpumpe (H*-K* - ATPase) in der luminalen Membran
der PC ein. Die H'-K'-ATPase bewirkt den elektroneutralen Austausch von
intrazellularen Protonen gegen extrazellulare K'-lonen und erzeugt so den
transepithelialen Protonengradienten. Um die Aktivitat der Protonenpumpe
aufrechterhalten zu kdnnen, findet an der apikalen PC Membran eine Rezirkulation von
K*-lonen statt. Diesem K- Rezirkulationssprozess kommt somit eine essentielle Rolle
bei der Magensauresekretion zu, da diese bei fehlender apikaler K*-Rezirkulation zum
Erliegen kommt. Sie erfolgt durch apikale Kaliumkanéale. Wegen der enormen klinischen
und therapeutischen Relevanz der molekularen Identifizierung dieses apikalen K-
Rezirkulationsweges wurden in der jungsten Vergangenheit eine Vielzahl von Studien
publiziert, die verschiedene Kandidatengene fiir einen solchen apikalen K*-Kanal
beschreiben (Malinowska et al., 2004, Lee et al., 2000, Zaritzky et al., 2001 und Fujita
et al., 2002). Fur einen dieser Kaliumkanale, dem KCNQ1-Kanal, existiert auch eine
genetische Evidenz, da gezeigt werden konnte, dass KCNQ1”-Mause unter einem
kompletten Verlust der Magensauresekretion leiden (Lee et al., 2000 und Vallon et al.,
2005). Aus heterologen Expressionsstudien ist bekannt, dass KCNQ1-Kanéle
funktionelle Kv-Kanale mit der Kaliumkanal-3-Untereinheit KCNE2 bilden kdnnen.
KCNEZ2 ist ebenfalls in der PC der Magenschleimhaut exprimiert und co-lokalisiert hier
mit KCNQ1 (Grahammer et al., 2001). Unklarheit herrscht jedoch bislang dartiber, ob
heteromere KCNQ1-KCNE2-Kanalkomplexe auch in vivo existieren, ob sie eine
physiologische Relevanz bei der Magensauresekretion besitzen und ob auch KCNE2
fur die Aufrechterhaltung dieses Prozesses essentiell ist. Um diese Fragen zu klaren,
entwickelten wir KCNE2”-Mause und untersuchten deren Magenphanotyp (Roepke et
al., 2006).

KCNE2"-Mause wurden nach Standardmethoden (Nagy et al., 2003) durch homologe

Rekombination in RF8 129/svJae embryonalen Mausestammzellen generiert. Die
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korrekte Ausschaltung von KCNE2 in den KCNE2"-Mé&usen und die Expression von
KCNE2 in der Magenschleimhaut der Wildtyp-Mause wurden anschliel3end durch
Southern Blotting, PCR und Western Blotting nachgewiesen. Die fur die Versuche
verwendeten Mause sind Nachkommen von KCNE2*"-Mausen. Neugeborene KCNE2-
Mause von KCNE2"-Zuchteltern lieRen sich in ihrem auBeren Erscheinungsbild und

+/+

ihrer Entwicklung nicht von gleichaltrigen KCNE2""-Geschwistern unterscheiden.
KCNE2"-Mause zeigten jedoch einen ahnlichen Phanotyp wie der im Jahre 2000
beschriebene Phanotyp der KCNQ1”-Maus mit einer glandularen Hyperplasie der
Magenschleimhaut. Elektronenmikroskopisch zeigte sich eine Aufhebung der typischen
PC-Architektur in den KCNE2"-Mausen charakterisiert durch eine Erweiterung der
intrazellularen Invagination der Zelloberflache (Canaliculi), wahrend die Hauptzellen in
der KCNE2"-Magenschleimhaut elektronenmikroskopisch nicht von den Wildtyp-Zellen
zu unterscheiden waren. Durch in vitro pH-Messungen des Mageninhaltes konnten wir
zeigen, dass die KCNE2-Mause an einer ausgepragten Achlorhydrie leiden
(intraluminalen pH-Wert von 6,5 gegentber pH 3,9 in den Wildtyp-Mausen). Der
intraluminale pH des Magens lieR sich auch durch Stimulation der
Magensaureproduktion mit Histamin nicht weiter anheben. Die Fahigkeit der PCs
Protonen zu sezernieren war in den KCNE2”-Mausen ebenfalls komplett aufgehoben.
KCNE2"-Mause zeigten einen intermediaren Phanotyp mit einer Hypochlorhydrie. Die
KCNE2"-Mause waren zusatzlich durch eine Hypergastrinamie charakterisiert, so dass
wir ausschlie3en konnten, dass es bei der Achlorhydrie nicht um einen sekundaren
Prozess infolge einer gestdrten Gastrin-Produktion und Sekretion handelt. Die Anzahl
der PC in den Drisen der Magenschleimhaut war nicht verdndert und es war eine
vermehrte Expression von KCNQL1 in den PC der KCNE2"-Mé&use nachzuweisen.

13



2.2 KCNE2 & KCNES3 regulieren das KCNQ1- trafficking der Parietalzelle

Der drastische Phanotyp der KCNE2"-Maus war tiberraschend, da die porenbildende
Untereinheit (KCNQ1) eines vermeintlichen apikalen KCNQ1-KCNE2-Kanalkomplexes
weiterhin in der Magenschleimhaut der KCNE2"-Tiere exprimiert und zudem in seiner
Expression gesteigert war (Roepke et al., 2006). Dartber hinaus zeigen Strom-
Spannungs-Analysen aus patch-clamp-Experimenten, dass heteromere KCNE2-
KCNQ1-Kanéle bei einem Membranpotential von -20 bis -40 mV (dies ist das
Membranpotential von PC, Okada et al., 1984) signifikant mehr Kalium-Auswartsstrom
leiten als homomere KCNQ1-Kanale (Tinel et al., 2000). Diese Diskrepanz veranlasste
uns, die Pathophysiologie der Achlorhydrie in unseren KCNE2'-Mausen in einer
weiteren Studie genauer zu untersuchen (Roepke et al., 2011).

KCNE-Untereinheiten waren zuletzt mit Kv-Kanal-trafficking in Zusammenhang
gebracht worden (Jespersen et al., 2004). Wir konzentrierten uns daher zunachst
darauf, die subzellulare Distribution des KCNQ1-Kanals in unseren KCNE2"- und
KCNE2"*-Mausen genauer zu untersuchen. Mittels immunhistochemischer
Experimente konnten wir nachweisen, dass in den KCNE2"-Mausen ein Defekt im
KCNQJ1-trafficking vorliegt. Im Gegensatz zu den Wildtyp-Méausen ist die KCNQ1-a-
Untereinheit an der basolateralen Membran der PC exprimiert — einem subzellularen
Kompartiment, von dem aus der Kanal eine adaquate Versorgung der apikalen H*-K"-
ATPase zur Aufrechterhaltung der Magensauresekretion nicht mehr gewéhrleisten
kann. Interessanterweise ist neben KCNE2 auch KCNE3 in Parietalzellen des Magens
exprimiert (Heitzmann et al., 2004). Wie KCNE2 bildet auch KCNE3 heteromere
Kanalkomplexe mit KCNQ1. Heteromere KCNE3-KCNQ1-Kanalkomplexe konnten zum
Beispiel in den Kryptzellen des Colon gefunden werden — allerdings sind sie dort an der
basolateralen Membran zu finden (Schroeder et al., 2000).

Um nun zu klaren, ob es sich bei dem KCNQ1-trafficking-Defekt in den KCNE2"-
Mausen um einen passiven Effekt (in Abwesenheit der akzessorischen Kv-Kanal-
Untereinheit KCNE2) oder um einen aktiven Prozess (,EntfiUhrung“ der KCNQ1-a-

Untereinheit durch eine andere KCNE-Untereinheit) handelt, wurden weitere
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Experimente durchgefuhrt. Durch RT-PCR und Western Blotting konnten wir zeigen,
dass die Deletion von KCNE2 zu einer selektiven, statistisch signifikanten
Hochregulierung von KCNE3 fuhrt. Zusatzlich konnten wir mittels Co-
Immunolokalisations- und Co-Immunoprazipitations-Analysen nachweisen, dass sich in
Abwesenheit von KCNE2 vermehrt KCNQ1-KCNE3-Kanalkomplexe an der
basolateralen Membran der Parietalzellen bilden — ahnlich wie in der basolateralen

+/+

Membran der Kryptzellen des Colons von KCNE2""-Mausen. Diese Experimente
deuteten eher auf eine aktive Rolle des KCNE3 beim trafficking von KCNQ1 zur
basolateralen Membran der Parietalzelle hin, obwohl es weiterhin moéglich erscheint,
dass KCNQ1 auch ohne KCNE3 in Abwesenheit von KCNE2 zur basolateralen
Membran gelangt. Um diese Moglichkeit auszuraumen, generierten wir KCNE3"-Méause
(bzw. KCNE3") und kreuzten diese mit KCNE2"-Mausen (bzw. KCNE2"), um
KCNEB"‘-KCNE2"'-Doppel-Knockoutméuse zu zichten. Immunolokalisationstudien in
diesen KCNE3"-KCNE2"-Doppel-Knockoutméusen zeigten eine erneute apikale
Expression von KCNQ1 wie in den KCNE2"*-Mé&usen. Eine apikale Lokalisation von
KCNQ1 fand sich ebenfalls in KCNE2**-KCNE3"-Mausen. Es stellt sich daher die
Frage, ob eine erneute apikale Lokalisation von KCNQ1 auch mit einer Restitutio der
Magensaureproduktion der PC verbunden ist und/oder die zusatzliche Elimination von
KCNES3 einen Effekt auf die Proliferation der Magenschleimhaut hat. Wir untersuchten
daher im Folgenden die unterschiedlichen Genotypen auf ihre Funktionalitat (pH des
Magenlumens und Magenschleimhauthypertrophie). Hier zeigte sich eine 2-fach
groRere, massive Hypertrophie der Magenschleimhaut in 3 Monate alten KCNE3™-
KCNE2"-Doppel-Knockoutmausen im Vergleich zu gleichaltrigen KCNE2"-KCNE3**-
Mausen. In quantitativen pH-Messungen des Mageninhaltes der Mause zeigte sich,
dass KCNE2"-KCNE3"-Mause einen signifikant niedrigerer pH im Magenlumen nach
Stimulation mit Histamin aufwiesen, als KCNE2"-KCNE3"*-Mause - dies obwohl
KCNES3 keinen Effekt auf den intraluminalen Magen pH in KCNE2"-Mausen hatte.
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2.3  Deletion von KCNEZ2 verursacht Gastritis Cystica Profunda

