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1 Zusammenfassung

Die Anzahl der Genmutationen, die mit bestimmten Erkrankungen in Verbindung gebracht werden,
steigt kontinuierlich. Um die Funktion der betroffenen Gene und daher auch die Pathomechanismen,
welche durch deren Mutationen ausgelost werden, besser zu verstehen, werden verschiedene
Tiermodelle herangezogen. Eines dieser Tiermodelle ist der Zebrafisch (Danio rerio), der sich sehr gut
eignet, da er als Embryo oder Larve fast durchsichtig ist und bei geringen Kosten und hoher
Fekunditit leicht geziichtet und gehalten werden kann. Zudem ist sein Genom inzwischen
durchsequenziert und somit weitgehend in Datenbanken abrufbar.

KCNQ bezeichnet eine Klasse spannungsabhiingiger Kaliumkanile die evolutionidr von einem
gemeinsamen Vorldufer abstammen. Beim Menschen wurden bis Februar 2010 fiinf KCNQ-Gene
erforscht, die in verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert werden und bei Mutationen zu
unterschiedlichen phénotypischen Erscheinungsbildern fithren. So ist das KCNQ/-Gen mit dem
autosomal-dominanten Romano-Ward-Syndrom (RWS) oder dem rezessiven Jervell-Lange-Nielsen-
Syndrom (JLNS) assoziiert. Mutationen in den Genen KCNQ2 und KCNQ3 konnen zu benignen
familidiren Neugeborenenkrdmpfen fiihren. KCNQ2 ist auBerdem mit dem Krankheitsbild der
Myokymie assoziiert. Bei Mutationen in KCNQ4 kann es im frilhen Erwachsenenalter zu einer
dominanten nicht-syndromalen Form des progressiven Horverlustes kommen, der rapide fortschreitet.
Als bisher letztes Gen der KCNQ-Familie wurde im Jahr 2000 KCNQ5 identifiziert. Bisher sind noch
keine Mutationen in diesem Gen bekannt, die mit einer Erkrankung assoziiert sind.

Der Zebrafisch wurde ausgewihlt, um zu priifen, ob sich dieser als Tiermodell fiir funktionelle
Untersuchungen an KCNQ-Genen und damit fiir die Erforschung der pathogenetischen
Zusammenhinge bei KCNQ-assoziierten Krankheiten eignet. Hierzu wurden erstmals die
verschiedenen KCNQ-Gene beim Zebrafisch identifiziert, ihre evolutionidren Beziehungen zu den
menschlichen Orthologen analysiert und vergleichende Untersuchungen der Spleivarianten
durchgefiihrt. Dabei wurden acht Loci erfasst, die orthologe Gene zu den humanen KCNQ-Genen
darstellen. Da es bei den Strahlenflossern in der Evolution zu einer weiteren Genomduplikation kam,
existieren von etwa achtzig Prozent der humanen Gene zwei Co-orthologe beim Zebrafisch. Im
Wesentlichen sind die orthologen KCNQ-Gene zwischen Mensch und Zebrafisch stark konserviert,
vor allem an funktionell essentiellen Bereichen.

Bei allen fiinf humanen KCNQ-Genen wurden Spleivarianten nachgewiesen. Beim Zebrafisch
konnten in vier der acht Gene Spleilvarianten gefunden werden, die mit denen der orthologen
humanen Gene weitgehend tibereinstimmen.

Die durch das Online-Programm ClustalW analysierte Orthologie der KCNQ-Gene zwischen Mensch
und Zebrafisch konnte durch die konservierte Syntenie bei sieben der acht kcng-Gene vom Zebrafisch

bestitigt werden.