Das Adenokarzinom des Magens ist mit einer hohen Morbiditat und Mortalitéat assoziiert
und ist die zweithdufigste Krebstodesursache weltweit (Goldenring et al., 2006). Die
Kanzerogenese des Magens durchlauft mehrere Phasen, die von oxyntischer Atrophie
Uber Ulkus-Formation und Hypo- bis Achlorhydrie zur foveolaren Hyperplasie und
Mukuszellmetaplasie fiihrt (Goldenring et al., 2006). In den letzten Jahrzehnten wurden
grof3e Fortschritte bei der Diagnostik und der Therapie des Magenkarzinoms erzielt.
Weniger gut erforscht sind jedoch die molekularen Mechanismen der Kanzerogenese
des Magenkarzinoms. Unbekannt sind auch die molekularen Umbauvorgange, welche
pramaligne Neoplasien des Magens in aggressive, invasiv-wachsende Tumore
transformieren lasst. Insbesondere ist die Rolle von Kv-Kanéalen bei diesen Prozessen
nahezu vollends unverstanden.

Wie in Kapitel 2.1 bereits ausgefihrt, wird die Azidifizierung des Magenlumens durch
die Aktivitat der apikalen H*-K*-ATPase der PC erreicht. Um eine fortlaufende Sekretion
der Salzsaure durch die H*-K'™-ATPase zu gewahrleisten, miussen die in die PC
aufgenommenen K*-lonen durch einen apikalen K'-Kanal wieder nach extrazellular
transportiert werden. Hierfir ist der heteromere KCNQ1-KCNEZ2-Kanal-Komplex
verantwortlich (siehe Kapitel 2.1). In einer kurzlich publizierten Studie konnte gezeigt
werden, dass die KCNE2-Expression in humanem Magenkarzinomgewebe und in
Magenkarzinom-Zelllinien signifikant herunterreguliert ist (Yanglin et al., 2007). Dartber
hinaus konnte nachgewiesen werden, dass eine forcierte Uberexpression von KCNE2
das Wachstum von humanen Magenkarzinomzellkulturen und Magenkarzinomgewebe
in Nacktmausen unterdriickt. Diese kurzlich erhobenen Ergebnisse suggerieren, dass
KCNE2 eine Rolle bei der Entstehung von Magenkrebs spielen kénnte. In einer
weiteren Studie untersuchten wir daher die Magenpathologie der KCNE2"-Maus
erneut, diesmal jedoch in alteren Mausen (1 Jahr und &lter) mit der Fragestellung, ob
die KCNE2-Deletion zu Neoplasien des Magens fuhrt (Roepke et al., 2010).

Altere KCNE2"-Mause (12-15 Monate alt) entwickeln im Gegensatz zu 3-6 Monate

alten KCNE2"-Mausen eine vollkommen neue Pathologie: Gastritis Cystica Profunda
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(GCP). Diese ist charakterisiert durch eine Herniation von neoplastischer,
hypertrophierter Magenmukosa in die Submukosa und Muskularis des Magens. Eine
GCP zeigte sich in 11 von 11 untersuchten alteren KCNE2"-Mausen. Zudem waren
vereinzelt Polypen im Pylorus der KCNE27-Mé&use zu sehen, die sich bis ins Duodenum
erstreckten, und in einigen Tieren lie3 sich eine neoplastische Invasion ektoper
Magenmukosa in dinnwandige GefalRe der Submukosa feststellen. Ferner konnten wir
ein 6-fach erhdhtes Magengewicht der alteren KCNE27-Mause im Vergleich zu ihren
Wildtyp-Geschwistern  messen. Immunohistochemisch  lieBen sich  vermehrt
Proliferations- und Dedifferenzierungsmarker wie Ki-67, Cyclin D1, TFF-2 und
Cytokeratin-7 in den hypertrophierten, neoplastischen Magen der alteren KCNE2"-
Méause nachweisen. Zudem zeigte die Analyse von humanem Magenadenokarzinom-
gewebe eine deutlich reduzierte Expression von KCNE2, so dass zusammenfassend
eine KCNE2-Herabregulierung oder die genetische Ausschaltung von KCNE2 als
Risikofaktor fir das Entstehen einer neoplastischen Magenschleimhaut angesehen

werden muss.
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2.4  Deletion von KCNEZ2 fiihrt zu einer verlangerten Myokardrepolarisation

Mutationen in KCNE2 sind assoziiert mit dem angeborenen und dem erworbenen Long
QT Syndrom (Abbott et al., 1999 und Sesti et al., 2000). KCNE2 zeichnet sich durch
eine hohe Kv-a-Untereinheiten-Promiskuitat aus. Es gibt eine Vielzahl von Arbeiten, die
eine funktionelle Interaktion von KCNE2 mit verschiedenen Kv-a-Untereinheiten in vitro
beschrieben haben (McCrossan et al., 2003). Darunter finden sich die Kv-a-
Untereinheiten hERG, KCNQ1-3, Kv3.1, Kv3.2, Kv4.2, Kv4.3 und HCN. Ein Problem
dieser Arbeiten ist jedoch der fehlende Nachweis eines nativen KCNE2-spezifischen
Kaliumstromes in ventrikularem Herzmuskelgewebe. In den letzten Jahren wurde daher
eine intensive Debatte ber die Rolle von KCNE2 in der myokardialen Repolarisation
gefuhrt. Anhand unseres KCNE2"-Modells untersuchten wir daher die Funktion von
KCNE2 bei der ventrikularen Repolarisation (ROEPKE et al., 2008).

Zuerst stellten wir mittels Echokardiographie, Licht- und Elektronenmikroskopie die
Intaktheit der Myokardmorphologie und -funktion sicher, da in der Vergangenheit
mehrfach Verdanderungen in der Morphologie von Herzmuskelgewebe nach genetischer
Manipulation von Kv-Kanalen beschrieben wurden (Nerbonne et al., 2001). In den von
uns untersuchten 3-6 Monaten alten KCNE2"-Mause zeigten sich echokardiographisch,
licht- und elektronenmikrokopisch keine signifikanten Unterschiede gegentber dem

+/+

Myokard von gleichaltrigen KCNE2""-Mausen. Mittels Western Blotting etablierten wir
im n&chsten Schritt die Expression von KCNEZ2 in ventrikularem Herzmuskelgewebe der
Maus. Elektromapping-Studien in isolierten Herzen zeigten eine verlangerte
Aktionspotentialdauer (APD) in den KCNE2"-Mausen im Vergleich zu KCNE2"*-
Mausen. Diese Verlangerung der APD scheint durch einen verminderten Kv-
Auswartsstrom hervorgerufen zu sein. Mittels zellularer Elektrophysiologie (patch-
clamp) in isolierten ventrikularen Kardiomyozyten konnten wir zeigen, dass die
Verlangerung der APD durch eine signifikante Reduzierung des Repolarisationsstromes
lksiows (durch Kvl.5-Kanale generiert) und Il (durch Kv4.2-Kanale generiert)
hervorgerufen wird. Co-Immunprazipitationsstudien zeigten, dass KCNE2 sowohl mit

Kvl.5- als auch Kv4.2-Kanélen eine physikalische Verbindung eingeht, wohingegen
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sich  KCNE2 nicht mit Kv4.3 und Kv1l.4 co-immunoprazipitieren liel3.
Immunohistochemische Untersuchungen mit Antikdrpern gegen Kv1.5 konnten zeigten,
dass die KCNE2-Deletion das physiologische trafficking der Kv1.5-Untereinheit an den
Discus Intercalaris der ventrikularen Herzmuskelzelle verhindert. Das baseline-EKG der
KCNE2"-Mause war zunachst unter einer Narkose mit Isofluran nicht von dem der
KCNE2"*-Mause zu unterscheiden. Als die Mause jedoch eine Anasthesie mit dem
Volatil-Anasthetikum Sevofluran erhielten, welches einen repolarisations-verlangernden
Effekt besitzt (durch Hemmung von Kv4.2-Kanélen), demaskierte sich eine signifikante
Verlangerung des QTcIntervalls in den KCNE2”-Mausen gegeniiber KCNE2*-

Mausen.
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2.5 KCNE2 ist essentiell fur die Biosynthese von Schilddriise nhormonen

Vor Uber einer Dekade wurde die Expression der Kv-a-Untereinheit KCNQ1 in
humanem Schilddrisengewebe nachgewiesen — eine weitere funktionelle Analyse
dieses Kv-Kanals in der Schilddrise erfolgte jedoch nicht (Yang et al., 1997). Basierend
auf unseren Ergebnissen aus den Studien zu KCNE2-KCNQ1-Kanalen in den
polarisierten Epithelien der Magenschleimhaut untersuchten wir im Folgenden die Rolle
von KCNE2-KCNQ1-Kanélen im polarisierten Epithel der Schilddriise anhand des
KCNE2"-Maus-Modells (Roepke et al., 2009).