2 Einleitung

2.1 Ionenkaniile

Ionenkanile sind an einer Vielzahl physiologischer Prozesse des menschlichen Korpers beteiligt, wie
etwa der Erregungsausbildung und —fortleitung in Nerven, dem Herzen oder der Skelettmuskulatur.
Dabei handelt es sich um porenbildende Transmembranproteine, die den Durchtritt von Ionen durch
die Lipiddoppelschicht der Zellmembran ermdoglichen. Entsprechend der transportierten Ionen
unterscheidet man selektive und nicht-selektive bzw. Anionen- und Kationenkanile, entsprechend des
Aktivierungsmechanismus dagegen spannungs- und ligandenabhiindige Ionenkanile [1, 2].
Spannungsabhidngige Kationenkandle, wie etwa Natrium- und Kaliumkanéle bestehen aus einer
porenbildenden a-Untereinheit und einer akzessorischen, klassenspezifischen B-Untereinheit. Durch
die Wirkung eines Spannungssensors kann der Ionenkanal seine Konformitét dndern und so zwischen
einem Offen- und einem Geschlossen-Zustand wechseln, dem so genannten gating. Dadurch wird die
Leitfdhigkeit veridndert und damit die Grundlage fiir die Ausbildung von Membranpotenzialen
geschaffen [1-3].

Zu den spannungsabhingigen Anionenkanilen zdhlen vier der neun CIC-Kanile, die sich in ihrer
Struktur stark von derer anderer Ionenkanile unterscheiden. CIC-Kanile konnen in der duBeren
Zellmembran oder auch in intrazelluliren Membrankompartimenten lokalisiert sein. Die a-
Untereinheit setzt sich aus 18 Transmembrandominen zusammen, wobei sich jeweils zwei o-
Untereinheiten zu einem CIC-Kanal zusammenlagern und zwei Kanalporen ausbilden. Beispielsweise
bildet CIC1 einen funktionellen homodimeren Kanalkomplex, der in der Skelettmuskulatur exprimiert
wird, wohingegen CLCNKA und CLCKB ausschlieflich in der Niere exprimiert werden [1, 2]. CIC-
Kanile sind unselektive Anionenkanile, die ein breites Spektrum unterschiedlicher Anionen
permeiren lassen. Das gating erfolgt nicht auf dem klassischen Weg wie bei den Kationenkanilen,
sondern iiber einen extrinsischen Spannungssensor, wodurch sich die Chloridleitfadhigkeit von der
extra- und intrazelluldren Chloridkonzentration kontrollieren 1dsst [2].

Neben den spannungsabhingigen Ionenkanélen gibt es auch ligandenaktivierte Ionenkanile, die aus
vier bis fiinf Untereinheiten bestehen. Sie werden durch einen Transmitter bzw. Liganden aktiviert und
sind auf den postsynaptischen Raum beschrankt [2]. Ligandengesteuerte Kationenkanile werden auch
als exzitatorische Rezeptorkanile bezeichnet, wéihrend man wunter ligandenabhingigen
Anionenkanidlen auch inhibitorische Rezeptorkanile versteht. Erstere werden unter anderem durch
Glutamat und Acetylcholin aktiviert und ermoglichen so den Durchtritt von Natrium-, Kalium- und
teilweise Calciumionen, wohingegen letztere durch GABA und Glycin aktiviert werden und
hochselektiv fiir Chloridionen sind [2].

Mutationen in Genen, die fiir Ionenkanile kodieren, fithren zum klinischen Bild der so genannten
Kanalopathien [1, 2]. Molekulargenetisch lassen sich zwei Arten von solchen Mutationen

unterscheiden, einerseits solche, die zum Funktionsverlust des Gens (loss of function) fithren. Hierbei
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kann es sich beispielsweise um ,,Nonsense‘“-Mutationen handeln, die zum Einbau eines vorzeitigen
Stoppcodons und damit in der Regel zum Kettenabbruch bei der Translation fithren. Andererseits gibt
es auch Mutationen wie die sogenannten ,,Missense*“-Mutationen, bei denen es zum Austausch einer
Aminosédure kommt und die sowohl eine Einschriankung (loss of function) aber auch eine Steigerung
der Funktion nach sich ziehen kénnen (gain of function) [1, 2].

In dieser Arbeit geht es um die KCNQ-Genfamilie, die fiir die a-Untereinheit eines Kaliumkanals

kodiert und fiir die Mutationen bei einer Reihe von Kanalopathien beschrieben sind.

2.2 Kaliumkanile

Der erste Kaliumkanal, dessen Gen kloniert wurde, war der spannungsabhéngige Drosophila shaker-
Kanal. Danach folgte die Identifikation weiterer spannungs- und ligandenabhiingiger Kaliumkanile,
wobei die spannungsabhiingigen Kationenkanile die grofSte Familie darstellen [4]. Bis heute sind beim
Menschen {iber 80 Geneloci identifiziert, die fiir Kaliumkanile kodieren [5]. Die
spannungsabhingigen Kaliumkanile gehdren zu einer Familie, die sich vermutlich aus einem
gemeinsamen Vorldufer entwickelt hat. Sie bestehen aus vier meist identischen o-Untereinheiten und
optionalen B-Untereinheiten. Die aus sechs Dominen (S1-S6) bestehenden a-Untereinheiten lagern
sich so zusammen, dass eine Kanalpore entsteht. Die Dominen S1, S2 und S3 bilden zusammen mit
der positiv geladenen Domine S4 den Spannungssensor. Bei den B-Untereinheiten handelt es sich um
assoziierte Proteine, die fiir die Integritit und Funktion des Kanals wichtig sind, jedoch nicht direkt an
der Bildung der Kanalpore beteiligt sind. Sie sind iiber die N-terminale T1-Doméne der a-Untereinheit
an den Kanal angelagert. Einige Kaliumkanile, darunter auch die durch die KCNQ-Gene kodierten
Kanile, die in dieser Arbeit behandelt werden, besitzen anstelle einer T1-Domine eine zusitzliche C-
terminale Sensordomine (Abbildung 1). Zwischen den einzelnen Dominen der «-Untereinheiten
befinden sich o-helikale Segmente. Die so genannte P-Doméne, die zwischen Segment fiinf und sechs
liegt, ist fiir die Selektivitidt der Kanile verantwortlich [6]. Spannungsabhingige Kaliumkanile werden
durch Depolarisation aktiviert, wodurch es zum Ausstrom der Kaliumionen gegen den elektrischen

Gradienten aus dem Zellinneren kommt. Dies fiihrt zur Repolarisation der Membran [1].
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Abbildung 1: Aufbau eines Kaliumkanals (nach [6]). Links: Kaliumkanal mit T1-Domine, rechts:
Kaliumkanal mit C-terminaler Sensordomiine.

Storungen  dieser  physiologischen Prozesse bei  Kaliumkanalmutationen fithren zu
Erregungsriickbildungsstorungen. Ursache hierfiir konnen Haploinsuffizienz, bei der das haploide Gen
eine zu geringe Menge des Proteins produziert oder ein dominant-negativer Effekt sein, wobei hier die
Mutation Einfluss auf das nicht mutierte Allel hat [7]. Einerseits fiihrt eine fehlerhafte
Proteinzielsteuerung dazu, dass mutierte Untereinheiten nicht in die Zellmembran eingebaut werden.
Die hierbei reduzierte Anzahl an Kaliumkanélen fiihrt zu einem Funktionsverlust von bis zu 50 %
(Haploinsuffizienz). Andererseits fithren defekte Kanile, die in die Membran eingebaut werden zu
einer Reduktion der Kanalspannung, was zu einem Funktionsverlust von mehr als 50 % fiihrt
(dominant-negativer Effekt) [7].

Eine Subspezies der Kaliumkanéle wird durch die KCNQ-Genfamilie kodiert [1]. Mutationen in den
KCNQ-Genen konnen beispielsweise zu Long-QT-Syndrom und anderen Herzrhythmusstérungen,

Taubheit und Epilepsie fiihren [8].