Im Gegensatz zur Magenschleimhaut, in der der KCNE2-KCNQ1-Kanalkomplex an der
apikalen Membran der PC lokalisiert ist, finden sich KCNE2-KCNQ1-Kanéle in der
Schilddrise an der basolateralen Membran der Thyreozyten. Wir konnten zeigen, dass
die beiden Kaliumkanal-Untereinheiten sowohl in der Schilddrise der Maus als auch in
humanem Schilddrisengewebe von Patienten mit Morbus-Basedow im basolateralen
Kompartiment der follikularen Schilddrisenepithelzellen exprimiert sind und dort co-
lokalisieren. Zusétzlich gelang es uns einen TSH-stimulierten, konstitutiv aktiven
Kalium-leak-Kanal bestehend aus KCNQ1 und KCNE2 in der Schilddrisen-Zelllinie
FRTL-5 nachzuweisen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten eine Abflachung
des Schilddrisenepithels in KCNE2"-Mausen und die Verminderung der Anzahl der
Mikrovilli an der Oberflache der Thyreozyten in den KCNE2"-Méausen.

Wie in Kapitel 2.1 erwahnt, sind neugeborene KCNE2”-Mause von KCNE2"-
Zuchteltern in ihrem auReren Erscheinungsbild und ihrer Entwicklung von KCNE2**-
Geschwistern nicht zu unterscheiden. Wenn man jedoch KCNE2"-Mé&use miteinander
verpaart, um reine homozygote Wiirfe von KCNE2"-Mausen zu generieren, dndert sich
der Phanotyp dieser Neugeborenen drastisch. KCNE2"-Nachkommen von KCNE2"-
Muttern zeichnen sich durch einen manifesten klinischen Hypothyreoidismus mit
Hyposomie, Alopezie, Struma, 50%ige embryonale Letalitat und kardiale Pathologien in
Form von ventrikularer Hypertrophie mit myokardialer Fibrose und Herzinsuffizienz aus.
Entsprechend dem klinischen Bild des Hypothyreoidismus waren die Serum-
konzentrationen des freien Thyroxin signifikant erniedrigt in den neugeborenen KCNEZ2"

F.Mausen von KCNE2"-Miittern, korrespondierend zeigte sich ebenfalls eine signifikant
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hohere Serumkonzentration von TSH in diesen Tieren. Mittels nuklearmedizinischer
Untersuchungen (microPET) mit radioaktiv markiertem Jod konnten wir eine signifikant
verminderte Akkumulation von 2% in Schilddriisengewebe von KCNE2"-Neugeborenen
und KCNE2"-Mittern nachweisen. In den microPET-Untersuchungen zeigte sich
ebenfalls, dass sowohl der Genotyp der Mutter als auch der Genotyp der
Neugeborenen Determinanten fur das Entstehen eines Schilddriisenhormon-
synthesedefektes mit konsekutiver Hypothyreose sind.

Um zu dberprifen ob die oben genannten Symptome tatsachlich durch eine
Schilddriisenunterfunktion hervorgerufen wurden, substituierten wir sowohl die
Neugeborenen KCNE2".Mause von homozygoten KCNE2”-Miittern als auch die
alteren KCNE2"-Mause von KCNE2"-Mttern mit Schilddriisenhormonen (T3 und T4).
Hierdurch normalisierte sich das Kérpergewicht der Neugeborenen und der Haarwuchs
kehrte bei den Neugeborenen und bei den alteren KCNE2"-Mausen zuriick. Ahnliche
Ergebnisse lieBen sich mit Leihmutter-Experimenten erzielen, wenn Neugeborene
KCNE2"-Mause durch KCNE2"*-Miitter groRgezogen wurden. Zudem zeigten sich in
diesen Experimenten echokardiographisch ein Rickgang der Herzhypertrophie und
eine Erholung der Pumpfunktion des Myokards gemessen an einer Zunahme des
Fractional Shortening. Umgekehrt lieBen sich Herzhypertrophie mit Herzinsuffizienz,
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Alopezie und Hyposomie in KCNE2""-Mausen induzieren, wenn diese durch KCNE2"-

Mutter grol3gezogen wurden.
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3. Diskussion

Die Rolle von Kaliumkandlen bei der Produktion der Magensaure ist bislang
unzureichend verstanden. Das zentrale Element der Salzs&ureproduktion des Magens
ist die Protonenpumpe (H*-K*-ATPase), die im Austausch gegen ein H*-lon ein K*-lon
in die Parietalzelle aufnimmt. Die H*-K*-ATPase funktioniert jedoch nur dann, wenn von
der luminalen Magenseite genligend Kalium Uber die apikale Membran wieder in die
Zelle aufgenommen werden kann. Dieser Prozess wird durch Kaliumkanale in der
apikalen Membran der Parietalzelle gesteuert. Eine Reihe von Kaliumkanélen wurde
fur die Rezirkulation von Kaliumionen Uber die apikale Parietalzellenmembran
verantwortlich gemacht (Geibel et al., 2005). Friihere Arbeiten konnten die genetische
Evidenz erbringen, dass der spannungsabhéngige Kaliumkanal KCNQZ1 fur den Kalium-
recycling-Mechanismus an der apikalen PC-Membran von besonderer Wichtigkeit ist,
weil KCNQ1"-Mause an einem kompletten Verlust der Magensaureproduktion leiden
(Lee et al., 2000 und Vallon et al., 2005). In einer Serie von weiteren Studien konnten
jedoch auch verschiedene andere Kaliumkandle identifiziert werden, die ebenfalls fir
diesen pathway verantwortlich schienen (Waldegger et al., 2003). Insbesondere wurde
die Expression von Inward rectifier-Kaliumkanalen in der Magenmukosa beschrieben.
Kir2.1 zum Beispiel co-lokalisiert mit der H'-K*-ATPase in der PC der
Magenschleimhaut und Kir2.1-Kanédle reagieren mit einer Zunahme der
Kaliumstromamplitude, wenn diese mit niedrigem pH und Protein Kinase A stimuliert
werden (Malinowska et al., 2004). Ebenso sind Kir4.1, Kir4.2 und Kir7.1 an der apikalen
Membran von Parietalzellen der Magenschleimhaut zu finden (Fujita et al., 2002).
Zudem blockiert der Einsatz von Ba**-lonen die Protonsekretion der PC in in vitro-
Experimenten. Ba®*-lonen sind potente Inhibitoren vor allem fiir inward rectifier-Kanale
(Fujita et al., 2002). Eine genetische Evidenz an Hand von Knockoutmausen dieser
verschiedenen Kaliumkanale gibt es bislang jedoch nicht. Obwohl die genetische
Elimination von KCNQ1 und KCNE2 nahezu zu einem kompletten Ausfall der
Magensauresekretion fuhrt, kann nicht vollstandig ausschlossen werden, dass auch die

Inward rectifier oder andere Kaliumkanale eine Rolle bei der Sauresekretion spielen.
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Ein Séauredefekt fir Kir2.1"-Mause ist bislang nicht beschrieben; Kir2.1"-Mause

entwickeln jedoch kurz nach der Geburt eine Palatoschisis (Zaritzky et al., 2001).

Die essentielle Rolle von KCNE2 bei Sauresekretion des Magens der Maus legt nahe,
dass auch Genvarianten von KCNE2 mit einer Hypochlorhydrie oder Achlorhydrie
assoziiert sein kdnnten. Insbesondere da unsere Daten einen Gen-Dosis Effekt bei der
Magensauresekretion zeigen und KCNE2"-Mé&use einen intermedidren Phanotyp
aufweisen. So konnten zum Beispiel Patienten mit heterozygoten KCNEZ2-
Genvarianten, die an LQTS leiden, ebenfalls auch einen Defekt der Saureproduktion
des Magens erleiden. Berichte Uber Dysfunktion der Magensaureproduktion sind
bislang jedoch bei Patienten mit KCNE2 oder KCNQ1 assoziiertem LQTS nicht
beschrieben worden. Diesbezlglich wurden allerdings auch noch keine konkreten
Studien durchgefihrt. Des Weiteren kdnnte ein Speziesunterschied zwischen Maus und
Mensch vorliegen und der KCNQ1-KCNE2-Kv-Kanal im humanen System eine
untergeordnete Rolle spielen.

Da die Pharmakologie von heteromeren KCNQ1-KCNE2-Kaliumkanalen grundsétzlich
anders ist als die Pharmakologie von homomeren KCNQ1 oder heteromeren KCNQ1-
KCNE1l- oder KCNQ1-KCNE3-Kanalen, waren spezifische Inhibitoren fir KCNQ1-
KCNE2-Kaliumkanalkomplexe fur hypersekretorische Syndrome wie GERD oder
Magenulcera eine weitere Therapieoption. Unerwinschte Nebenwirkungen, wie zum
Beispiel die Suppression des myokardialen Repolarisationsstromes Ixs, kdnnten so
vermieden werden.

Unerwarteterweise resultierte die Deletion von KCNE2 in der Form eines
kompensatorischen Remodelling, in der KCNQ1, der Kv-a-Partner, signifikant
hochreguliert war. Dieses Remodelling ist jedoch nicht suffizient genug um eine
ausreichende Saureproduktion der Parietalzelle aufrecht zu erhalten. Dies untermauert
die Notwendigkeit der Anwesenheit von KCNE2 bei der Magensaureproduktion weiter.
Vermutlich ist die Konversion von KCNQ1l durch KCNE2 in einen spannungs-
unabhangigen Kalium-leak-Kanal, der auf diese Weise einen Kkontinuierlichen
Nachschub an Kaliumionen tber die apikale PC Membran liefert, notwendig (siehe auch
Abbildung 2). Der komplette Verlust der Magensaureproduktion der KCNE2"-Maus

scheint jedoch weiterhin tberraschend und wirft bei genauerer Betrachtung auch vor
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dem Hintergrund der Formation eines spannungsunabhangigen, heteromeren KCNE2-
KCNQ1-Kv-Kanalkomplexes an der apikalen PC Membran weitere Fragen bezuglich
des genauen Mechanismus des Verlustes der Magensaureproduktion auf. Wie
Abbildung 2 verdeutlicht, haben homomere KCNQ1-Kanéle eine wesentlich hohere
Kaliumstromamplitude bei einer Membranspannung im Bereich von -40 bis -20 mV als
heteromere KCNE2-KCNQ1-Kv-Kanéle, wenn diese in heterologen Expressions-
systemen studiert werden (Tinel et al., 2000). Es scheint daher unwahrscheinlich, dass
homomere KCNQ1-Kanalkomplexe an der apikalen Membran der Parietalzelle in
KCNE2"-Mausen nicht in der Lage waren, einen ausreichenden Kaliumstrom zu
generieren, um die Funktion der H*-K*-ATPase aufrecht zu erhalten — zumal KCNQ1-
Kanale in ihrer Expression in den KCNE2"-Magen deutlich vermehrt sind. Es sei denn,
KCNQ1 bendtige tatsédchlich KCNE2 im sauren Magenmilieu, da homomere KCNQ1-
Kanale durch niedrigen pH partiell inhibiert werden und heteromere KCNQ1-KCNE2-
Kaliumkanéale bei pH 3 der extrazellularen Flissigkeit immer noch Strom leiten kénnen
(Heitzmann et al., 2004).

Wie kann es also nun zur Ausbildung eines solch drastischen Phanotyps kommen?
Eine Antwort auf diese Frage lieferte unsere Folgestudie (Roepke et al., 2011). In den
KCNE2"-Mausen zeigte sich (berraschenderweise eine streng basolaterale
Lokalisation der KCNQ1-Kanéle in den Parietalzellen. Zuséatzlich zeigte sich eine
vermehrte Formation von heteromeren KCNE3-KCNQ1-Kaliumkanalen an der
basolateralen Membran der PC in KCNE2"-Mausen. Die Studie beschreibt daher
insgesamt 2 neue Aspekte in der KCNE assoziierten Kv-Kanal-Physiologie: Zum einen
wird mit dieser Arbeit erstmalig die Entdeckung der Eigenschaft einer KCNE-
Untereinheit beschrieben, als eine trafficking-Hilfsuntereinheit fir Kv-Kandle in vivo zu
dienen. Zum anderen beschreiben wir hier erstmalig das Auftreten eines KCNE-
Remodelling in einem KCNE-Knockoutmausmodell und seine funktionellen
Konsequenzen in vivo. Wir konnten somit erstmalig zeigen, dass die Deletion von
KCNEZ2 in einer pathologischen basolateralen Lokalisation der KCNQ1-a-Untereinheit
resultiert und dass KCNE3 fir eine Umleitung des KCNQ11-a-Komplexes an die
basolaterale Membran notwendig ist. Unsere Daten stehen in Kontrast zu einer kirzlich
publizierten Studie Uber KCNQ21-trafficking in MDCK (Madin-Darby-Canine-Kidney)
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Zellen (Jespersen et al., 2004). In dieser Studie konnte eine ausschlie3lich basolaterale
Lokalisation von KCNQ1 nachgewiesen werden, unabhangig davon, mit welcher KCNE-
Untereinheit (KCNE1-5) der KCNQ1-Kv-Kanal dort co-exprimiert wurde.
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Abbildung 2. Vergleich der biophysikalischen Eigens chaften von homomeren KCNQ1 versus
heteromere KCNQ1-KCNE2-Kv-Kandle in COS-7 Zellen. E s zeigt sich eine signifikant héhere
Stromdichte von homomeren KCNQ1 Kanalen im Vergleic h zu heteromeren KCNE2-KCNQ1-
Kanalen u.a. im Spannungsbereich der Zellmembran vo  n -40 bis -20 mV, welches ungeféahr dem
Membranpotential der Parietalzelle entspricht (Tine | et al., 2000).

Zudem konnte unsere Arbeitsgruppe vor kurzem nachweisen, dass KCNE2-KCNQ1
heteromere Kv-Kanal-Komplexe an der basolateralen Schilddriisenmembran bilden
(Roepke et al., 2009). Noch mehr Verwirrung bzgl. KCNE-abhangigem KCNQ1-
trafficking liefert eine jungere Studie, in der KCNE3 nicht notwendig fur die basolaterale
Lokalisation von KCNQL1 in den Kryptzellen des Colons zu sein scheint (Preston et al.,
2010). Die oben genannten Studien illustrieren, dass das KCNQ1-trafficking in

polarisierten Epithelien eindeutig zelltypspezifisch ist. Dieser Zusammenhang ist
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wahrscheinlich damit begriindet, dass unterschiedliche Epithelien eine unterschiedliche
Expression von Proteinen wie zum Beispiel dem plB, einem AP-1-Clathrin-Adaptor-
Komplex besitzen, die das trafficking von bestimmten Proteinen in diesen polarisierten
Zellen dirigieren (Matter et al., 1992, Odorizzi et al., 1996 und Duffield et al., 2004).

Die hier erhobenen Daten betonen nicht nur die Notwendigkeit einer apikalen
Lokalisation des KCNQ1-Kanalkomplexes an der PC Membran, sondern auch die
notwendige Assoziation mit KCNE2, um eine vollstandige Funktionalitdt zu erreichen.
KCNQ1-KCNE3-Kanéle sind zum Beispiel Saure-insensitiv und wie KCNQ1-KCNE2-
Kanalkomplexe konstitutiv aktiv. Man wirde also vermuten, dass heteromere KCNQ1-
KCNE3-Kanéle ebenfalls einen Kalium-recycling-pathway bilden kdnnten und so die
Sauresekretion des Magens in KCNE2"-Mausen aufrechterhalten kénnten. Dies gelingt
jedoch nicht, da sie vom basolateralen Kompartiment diese Eigenschaften nicht erfillen
konnen, obwohl sie in KCNE2"-Mausen die Magensauresekretion partiell
wiederherstellen konnten. In gleicher Weise konnte allerdings auch die apikale Re-
Lokalisation von homomeren KCNQ1-Kandlen in KCNE27-KCNE3"-Mausen keine
Wiederherstellung der Magenséauresekretion erbringen. Wir vermuten, dass dies in
erster Linie daran liegt, dass homomere KCNQ1-Kanale spannungsabhangig sind und
zudem bei niedrigem pH inhibiert werden. Weitere Studien sind notwendig
(Proteomics/KCNE2"'-KCNE3"'-Doppel-Knockoutméuse) um zu klaren, ob zusatzliche
Untereinheiten apikales und/oder basolaterales trafficking des KCNQ1-Komplexes
determinieren.

Der zugrunde liegende Mechanismus der basolateralen Expression heteromerer
KCNQ1-KCNE3-Kaliumkanale ist wahrscheinlich KCNE3- und PC-abhangig. Unsere
Co-IP Daten suggerieren, dass sich zu einem kleinen Teil bereits KCNQ1-KCNES3-
Komplexe in den KCNE2"*-Mausen bilden, welche auRerhalb der PC in 2 weiteren
Zelltypen der Magenmukosa vorkommen (Belegzellen und Hauptzellen). Diese Zellen
sind nicht in der Mitte der Magendrusen lokalisiert und besitzen keine Expression der
H*-K'-ATPase und KCNE2. Alternativ konnten KCNQ1-KCNE3-Komplexe auch in
relativ geringer Konzentration in Wildtyp-PC vorhanden sein. Weitere Studien sind
zwingend notwendig, um zu klaren welche Funktion ein mutmaflicher KCNQ1-KCNE3-
Komplex in PC besitzt oder ob es sich um gemischte KCNQ1-KCNE2-KCNES3-
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Komplexe handelt. Diese Art von dreiteiligem Kaliumkanal wurde zuvor bereits im
Gehirn der Maus beschrieben, hier allerdings zusammengesetzt aus KCNE1, KCNE3
und KCNH3 (Clancy et al., 2009).

Eine vermehrte Formation von heteromeren KCNQ1-KCNE3-Kaliumkanal-Komplexen
an der basolateralen Membran der Parietalzellen des Magens er6ffnet zusatzlich neue
Aspekte fur die Pathophysiologie KCNE2-assoziierter Herzrhythmusstérungen. So
konnte zum Beispiel eine gewisse Kompensation des Kalium-recycling Gber vermehrt
gebildete basolaterale KCNQ1-KCNE3-Kaliumkanale die S&uresekretion zu einem
gewissen Prozentsatz aufrecht erhalten werden. Eine gesteigerte Sekretion von Kalium
in die Blutbahn Uber die basolaterale Membran wirde zudem zu einer latenten bis
manifesten Hyperkaliamie filhren. Uber diesen Mechanismus kénnte auch die Funktion
der myokardialen Kaliumkanéle beeinflusst und damit die Arrhythmogenese geférdert
werden. Experimente, die diese Hypothese priifen sollen, werden zurzeit in unserer
Arbeitsgruppe durchgefinhrt.

Die morphologischen Veranderungen der Magenschleimhaut der KCNE2"-Maus sind
auf die schleimsezernierenden Zellen verteilt. Eine ahnliche Hyperplasie war zuvor in
KCNQ17-Mausen und einem Knockoutmaus-Modell fir die H'/K*-ATPase-f
Untereinheit beschrieben worden (Lee et al., 2000 und Franic et al., 2001). In Letzterem
war die Hyperplasie der Magenschleimhaut bedingt durch eine sekundare
Hypergastrinamie, da H'/K*-ATPase-8"-Gastrin”-Doppel-Knockoutmause eine solche
Hyperplasie nicht entwickelten. Dementsprechend kénnte die Hyperplasie in unseren
Méausen auch durch eine sekundare HypergastrinAmie verursacht sein. Allerdings
wurde in diesem Zusammenhang vor kurzem eine Studie publiziert, die eine
Assoziation von KCNE2 und Hypertrophie, Metaplasie und malignem Wachstum auch
ohne einen Einfluss durch Gastrin beschreibt (Yanglin et al., 2007).