2.3 Die KCNQ-Genfamilie
2.3.1 Durch KCNQ-Mutationen ausgeloste Erkrankungen

2.3.1.1 Long-QT-Syndrom

Unter dem Long-QT-Syndrom (LQTS) versteht man eine bestimmte Form von
Erregungsriickbildungsstorungen am Herzen, die zu Synkopen, polymorphen ventrikuldren
Tachykardien (forsades de pointes) und plotzlichem Herztod fithren konnen. Neben den haufigeren
erworbenen Formen gibt es auch verschiedene angeborene, durch Genmutationen verursachte Formen,

deren Privalenz auf 1 von 2500 geschétzt wird [9].
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Die Diagnose des Long-QT-Syndroms wird durch die klinische Symptomatik und das 12-Kanal-EKG
gestellt. Da die im EKG in Ableitung II und V5 oder V6 gemessene QT-Zeit von der Herzfrequenz
abhingig ist, verwendet man die frequenzkorrigierte QT-Zeit, die als QTc-Zeit bezeichnet wird. Diese
wird durch die Bazett-Formel bestimmt, obwohl sie vor allem bei Brady- oder Tachykardie zu Unter-

oder Uberkorrektur der Werte fiihrt [10]:

QT, = QT(s)
JRR - Intervall(s)
1-15 Jahre ménnliche Erwachsene  weibliche Erwachsene
normal <440 <430 <450
Grenzwert 440-460 430-450 450-470
Verldngerung > 460 > 450 > 470

Tabelle 1: Diagnosekriterien eines Long-QT-Syndroms (Angaben in Millisekunden) (nach [10]).

LQT1, LQT2, LQT3, LQTS und LQT6 sind die klassischen genetischen Formen des Long-QT-
Syndroms. Bei den zugrunde liegenden Genen sind bisher iiber 300 verschiedene Mutationen bekannt
[11], wobei 95% der bekannten Mutationen zu LQTS1, LQTS2 oder LQTS3 fiihren [12]. Handelt es
sich um genetisch bedingte Ursachen des Long-QT-Syndroms, so war man vor einigen Jahren noch
der Ansicht, dass vor allem der Genotyp die Morbiditit und Letalitit bedingt [13]. Neuere Studien
zeigen dagegen einen starken Zusammenhang zwischen klinischen Risikofaktoren wie QTc-Zeit,
weiblichem Geschlecht, Anzahl der Synkopen, Synkopendauer und einem kardialen Ereignis, wihrend
der Genotyp selbst keinen signifikanten Einfluss hat [14, 15]. Geschlechtsabhingig treten Ereignisse
in unterschiedlichem Lebensalter auf. So sind Frauen vorrangig im Erwachsenenalter, Ménner
hingegen eher in der Kindheit betroffen [14, 15]. Eine Erkldrung dafiir ist die QTc-Verkiirzung in der
Adoleszenz junger Minner. Obwohl der genaue Mechanismus noch unklar ist, geht man von einer
Verkiirzung der QTc-Zeit durch Androgene und einer Verlingerung durch Ostrogene aus [16].

Lisst man verschiedene klinische Risikofaktoren aufler Acht, kann man drei Risikogruppen
unterscheiden. Die Hochrisikogruppe umfasst Patienten, die in der Vergangenheit schon einmal
Kammerflimmern oder Torsade de Pointes Tachykardien iiberlebt haben. Ein mittleres Risiko tragen
Patienten mit zeitabhingigen Synkopen und einer QTc-Zeit von iiber 0,5 Sekunden. Ein geringes
Risiko an einem kardialen Ereignis zu sterben haben asymptomatische Patienten mit einer QTc-Zeit
von maximal 0,5 Sekunden [7].

Eine Therapie mit B-Blockern verbessert das Uberleben signifikant, vor allem bei LQTS1 oder LQTS2
oder einer QTc-Zeit von mehr als 0,5 Sekunden [14, 17]. Fiir Hochrisikogruppen stehen therapeutisch
auflerdem implantierbare Cardioverter-Defibrillatoren oder die linkszervikothorakale Sympathektomie

zur Verfligung [16].
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Um die Grundlagen fiir spitere Studien zur Entstehung des Long-QT-Syndroms am Tiermodell zu
schaffen, wurden in der vorliegenden Arbeit Studien an homologen KCNQ-Genen an

Zebrafischembryonen durchgefiihrt.