Eine Gastritis Cystica Profunda prasentiert sich beim Menschen typischerweise mit
intermittierenden Magenkrampfen, Blahungen, gastro-intestinaler Obstruktion und/oder
oberer gastro-intestinaler Blutung. Oft ist bei den Patienten ein Zustand nach partieller
Gastrektomie oder Gastrostomie anamnestisch zu erheben (Bechade et al., 2007),
obwohl in einigen Félle keine Assoziation zu einer vorausgegangenen Operation

herzustellen ist (Bechade et al., 2007 und Kurland et al., 2006). Man nimmt an, dass die
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Pathogenese der GCP von einer Verletzung der Muskularis Mukosae des Magens
ausgeht und sich im weiteren Verlauf ektope Magendriisen in der Submukosa,
Muskularis Mukosae und Serosa absiedeln und dort eine chronische
Entzindungsreaktion auslésen. Obwohl die GCP als benigne klinische Entitat
beschrieben wird, wurden einige Falle mit Adenokarzinomen des Magens in Verbindung
gebracht (Mitomi et al., 1998, Park et al., 2001 und Yamashita et al., 2002). GCP kann
auch experimentell in Labortieren hervorgerufen werden. Hier findet sich die GCP meist
nach Infektion mit Helicobacter Sp. und wurde als Vorldufer von intramukosalen
Dysplasien und Neoplasien beschrieben. Es zeigt sich hier auch eine Assoziation mit
der Entwicklung von Magenkarzinomen (Wang et al., 2000). GCP konnte bislang haufig
in der Mongolischen Wistenmaus nachgewiesen werden, wenn diese mit H. pylori
infiziert wurden. In diesem Modell entwickelten die Wistenméuse ebenfalls ein
Adenokarzinom des Magens und eine lymphoide Hyperplasie (Zheng et al., 2004). In
Mausen konnte bislang eine GCP in einem genetischen Modell der TGF beta™-Maus
nachgewiesen werden (Boivin et al., 1996). Hier zeigten sich morphologische
Verdnderungen wie bei der humanen GCP zusammen mit inflammatorischen
Infiltrationen in der umgebenden Mukosa und einer chronischen Vasculitis in der Néhe
des betroffenen Gewebes. In KCNE2"-Mé&usen zeigt sich nun erstmalig eine GCP
unabhangig von primaren inflammatorischen Infiltraten. Wir vermuten daher, dass in
unserem Modell der urséchliche Mechanismus Uber die Ausschaltung von KCNE2
vermittelt ist, da dies zu einem Verlust der Saureproduktion des Magens flhrt (siehe
oben) und somit eine ,funktionelle Atrophie* der PC-Population darstellt. In friher
durchgefihrten Studien, die sich mit intestinaler Metaplasie beschéaftigen, wurde ein
Verlust der PC, eine oxyntische Atrophie, firr die Atiologie der intestinalen Metaplasie
verantwortlich gemacht. Dies wurde als ein wichtiger Faktor in der Pathogenese der
GCP angesehen (Giraud et al., 2007).

Eine oxyntische Atrophie kann experimentell auch ohne das Vorhandensein einer
signifikanten Inflammation durch die Applikation des Neutrophilen Elastase Inhibitors
DMP-777 induziert werden (Ogawa et al., 2006). Dies geschieht durch die Wirkung von
DMP-777 als Protonophor an der Parietalzelle. In Gastrin-Mausen fihrt eine

Behandlung mit DMP-777 schnell zur Ausbildung einer TFF-2 positiven Metaplasie des
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Magens, die auch als SPEM (Spasmolytic Polypeptide Expressing Metaplasia)
bezeichnet wird (Nozaki et al., 2008). SPEM ist insofern auch von klinischer Relevanz,
da eine enge Assoziation von SPEM und humanem Adenokarzinom des Magens
bekannt ist und SPEM in der Mehrzahl der Falle in Biopsien von H. pylori-assoziierten
Gastritisfallen beim Menschen gefunden wird (Schmidt et al., 1999). Das Auftreten von
SPEM in unserem experimentellen KCNE2”-Modell suggeriert jedoch, dass die
Jfunktionelle Atrophie* durch die Deletion von KCNE2 bereits der Trigger fur das
Auftreten der SPEM zu sein scheint - auch ohne das Vorhandensein der klassischen
oxyntischen Atrophie oder einer Infektion mit H. pylori. Ein gro3er Unterschied zwischen
unserer Studie und der von Nozaki et al. ist jedoch, dass die KCNE2"-Mause
hypergastrindmisch sind und nicht Gastrin-depletiert. Ein anderer Unterscheid besteht
darin, dass DMP-777 den tubulovesikularen Protonengradienten zerstort, ohne die
Funktion der H*-K*-ATPase zu beeinflussen, wohingegen die genetische Ausschaltung
von KCNE2 eine Funktionsstérung der apikalen H*-K*-ATPase durch den Ausfall des
luminalen Kaliumsubstrates bewirkt (Roepke et al., 2006 und Nozaki et al., 2008). In
zukinftigen Experimenten wird sich zeigen, ob dieser Mechanismus zu den kritischen
Ereignissen der Induktion einer oxyntischen Atrophie fuhrt, welche in einer SPEM
mundet. Zur Zeit nimmt man an, dass eine SPEM-Induktion aus einem Mangel einer
Sekretion von Regulatoren, die eine normale Regeneration der Magenmukosa
bewirken, resultiert, vor allem durch den Untergang von Parietalzellen. Zu diesen
Faktoren zahlen zum Beispiel TGF-a und sonic hedgehog (Stepan et al. 2005 und
Beauchamp et al., 1989). Zuk{nftig werden Experimente an Parietalzellen der KCNE2-
Maus durchgefihrt, die sich auf die Fragestellung fokussieren, welche Regulatoren die
KCNE2"-PC noch sezernieren kénnen und welche nicht.

Kaliumkanale sind der letzten Zeit als interessante Ziele fur eine anti-proliferative
pharmakologische Krebstherapie beschrieben worden (Conti et al., 2004). Zu diesen
zahlen auch KCNQ1, hERG und Kv2.1, die allesamt als Partner-Untereinheiten von
KCNE2 gelten. Mutationen in KCNQ1 kodnnen durch gestbrtes Imprinting beim
Menschen zum Beckwith-Wiedemann Syndrom (BWS) fihren, welches mit der
Auspragung einer Reihe von benignen und malignen Tumoren assoziiert ist
(Wiedemann et al., 1983, Diaz-Meyer et al., 2003, Fitzpatrick et al., 2002 und Weksberg
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et al., 2001). In Mausen pradisponiert die Deletion von KCNQ1 zu der Entwicklung einer
intestinalen Metaplasie (Lee et al., 2001). Die hERG-Kv-Kanal-a-Untereinheit, welche
zum Beispiel Kv-Kanal-Komplexe mit KCNE2 im menschlichen Ventrikel bildet, ist in
einigen Tumoren Uberexprimiert und wurde, wie auch Kv2.1, als ein Tumor-survival-
Faktor beschrieben (Suzuki et al., 2004, Cherubini et al., 2000, Bianchi et al., 1998 und
Arcangeli et al., 1999).

In einer kirzlich erschienen Studie wurde KCNE2 als ein herunterreguliertes Gen in
humanem Magenkrebsgewebe identifiziert (Yanglin et al., 2007). Zusatzlich zeigte sich,
dass eine experimentelle Hochregulierung von KCNE2 anti-proliferative Effekte auf eine
Magenkrebszelllinie in vitro besitzt. Der hierfur verantwortlich gemachte Mechanismus
fur diesen antiproliferativen Effekt war eine Herunterregulierung des Cyclin D1, welches
eine Verzogerung der Progression des Zellzyklus hervorruft. Einen ahnlichen Effekt auf
den Zellzyklus hat auch der hERG-Inhibitor Cisapride (Shao et al., 2005). Eine erhohte
Expression von Cyclin D1 in menschlichem Krebsgewebe des Magens im Gegensatz
korreliert mit einer besonders schlechten Prognose (Gao et al., 2004). Ein genaueres
Verstandnis der unterschiedlichen Faktoren, welche eine Elevation der Cyclin D1-
Expression bewirkt kdnnte daher zu neuen Therapieoptionen bei Magenkrebs fuhren.
Eine Uberexpression von Cyclin D1 in diesem Zusammenhang scheint auch in anderen
Krebsarten eine Rolle bei der Oncogenese =zu spielen, zum Beispiel bei
Osophaguskarzinom (Jiang et al., 1992), beim ovarialen, endometrischen Adeno-
karzinom (Zhai et al., 2002) und beim Gallenblasenkarzinom (Itoi et al., 2000). In
unserer Studie beschreiben wir ausgedehnte metaplastische Veradnderung der
Magenmukosa, welche durch die genetische Ausschaltung von KCNE2 hervorgerufen
werden. Diese Verdnderungen sind assoziiert mit einer erhdhten nuklearen Cyclin D1
Expression und erinnern an die in vitro Daten der Yanglin-Studie. Jedoch erklart keine
dieser beiden Studien den genauen Mechanismus fur die Cyclin D1 Hochregulierung in
der Magenmukosa hinreichend. Ist dies Folge der metaplastischen Veranderungen der
Mukosa oder gibt es eine direkte Assoziation zwischen KCNE2 und Cyclin D1? Die
Studie von Yanglin liefert eher Argumente fir eine direkte Assoziation zwischen KCNE2
und Cyclin D1, da hier die Veranderungen in isolierten Zellen unabhangig von einer

Achlorhydrie entstehen. Wir denken jedoch, dass die metaplastischen Veranderungen
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eher sekundar zu der ausgepragten Achlorhydrie entstehen und somit dies den
dominanten Effekt in der Entstehung der Metaplasie darstellt, obwohl ein direkter
Zusammenhang in unserer Studie nicht vollkommen ausgeschlossen werden kann.
Interessanterweise ist der Kv-Kanal hERG ebenfalls in Magenkrebsgewebe exprimiert,
in normaler Magenmukosa ist dieser jedoch nicht zu finden (Shao et al., 2005).
Zusatzlich wurde beschrieben, dass der hERG-Kanal-Blocker Cisapride das
Krebswachstum in Magenkrebsgewebe inhibiert, da dieser den Eintritt von Zellen in die
S Phase von der G1 Phase des Zellzyklus verhindert und somit das Auftreten von
Apoptose erhoht (Shao et al., 2005). Da KCNE2 die Stromamplitude des hERG-Kanals
durch eine Reduktion der Leitfahigkeit fr Kaliumionen und eine beschleunigte
Deaktivierung supprimiert, kann man dariber spekulieren, ob der antiproliferative Effekt
der KCNE2-Uberexpression in dem in vitro-Modell durch eine Suppression der hERG-
Stromaplitude und nachgeschalteter vermehrter Apoptose hervorgerufen wurde.
Umgekehrt wirde eine Herunterregulierung von KCNE2 uber eine gesteigerte hERG
Stromaplitude eine Proliferation der Mucosazellen fordern. Weitere Untersuchungen,
um den Einfluss von Kv-Kandalen auf Proliferation zu klaren, sind hier jedoch zwingend
notwendig.