2.3.1.2 Epilepsie

Nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie versteht man unter Epilepsie eine in
der Regel voriibergehende plotzliche Dysfunktion des zentralen Nervensystems, wobei es zu einer
hochsynchronen und hochfrequenten pathologischen, zeitlich begrenzten Entladungsserie einer
unterschiedlich groen Gruppe von Neuronen kommt. Das Erscheinungsbild variiert dabei je nach
Ursprungsort erheblich und kann von fokalen Anféllen mit Zuckungen einer Extremitét iiber Absencen
bis hin zu komplexen Bewegungs- und Bewusstseinsphdnomenen und zu klassischen tonisch-
klonischen Anfillen fiithren [18].

Die altersspezifische Privalenz fiir Epilepsien in Zentraleuropa betrédgt fiir Kinder und Jugendliche
4,5-5 von 1000, fiir Erwachsene 6 von 1000 und fiir die Bevolkerung iiber 65 Jahre sogar 7 von 1000.
Die Gesamtprivalenz betrigt 5,2 pro 1000 Einwohner [19]. Die Diagnose Epilepsie wird gestellt auf
Basis von Anamnese, Fremdanamnese, neurologischer Untersuchung, EEG, MRT und teilweise
Laboruntersuchungen einschlieBlich genetischer Testungen [20].

Epilepsien werden neben der dtiologischen Einteilung in idiopathische, kryptogene und
symptomatische Formen auch nach der Lokalisation der epileptogenen Zone in fokale epileptische
(33-65 % der Fille), generalisierte (17-60 % der Félle) und unklassifizierbare Anfille (2-8 % der
Fille) unterteilt [19-21]. Diese strikte Abgrenzung der einzelnen Formen der Epilepsie findet zwar
klinisch weiterhin Anwendung, erscheint nach dem derzeitigen Stand der Forschung aber nicht mehr
sinnvoll [22].

Obwohl rein genetisch bedingte Epilepsien selten sind, spielen genetische Faktoren bei fast allen
Epilepsieformen eine wichtige Rolle [22]. Unter den syndromatischen Epilepsien haben beispielsweise
die Lafora-Erkrankung, das Unverricht-Lundborg-Syndrom, verschiedene Lissenzephalie-Syndrome
und die mitochondrial vererbten Enzephalomyopathien wie MERRF (myoclonic epilepsy with ragged
red fibres) einen genetischen Hintergrund [23]. Die genetisch determinierten idiopathischen
Epilepsien lassen sich entsprechend der zugrunde liegenden Mutationen in Ionenkanalgenen bzw.
Nicht-lonenkanalgenen in zwei Subtypen unterteilen [23]. Wichtige Nicht- Ionenkanalgene sind LGI/
(leucine-rich glioma inactivated gene 1), welches zu einer autosomal-dominanten familidren lateralen
Temporallappenepilepsie (ADLTE) fiihrt [23-25], MASSI/VLGRI, welches in seltenen Fillen zu
febrilen Anfillen filhren kann [23] und EFHCI, welches als erste Genmutation bei juveniler
myoklonischer Epilepsie beschrieben wurde [25, 26]. Die meisten Mutationen, die bei idiopathischen
Epilepsien gefunden wurden, betreffen dagegen Ionenkanalgene. Bildung und Weiterleitung eines