Auch wenn in den letzten Jahren grof3e Fortschritte bezlglich der Identifizierung der
molekularen Identitat der unterschiedlichen Kv-Kanal-a-Untereinheiten bei der
ventrikularen Repolarisation gemacht wurden, bleibt unser Verstandnis tber Kv-Kanal-
B-Untereinheiten und deren Rolle bei der myokardialen Repolarisation und wie diese
Kv-Kanal-a-Untereinheiten beeinflussen, unzureichend. Mutationen und
Polymorphismen in KCNE2 wurden initial bei Patienten mit angeborenem und
erworbenem LQTS identifiziert (Abbott et al., 1999 und Sesti et al., 2000). Auf Grund
heterologer Expressionsstudien nahmen die Autoren dieser Studien an, dass KCNE2
Uber eine Regulation von hERG-Kaliumstromen eine Verlangerung der ventrikularen
Aktionspotentiale verursacht, da die Kinetik von heteromeren hERG-KCNE2-Strémen
der Kinetik von homomeren hERG-Kaliumstromen in vivo sehr &hnelt (Abbott et al.,
1999). hERG ist die Kv-a-Untereinheit, die fur Ik, kodiert. Ik, ist neben dem Ixs Komplex
(KCNQ1) eine der beiden wichtigsten Repolarisations-determinanten in humanem

Herzmuskelgewebe. Weitere Evidenz dafir, dass KCNE2 hERG-Kanale beeinflusst und
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eine KCNE2-hERG-Dysfunktion zu LQTS fuhrt, stammt von der Beobachtung, dass
einige Gensequenzvarianten des KCNE2 die Sensitivitdét von heteromeren KCNE2-
hERG-Kaliumkanalen gegentiber einer Blockade durch QT-verlangernde Medikamente
(z.B. Trimethoprim-Sulfamethoxazol) erh6hen (Sesti et al., 2000). Andere Genvarianten
in KCNE2 beeintrachtigen die Funktion von KCNE2-hERG-Kandlen bereits auf
baseline-Ebene. Diese wird unter physiologischen Konditionen zwar noch toleriert, flihrt
aber bei Hinzukommen einer weiteren Ix-Blockade zu einer relevanten Verlangerung
des Aktionspotentials (Sesti et al., 2000 und Park et al., 2003). Das grof3te Problem der
0.g. Studien ist jedoch, dass diese ausschliel3lich in heterologen Expressionssystemen
wie z.B. in COS-7-, CHO- oder HEK-Zellen durchgefiihrt wurden und wir daher nicht
genau wissen, ob die genannten Effekte ebenfalls in vivo auftreten. Ein gutes Modell
zum Studium der Interaktion von Kv-Kanal-a und B-Untereinheiten in vivo sind daher
genetische Maus-Modelle, da hier durch die Deletion einer bestimmten Untereinheit
gezielte Ruckschlisse auf deren Funktion in vivo zulassig sind. Limitierend muss man
jedoch erwahnen, dass sich die ventrikulare Repolarisation der Maus jedoch in
bestimmten Punkten von der des Menschen unterscheidet: So scheinen hERG-Kanéle
zum Beispiel bei der ventrikularen Repolarisation von Herzmuskelgewebe in der adulten
Maus keine besondere Rolle zu spielen (Nerbonne, 2004). Ik, (hERG) und Ixs (KCNQ1),
die beiden Hauptdeterminanaten der humanen ventrkuldaren Repolarisation (Sanguinetti
et al., 1996), kdonnen jedoch in embryonalen und fetalen Kardiomyozyten studiert
werden und sind gegenwartig Gegenstand laufender Studien, die sich auf die Analyse
von KCNEZ2 in embryonalem Herzmuskelgewebe der Maus konzentrieren.

KCNEs zeichnen sich zudem durch eine hohe Promiskuitat in ihrer Kv-a-Untereinheit-
Partnerwahl aus, so dass auch andere KCNE2-Kv-a-Untereinheiten-Komplexe im
Maus-Modell moglich scheinen. Bei der Repolarisation von Mausemyokard spielt vor
allem der l-Kanalkomplex eine herausragende Rolle. Dieser wird durch Kv4.2- und
Kv4.3-Kanéle gebildet und kommt auch wahrend der Repolarisationsphase 1 im
menschlichen Myokard vor. In heterologen Expressionmodellen konnten bereits
Zusammenhange zwischen KCNE2 und Kv4.2 in vitro hergestellt werden (Zhang et al.,
2001). In dieser Arbeit konnten wir nun auch erstmalig zeigen, dass KCNE2 auch in

vivo stabile Kanalkomplexe mit Kv4.2 eingeht und dass die genetische Ausschaltung
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von KCNE2 mit einer signifikanten Herunterregulierung von Heteropodatoxin-sensitiven
Kv-Stromen (generiert durch Kv4.2) assoziiert ist. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
Kv4.2 in Herzmuskelzellen der Maus durch KCNE2 reguliert wird. Im menschlichen
Myokard ist der l,-Kv-Strom in der Repolarisationsphase 1 aktiv (Nerbonne, 2004).
Krankheits-assoziierte Mutationen konnten im Kv4.2-Gen bislang allerdings noch nicht
identifiziert werden. Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dass KCNE2 seine QT-
verlangernden Effekte zum Teil auch Uber eine Dysfunktion der l,-Repolarisations-
strome entfaltet und dies Teil der Pathogenese des angeborenen und erworbenen
LQTS ist. Weiterfihrende klinische und funktionelle Studien werden diesen
hypothetischen Zusammenhang prufen.

Interessanterweise zeigt die Auswertung unserer funktionellen Daten, dass neben Iy,
auch ein weiterer ventrikul&rer Repolarisationsstrom durch die genetische Ausschaltung
von KCNE2 in seiner Funktion beeintrachtigt ist. Mittels patch-clamp Technik von
isolierten ventrikularen Herzmuskelzellen konnten wir zeigen, dass der Iksiow,i-
Kaliumstrom um signifikante 50% in den KCNE2"-Zellen reduziert ist. Ik slow,1 ISt IM
Méausemyokard vor allem im Septum zu finden und wird durch den Kv1.5-Kaliumkanal
generiert. In einem weiteren genetischen Maus-Modell konnte bereits gezeigt werden,
dass Kv1.5 fur die murine ventrikulare Repolarisation von Bedeutung ist (London et al.,
2001). Co-Immunopréazipitationsstudien von KCNE2 und Kv1.5 zeigen zudem, dass
ahnlich wie bei Kv4.2 eine physikalische Interaktion zwischen KCNE2 und Kv1.5 in vivo
besteht. Eine funktionelle Assoziation von Kv1.5 und KCNEZ2 in vitro mittels heterologer
Expression der Kaliumkanaluntereinheiten konnte bislang nicht nachgewiesen werden.
In unserer Studie konnten wir mittels Western Blotting weiterhin zeigen, dass die
Membranfraktion der Kvl.5-Kanale in den Ventrikeln der KCNE2"-Maus signifikant
reduziert war. KCNEs waren zuletzt mit trafficking von Kv-a-Untereinheiten an die
Zelloberflache in Caenorhabditis elegans in vivo in Zusammenhang gebracht wurden
(Bianchi et al., 2003 und Park et al., 2007). Immunohistochemische Analysen der
Kv1.5-Expression konnten anschlieRend zeigen, dass der Kv1.5-Kanal in den KCNE2™"-
Kardiomyozyten nicht an seiner Ublichen Lokalisation — dem discus intercalaris zweier
benachbarter Kardiomyozyten exprimiert war, sondern in den KCNE2"-Mausen an

dieser Lokalisation fehlt. Unsere Daten zeigen dementsprechend nicht nur einen neuen
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Kv-Kanal-a-Partner fir KCNE2, sondern auch einen bis dahin unbekannten
Mechanismus, uber den eine Verlangerung der myokardialen Repolarisation im
Mausemyokard hervorgerufen werden kann. Diese Uuberraschenden Ergebnisse
suggerieren, dass KCNE-Untereinheiten als Chaperones fur Kv-Kanal- a-Untereinheiten
wirken kénnen, um diese zu spezifischen subzellularen Kompartimenten zu dirigieren.
Andere Studien belegen, dass weitere Kv-Kanal-p-Untereinheiten, wie zum Beispiel die
im Zytosol lokalisierten KChAPs und die KChIPs, &hnliche Aufgaben als Kv-Kanal-a-
Untereinheit Chaperon spielen (Shi et al., 1996 und Wible et al., 1998), so dass dies ein
gemeinschaftliches Merkmal unterschiedlicher Kv-Kanal-B-Untereinheiten zu sein
scheint.