Nervenimpulses erfolgt durch Aktionspotentiale, deren Basis Ionenkanile darstellen. Jede Art der
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Mutation in einem lonenkanal kann die neuronale Erregbarkeit direkt beeinflussen und somit zur
Epilepsie fithren [27]. Durch den Einstrom von Natrium kommt es zur Depolarisation, wihrend die
Repolarisation durch Ausstrom von Kalium entsteht. Eine Unterbrechung der schnellen Natriumanile
oder des verminderten Kaliumausstroms fiihrt zu einer Ubererregbarkeit und spontanen Serien von
Aktionspotentialen. Verlangsamte Natrium- und Kaliumstrome sind die hdufigsten Mechanismen in
der Pathophysiologie der Kanalopathien. Wihrend nur wenige verschiedene Natriumkanéle mit hoch
konservierter Funktion bekannt sind, existiert eine Vielzahl verschiedener spannungsabhingiger
Kaliumkanile mit jeweils spezifischen elektrophysiologischen Eigenschaften [27]. Zu den
idiopathischen Epilepsien mit Mutationen in Ionenkanalgenen gehoren beispielsweise die benignen
familidren infantilen Krampfe (BFIC), ein genetisch sehr heterogenes autosomal-dominantes partielles
Epilepsiesyndrom [22]. Die Anfille beginnen gewohnlich zwischen dem vierten und sechsten
Lebensmonat und sistieren bis zum Alter von drei Jahren. Bei den seltenen kombinierten benignen
familidren neonatalen/infantilen Konvulsionen (BFNIC) kommen Neugeborenenkrimpfe und infantile
Anfille in der gleichen Familie vor. BENIC werden bei einigen Patienten durch eine Mutation im
spannungsabhidngigen Natriumkanal SCN2A hervorgerufen [22]. Fieberkrampfe sind der hiufigste
Anfallstyp beim Menschen. Sie betreffen etwa fiinf bis zehn Prozent der Kinder unter sechs Jahren. Es
handelt sich in den meisten Fillen um ein oligo- oder polygenes Vererbungsmuster, jedoch wurden
auch Genloci beschrieben, die zu autosomal-dominanter Vererbung dieser Fieberkrampfe fiihren. In
manchen Familien persistieren die Anfélle jedoch iiber das Alter von sechs Jahren hinaus und konnen
zudem noch mit verschiedenen afebrilen epileptischen Anféllen kombiniert sein, ein Syndrom, das als
»generalisierte Epilepsie mit febrilen Anféllen plus® (GEFS+) bezeichnet wird. Die afebrilen Anfille
des GEFS+ konnen generalisiert oder fokal sein. Die Art der Vererbung ist derzeit noch nicht
vollstandig geklédrt, es wird aber von einer oligogentischen Vererbung ausgegangen, in die
verschiedene Ionenkanéle, meist jedoch Natriumkanéle involviert sind [22, 28].

Die in der vorliegenden Arbeit behandelte Form der idiopathischen Epilepsie sind die benignen
familidren Neugeborenenkrdmpfe. Sie wurden erstmals 1964 von Rett und Teubel beschrieben [29].
Es handelt sich dabei um eine seltene, autosomal-dominant vererbte Form der Epilepsie, die sich in
den ersten Lebenstagen in Form héufiger kurz andauernder Anfille manifestiert, die meist nach
einigen Wochen bis Monaten spontan sistieren [27]. Bei etwa 10-15% der Betroffenen kommt es
jedoch im weiteren Leben erneut zu Anfillen, die unter anderem durch Schlafmangel provoziert
werden konnen [22, 30]. Die Anfallsdauer variiert dabei von einigen Sekunden bis zu drei Minuten,
beginnt tonisch und kann von Tachykardie oder kurzer Apnoe begleitet sein. Die generalisierte oder
fokal klonische Phase wird hidufig durch Vokalisieren oder Kaubewegungen des Kiefers
eingeleitet [31].

Neben dem oben beschriebenen LQT-Syndrom waren die benigen Neugeborenenkrampfe die zweite
Erkrankung, deren funktionelle Erforschung Anlass fiir die hier durchgefiihrten Studien an homologen

KCNQ-Genen an Zebrafischembryonen gaben.
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2.3.1.3 Taubheit

Etwa eins von tausend Kindern ist bei oder kurz nach der Geburt von einer starken Schwerhorigkeit
betroffen [32]. Die Horschwelle liegt bei jungen gesunden Erwachsenen zwischen O und 20 dB, die
Schmerzschwelle bei 120 dB [33]. Von Schwerhérigkeit spricht man, wenn der Horverlust 25 dB
iibersteigt, von Taubheit, wenn der Verlust mehr als 80 dB auf beiden Ohren betrigt [34]. Horverlust
kann leitungs- oder sensorineural bedingt sein, manchmal besteht eine Kombination aus beiden
Formen. Ein leitungsbedingter Horverlust betrifft das dulere Ohr sowie die Gehorkndchelchen des
Mittelohres, wahrend ein sensorineuraler Horverlust Strukturen des Innenohres wie die Cochlea, den
N. vestibulocochlearis (VIII. Hirnnerv), den auditorischen Hirnstamm oder den Cortex betrifft [33].
Die Haarzellen im Innenohr sind die Rezeptorzellen des Cortiorgans und wandeln mechanische
Stimulation in elektrische Potentiale um. Die inneren Haarzellen sind dabei vor allem fiir das
elektrische Potential verantwortlich, die dufleren Haarzellen dienen als Reizverstirker, indem sie das
Rezeptorpotential in mechanische Kraft umwandeln. Innere und duBlere Haarzellen befinden sich in
der von Endolymphe umspiilten Scala media. Im Gegensatz zu normaler extrazelluldrer Fliissigkeit
weist die Endolymphe eine hohe Konzentration an Kaliumionen (150 mM) und ein positives
Membranpotential von etwa + 80 mV auf. Der dem Horvorgang zugrunde liegende Kaliumstrom wird
durch Kaliumkanile in den Haarzellen und den Deiters-Stiitzzellen bewerkstelligt [33].

Man geht davon aus, dass in entwickelten Landern bei 50 % der Horgeschédigten eine Genmutation
die Ursache ihres Horverlusts ist, 30 % davon im Rahmen eines Syndroms [32, 33]. Bei den 70 %
nicht-syndromalen genetischen Formen der Taubheit sind etwa 80 % autosomal-rezessiv, 20 %

autosomal-dominant, sehr selten X-chomosomal oder mitochondrial vererbt (Abbildung 2).

TORCH-Infektionen
postnatale Infektionen

Ototoxizitdt
Frithgeburt
— umweltbedingt (50 %) andere
Pendred
Usher
Waardenburg
Branchiotorenal
kongenitaler Horverlust |— —{  syndromal (15 %) andere
—genetisch bedingt (50 %)[— — rezessiv (28 %)
‘— nonsyndromal (35 %) dominant (7 %)

X-chromosomal und
mitochondrial (< 1 %)

Abbildung 2: Arten der kongenitalen Schwerhorigkeit (nach [33]).
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Die autosomal-rezessive Form ist dabei die schwerste Erkrankungsform und wird fast ausschlieflich
durch Defekte der Cochlea bedingt (sensorineurale Taubheit). Autosomal-dominante Formen sind
gewoOhnlich post-lingual und progredient [32]. Derzeit sind iiber 400 verschiedene Formen genetisch
bedingter Taubheit bekannt, denen tiber 40 verschiedene Gendefekte zugrunde liegen. Auch eine
Kombination aus genotypischer Vulnerabilitdt und Umweltfaktoren bedingt hiufig einen Horverlust
im Alter [33]. Je nach Vererbungsmodus unterscheidet man DFN-, DFNA- und DFNB-Gene (DFN
steht dabei fiir ,,DeaFNess*). Gene, die autosomal-dominant vererbt werden, bezeichnet man als
DFNA, autosomal-rezessiv vererbte Gene DFNB. X-chromosomale Vererbungsmuster werden als
DFN bezeichnet [33]. Unter den 19 verschiedenen bisher beschriebenen, iiberwiegend autosomal-
dominant vererbten DFNA-Genen finden sich auch DFNA- Gene, die je nach Mutation dominant oder
rezessiv vererbt werden konnen [35].