Die Regulation von Kv1.5 durch KCNE2 in Herzmuskelgewebe ist auch insofern
interessant, als dass Kv1.5-Kanéle auch in der menschlichen Physiologie eine Rolle bei
der kardialen Repolarisation spielen. In humanem Myokard findet sich zwar keine
Kv1.5-Expression im Ventrikel, Kv1.5 ist beim Menschen dafir in hoher Konzentration
und ausschlieBlich in den Vorhdfen zu finden und scheint eine Rolle bei der Entstehung
und der Unterhaltung von Vorhofflimmern zu spielen (Olson et al., 2006 und Wang et
al., 1993). Vor kurzem wurden Mutationen in KCNE2 beschrieben, die ebenfalls mit
Vorhofflimmern in Zusammenhang gebracht wurden, obgleich diese mit einer KCNE2-
KCNQ1-Dysfunktion im menschlichen Atrium erklart wurden (Yang et al., 2004). Die
Klarung der Frage, ob KCNE2 auch im Vorhof die Funktion von Kv1.5 beeinflusst und
ob dies ein Mechanismus zur Entstehung von Vorhofflimmern darstellt bedarf weiterer
Studien. Diese werden aktuell in unserem Labor durchgefihrt. Dies ist von grol3er
klinischer Relevanz, da relativ sensitive Kv1.5-Inhibitoren zur Behandlung von
Vorhofflimmern zur Verfugung stehen, die gezielt Kvl1.5-Kandle auf Vorhofebene
beeinflussen kdnnten, ohne Nebenwirkungen auf das ventrikulare Myokard zu haben
(Matsuda et al., 2001 Kobyashi et al., 2001).

Die Synthese von Schilddriisenhormonen erfordert den aktiven Transportprozess von I’
aus dem Plasma in das Schilddrisengewebe, wo die Konzentration von I" 20 bis 40-mal
hoher ist. Hierfur ist der lodid-Natrium-Symporter (NIS) an der basolateralen Membran
der epithelialen Schilddriisenzellen verantwortlich (Dai et al., 1996 und Levy et al.,

1997). Intrazellular wird I dann oxidiert und kovalent in Thyreoglobolin gebunden
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(Dohan et al., 2003). Es ist bekannt, dass fir den aktiven NIS Transportprozess ein
Na’-Efflux durch die basolaterale Na'-K*-ATPase erfolgen muss. Weitere Transporter
oder Kanéle bei der Schildrisenhormonsynthese sind bislang jedoch nicht bekannt. Mit
der hier vorgelegten Arbeit konnten wir nun erstmalig zeigen, dass
spannungsabhangige Kaliumkanéale fur die Funktion der Schilddriise von substantieller
Bedeutung sind. Wir konnten zeigen, dass heteromere KCNQ1-KCNE2-Kanalkomplexe
an der basolateralen Membran von Thyreozyten essentiell fir eine normale
Akkumulation von I" in der Schilddrise sind. Vermutlich findet durch den KCNQ1-
KCNE2-Kanalkomplex ein &hnlicher Rezirkulierungsprozess von Kalium-lonen statt, wie
dies bei dem Mechanismus der Salzsduresekretion in der Parietalzelle des Magens der
Fall ist. Dieser vollzieht sich in den Epithelzellen der Schilddrise jedoch an der
basolateralen Membran.

Der Zusammenhang zwischen kardialer und thyreoidaler Dysfunktion beim Menschen
ist seit ca. 200 Jahren bekannt (Parry et al., 1825, Graves et al., 1835 und Basedow et
al., 1840). Eine Schilddrisendysfunktion beeinflusst die Entwicklung und Funktion von
nahezu allen Organen und kann u.a. lebensbedrohliche Situationen wie bei der
thyreotoxischen Krise und dem Myxddem-Koma hervorrufen (Gavin et al., 1991).
Subklinischer Hypothyreoidismus ist zudem mit einem prolongierten QT-Intervall im
Oberflachen-EKG assoziiert. Dies kommt zum Beispiel auch bei loss of function
Mutationen in KCNQ1 und KCNEZ2 vor, die mit einem Long QT Syndrom assoziiert sind.
Andererseits sind gain-of-function Mutationen in KCNE2 und KCNQ1 mit
Vorhofflimmern assoziiert, einer Erkrankung, die sich unter andrem auch bei latenter
und/oder manifester Hyperthyreose ausbilden kann. Die in dieser Arbeit erhobenen
Daten belegen, dass KCNE2 und KCNQ1 signifikant zur Funktion von Schilddrisen-
gewebe beitragen und lassen daher die Hypothese zu, dass es eine Schilddrisen-
komponente bei einigen KCNE2- und KCNQ1-assoziierten Herzrhythmus-stérungen
geben konnte. In vorangegangenen Studien zum plétzlichen Herztod und LQTS war
man bislang immer davon ausgegangen, dass die beschriebenen lonenkanaldefekte
nicht kausal fur strukturelle Herzerkrankungen verantwortlich gemacht werden konnten,
die vereinzelt in Autopsiebefunden erhoben wurden (Tester et al., 2007). Vielmehr hat

man sich, historisch bedingt, in der Vergangenheit generell daran gehalten, ,elektrische*
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Herzerkrankungen, die durch lonenkanal-Mutationen bedingt waren, genetisch von
~Strukturellen® Herzerkrankungen zu trennen. Dieses Konzept sollte unserer Meinung
nach in Zukunft iberdacht werden. Vor kurzem wurden ebenfalls Mutationen in SCN5A
entdeckt (kodiert fur den spannungsabhangigen Natriumkanal Nav1.5), die mit milder
bis moderater kardialer Hypertrophie assoziiert waren (Burke et al., 2005). In einer
weiteren Studie wurden zudem Mutationen in SCN5A gefunden, welche mit dem
frihzeitigen Auftreten einer Dilatativer Kardiomyopathie (DCM), Herzinsuffizienz und
Vorhofflimmern assoziiert waren (Ge et al., 2008). Unsere Ergebnisse suggerieren in
diesem Zusammenhang die Mdoglichkeit des Vorhandenseins einer gemeinsamen
genetischen Basis fur das Auftreten einer strukturellen Herzerkrankung und einer
kardialen Arrhythmie in betroffenen Individuen. Unsere Studien ertffnen ferner die
Madglichkeit, dass Mutationen in KCNE2 und KCNQL1 ihr arrhythmogenes Potential aus
einem primar elektrischen Defekt durch Dysfunktion von Kaliumkanalen im
Kardiomyozyten erhalten und/oder sekundér durch eine Schilddrisendysfunktion
hervorgerufen werden.

Weitere Evidenz fur die Bedeutung von heteromeren KCNE2-KCNQ1-Kanélen bei der
Biosynthese von Schilddriisenhormonen liefert eine vor kurzer Zeit publizierte Studie
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. F. Lang in Tubingen. Hier konnte nach-
gewiesen werden, dass auch KCNQ1"-Mause an einer Schilddriisenunterfunktion
leiden (Frohlich et al., 2010). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass neben KCNE2
auch andere Mitglieder der KCNE Familie (KCNE1, KCNE3, KCNE4 und KCNED5) in
menschlichem Schilddriisengewebe vorkommen. In heterologen Expressionsstudien
sind diese KCNE-Untereinheiten alle in der Lage, mit KCNQ1 Kaliumkanale zu bilden
(McCrossan et al.,, 2004), so dass weitere Studien an KCNE-Knockoutmausen
notwendig sind, um zu Uberprufen, ob weitere KCNEs bei der Biosynthese von
Schilddrisenhormonen beteiligt sind.

Ein subklinischer Hypothyreoidismus kann zu Fettstoffwechselstérungen, endothelialer
Dysfunktion, Herzrhythmusstérungen und neuropsychiatrischen Erkrankungen fihren.
Hypothyreoidismus wird dariber hinaus als ein unabhdngiger Risikofaktor fur das
Auftreten einer Herzinsuffizienz und einer KHK angesehen (Tang et al.,, 2005).

Interessanterweise ist vor kurzem eine Publikation erschienen, die SNPs in der Nahe
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von KCNE2 mit dem frihzeitigen Auftreten eines Myokardinfarkt assoziieren
(Kathiresan et al., 2009). Ob es sich hierbei tatsdchlich um eine kausale genetische
Verbindung zwischen subklinischer Hypothyreose-assoziierter, akzellerierter KHK (Hak
et al, 2000) und friuhzeitigem Myokardinfarkt handelt, werden zukunftige
Untersuchungen zeigen, die gegenwartig in unserem Labor durchgefihrt werden.

Einen weiteren wichtigen Beitrag leistet unsere Studie zur Rolle von KCNE2 bei der
Synthese von Schilddriisenhormonen auch zu der Debatte, ob die Konzentration der
Schilddrisenhormone der Mutter in der Muttermilch hoch genug sind, um Neugeborene
mit Hypothyreose therapeutisch zu versorgen (van Wassenaer et al., 2002). In diesem
Zusammenhang ist ebenfalls interessant, dass bereits ein subklinischer
Hypothyreodismus der werdenden Mutter wahrend der Schwangerschaft zu schweren
neuronalen Fehlbildungen des Embryos fuhren kann (Opazo et al.,, 2008). Unsere
Daten zeigen, dass zumindest in Mausen die Konzentration von Thyroxin in der
Muttermilch hoch genug ist, um hypothyreote Neugeborene zu versorgen. Der Verlust
von KCNE2 bei der Mutter hatte in unserem Modell eine Reduktion der T4
Konzentration in der Muttermilch und einen Rickgang der Milch-Ejektion zur Folge.
Beide Defekte sind wahrscheinlich mafRgeblich an dem schlechten Wachstum der
Neugeborenen, die von KCNE2"-Miittern ernahrt werden, beteiligt.

Der Mechanismus, der dem Ganzkérper-Phanotyp der KCNE2"-Maus zugrundeliegt,
und die molekularen Effekte der Leihmutterschaft scheinen komplex. KCNE2™"-
Neugeborene konnen weniger effizient I' in ihrer Schilddrise akkumulieren als
KCNE2"*-Neugeborene, wenn beide Genotypen durch KCNE2"*-Mitter gesaugt
werden. Allerdings haben beide Genotypen die gleiche Fahigkeit, I zu akkumulieren,
wenn sie von KCNE2"-Miittern gesaugt werden. Wir denken, dass der Defekt der I-
Akkumulation in der Schilddriise der neugeborenen KCNE2"-Méause teilweise durch
andere Faktoren ausgeglichen werden kann, wie zum Beispiel Adaptation zu ihrer
Entwicklung im Mutterleib in einer Umgebung einer niedrigen T4 Konzentration und eine
Adaptation an die initial schlechte Milch-Ejektion mit niedrigem T4 der Muttermilch. Teil
dieser Adaptation scheint eine verminderte I'-Exkretion der KCNE2"-Neugeborenen zu
sein. Ahnliche Befunde einer verminderten [|-Exkretion konnten zuvor in

Zusammenhang mit manifestem Hypothyreoidismus berichtet werden (Oddie et al.,
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1966). Die Phanotypen der KCNE2"-Neugeborenen von KCNE2"-Miittern zeigen
Charakteristika wie Alopezie und kardiale Hypertrophie, die nicht immer in
hypothyreoten Maus-Modellen beschrieben wurden (Griiters et al., 2004). Diese
Diskrepanz mag in Teilen damit erklart sein, dass wir in unserer Studie Neugeborene
von homozygoten KCNE2"-Mausen benutzt haben, wohingegen in anderen Studien
meist die Nachkommen von heterozygoten Ma&usen verwendet werden. Der
Unterschied kann weiterhin durch die anderen extra-thyreoidalen Pathologien der
KCNE2"-Mause, wie etwa des Magenphanotyps, bedingt sein.

Ahnlich wie NIS ist auch KCNQ1 sowohl im Epithel der Schilddriise als auch im Epithel
der Brustdrise vorhanden (Dai et al., 1996 und Tazebay et al., 2000). In der
Mammadrise assoziiert KCNQ1 mit KCNE3 und ist u.a. fur die Kalium-Homdostase
verantwortlich (vanTol et al., 2007). Obwohl eine Rolle von KCNE2 im
Brustdrisenepithel nicht ausgeschlossen werden kann, zeigen unsere PET-Daten, dass
die Aufnahme von radioaktiv markiertem I" in die Brustdriise der KCNE2"-Miitter durch
die Deletion von KCNE2 nicht signifikant verandert ist. Zusatzlich kann eine
Schilddrisendysfunktion wahrend der Schwangerschaft das Risiko fir die Entwicklung
schwerer Schwangerschaftskomplikationen fir Mutter und Fetus deutlich erhéhen. Das
frihe Erkennen dieser Risikofaktoren, eine Therapie in Form von Supplementierung von
Schilddrisenhormonen oder eine thyreostatische Therapie bei Hyperthyreose sowie

eine genetische Beratung sind daher zwingend indiziert.
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4. Zusammenfassung

KCNEs sind einfach membrandurchspannende Kv-Kanal-B-Untereinheiten, die
heteromere Membrankomplexe mit Kv-Kanal-a-Untereinheiten bilden und deren
Funktion maf3geblich verandern. Sporadische Mutationen und haufige Polymorphismen
in KCNE-Genen sind assoziiert mit dem Auftreten von angeborenen und erworbenen
Long QT Syndrom (LQTS). Unser Wissen uber die genauen Mechanismen, die zur
Entstehung dieser KCNE-assoziierten Herzrhythmusstérungen fihren ist jedoch
limitiert. Zudem mehren sich in der letzten Zeit Berichte Uber weitere Erkrankungen
(Adenokarzinom des Magens, Epilepsie, Vorhoffimmern, Schizophrenie etc.), welche
mit Mutationen in KCNE-Genen assoziiert sind.

Um die Entstehung von KCNE-bedingten Herzrhythmusstérungen und anderer KCNE
assoziierter Erkrankungen daher besser verstehen zu kénnen, generierten wir KCNE2"
- und KCNE3"-Mause und untersuchten diese mit Hilfe anatomischer, biochemischer,
echokardiographischer, elektrophysiologischer und nuklearmedizinischer Methoden.
Auf diese Weise konnten wir erstmalig zeigen, dass KCNE2 eine essentielle Rolle bei
der Magensaureproduktion spielt. Wir konnten nachweisen, dass KCNE2 in den
Parietalzellen der Magenschleimhaut einen funktionsfahigen, konstitutiv aktiven K-
Jeak’-Kanal mit der Kv-a-Untereinheit KCNQ1 bildet. Dieser Kv-Kanalkomplex ist
notwendig, um K*-lonen uber die apikale PC-Membran zu rezirkulieren, um so den
notwendigen Kalium-Gradienten fir die Funktion der apikalen H™-K*-ATPase, dem
Schlisselenzym der Magenséauresekretion, aufrecht zu erhalten. Wir konnten weiter
zeigen, dass die Deletion von KCNE2 zu einer Anderung der Polaritat von KCNQL1 in
PC fihrt. In KCNE2"-Méausen findet sich eine Expression des KCNQ1-Kanals an der
basolateralen Membran der Parietalzelle - ein subzellulares Kompartiment von dem aus
die apikale K*-Rezirkulation nicht aufrechterhalten werden kann. Zudem zeigte sich ein
KCNE-Remodelling in den KCNE2"-Magen mit 5-facher Hochregulierung von KCNE3
sowie eine vermehrte Formation von heteromeren KCNE3-KCNQ1-Kv-Kanalen an der
basolateralen PC-Membran der KCNE2"-Méause. Durch die anschlieBende Generation
von KCNE2"-KCNE3™"-Doppel-Knockoutmausen lie sich die apikale Expression von

KCNQ1 wieder herstellen, so dass eine aktive Re-Routierung des KCNQ1-Kanals durch
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KCNE3 in den KCNE2"-PC wahrscheinlich scheint. Eine Wiederaufnahme der
Sauresekretion des Magens ist mit der erneute apikalen Lokalisation des KCNQ1-Kv-
Kanals in den KCNE2"-KCNE3™"-PC jedoch nicht zu erreichen. Wir schlussfolgern
daraus, dass homomere KCNQ1-Kv-Kanale insuffizient zur Aufrechterhaltung der
Magensaure sind und die Assoziation mit KCNE2 in heteromere KCNE2-KCNQ1-Kv-
Kanale fur diesen Prozess zwingend notwendig ist.

Weitere Untersuchungen des Magenphanotyps an unseren KCNE2"-Mausen zeigten,
dass die Deletion von KCNE2 bei alteren Tieren (12-15 Monate) zu einer préa-
neoplastischen Pathologie fuhrt, der Gastritis Cystica Profunda. Diese ist charakterisiert
durch eine Herniation von neoplastischer, hypertrophierter Magenmucosa in die
submucosa und muscularis. In einigen KCNE2"-Mausen lieR sich eine neoplastische
Invasion ektoper Magenmucosa in dinnwandige Gefal3e der submucosa feststellen.
Immunohistochemisch konnten wir vermehrt Proliferations- und De-Differenzierungs-
marker in den hypertrophierten und neoplastischen Magen nachweisen. Eine Analyse
von humanem Magenadenokarzinomgewebe zeigte darlber hinaus eine deutlich
reduzierte Expression von KCNE2, so dass zusammenfassend eine KCNE2-
Herabregulierung oder die genetische Ausschaltung von KCNEZ2 als Risikofaktor fur das
Entstehen einer neoplastischen Magenschleimhaut angesehen werden muss.

Wir konnten ferner zeigen, dass KCNE2"-Mause an einem ventrikularen
Repolarisationsdefekt des Myokards leiden. Dieser manifestiert sich in Form einer
verlangerten ventrikularen Aktionspotentialdauer. Zudem kommt es unter Anasthesie
mit dem QT-Zeit verlangernden Anasthetikum Sevofluran zu einer signifikanten
Verlangerung der QTc des Oberflaichen EKGs in den KCNE2"-Mausen. Molekulares
Korrelat dieser Repolarisationsstorung ist eine signifikante Verminderung der
Repolarisationsstrome Iy, ¢ (generiert von Kv4.2), welcher durch die KCNE2 Deletion um
25% verringert wird und Ik siow1 (generiert von Kv1.5), welcher um 50% verringert ist. Wir
konnten in dieser Arbeit weiter zeigen, dass die Deletion von KCNE2 das korrekte
trafficking des Kv1.5-Kanalproteins zum discus intercalaris, einer spezialisierten
subzellularen Struktur des Kardiomyozyten, verhindert.

Mit einer weiteren Arbeit konnten wir erstmalig eine genetische Verbindung zwischen

einer gestorten K'-Kanal-Funktion des KCNQ1-KCNE2-Kanalkomplexes in
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Schilddrisengewebe und verschiedenen strukturellen Verédnderungen des Herzens
sowie anderer Organsysteme nachweisen. Neugeborene KCNE2"-Mause von KCNE2™"
-Miittern weisen im Gegensatz zu KCNE2”-Mausen von KCNE2'-Mittern einen
ausgepragten Hypothyreose-Phanotypen auf, bestehend aus Hyposomie, Alopezie,
50%-iger embryonaler Letalitdt, Struma und kardialen Veranderungen. Wir konnten
zudem supprimierte periphere Schilddrisenhormone und ein kompensatorisch erhdhtes
TSH in den KCNE2"-Tieren nachweisen. Schilddriisenszintigraphisch lieR sich mittels
radiaktiv-markierten Jods eine signifikant verminderte Akkumulation von 2 in
Schilddriisengewebe von KCNE2"-Neugeborenen und von KCNE2”-Mittern
nachweisen, welches fur die Entstehung der Hypothyreose verantwortlich erscheint.
Eine Substitution der betroffenen Mause mit Schilddrisenhormonen (T3 und T4) fuhrte
zu einer Restitutio der genannten Pathologien der hypothyreoten Mause. Eine
thyreoidale Genese der KCNE2 — und KCNQ1 - assoziierten Herzrhythmusstérungen ist

somit bei betroffenen Patienten zu beriicksichtigen.
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