Die hidufigsten Formen syndromaler autosomal-dominanter Horverluste sind das Waardenburg-
Syndrom, das Branchio-oto-renale-Syndrom und das Stickler-Syndrom. Auch die Neurofibromatose
Typ 2 kann durch ein bilaterales vestibuldres Schwannom in seltenen Fillen zum Gehorverlust fithren
[33]. Die héufigsten autosomal-rezessiv vererbten Syndrome, die mit einem Horverlust einhergehen
sind das Pendred-Syndrom, das Strukturdefekte des Os temporale und des Innenohres aufweist und
dariiber hinaus zu einer euthyreoten Struma fiihrt, das Usher-Syndrom, welches im Laufe der Jahre
zusitzlich zur Erblindung fiihrt, das Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom, welches zusétzlich eine QTc-
Verlidngerung aufweist, Biotinidase-Defekte sowie die Refsum-Erkrankung [33].

Die hiufigste Form der Schwerhorigkeit setzt spit ein, betrifft meist das Reizleitungssystem und kann
durch ein Horgerit beeinflusst werden. Diese Art der Schwerhorigkeit nimmt vom 20. zum 80.
Lebensjahr um das 36-fache zu. Uber diese Art der Schwerhorigkeit ist derzeit wenig bekannt,
atiologisch spielen genetische Komponenten, Presbyakusis, Infektionen und Umweltlirm eine
Rolle [34].

Die funktionelle Untersuchung der durch Mutationen in KCNQ-Genen verursachten erblichen
Horstorungen waren ein weiterer Anlass, weshalb in der vorliegenden Arbeit die orthologen Gene des

Zebrafischembryos charakterisiert wurden.

2.3.2 Die einzelnen KCNQ-Gene

KCNQ bezeichnet eine Klasse spannungsabhingiger Kaliumkanile, die evolutiondr von einem

gemeinsamen Vorldufer abstammen [36].
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2.3.2.1 KCNQI und assoziierte Mutationen

KCNQI befindet sich auf Chromosom 11 an der Lokalisation 11p15.5 [37]. Frither wurde das
KCNQI-Gen als KvLQOT bezeichnet und wurde als erstes als ein Gen bekannt, dessen Mutationen eine
erbliche Form des Long-QT-Syndroms hervorruft [8]. Dieses Gen kodiert fiir die porenbildende o-
Untereinheit eines spannungsabhingigen Kaliumkanals, der fiir die Repolarisationsphase des
Aktionspotentials am Herzen verantwortlich ist. Es kann Heteromultimere mit KCNE1 (minK oder
IsK), KCNE2, KCNE3 und KCNE4 formen, die die B-Untereinheit darstellen [37]. Je nach
Kombination variieren dabei Funktion und Lokalisation von KCNQI1. Ist es beispielsweise mit
KCNEI kombiniert, fithrt es zur Repolarisation am Herzen und reguliert die transepitheliale
Kaliumsekretion im Innenohr [8], bei der Assoziation von KCNQI1 mit KCNE3 veridndert es die
Kanaleigenschaften in den Mozyten [38].

Dominant-negative Mutationen in KCNQ/ und KCNE fiihren zu einer speziellen Form des Long-QT-
Syndroms, das erstmals von Romano (1963) und Ward (1964) beschrieben wurde [7]. Die Mutationen
betreffen den bei KCNQ-Genen hoch konservierten N-Terminus und fiihren zu einer fehlerhaften
Proteinzielsteuerung, wodurch die Proteine im Endoplasmatischen Retikulum verbleiben. Somit
werden auch die Proteine, die keine Mutation aufweisen in geringerer Zahl in die Zellmembran der
Kardiomyozyten integriert [39]. Bei homozygoter Mutation beider Allele von KCNQI oder KCNEI
kommt es zum Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom (JLNS), einer erstmals 1957 beschriebenen rezessiven
Form des Long-QT-Syndroms, das mit hochgradiger bilateraler Schwerhorigkeit einhergeht [7, 40].
Die Mehrheit der Fille ist durch Mutationen in KCNQ/ bedingt und betrifft somit die a-Untereinheit,
wodurch es zu einem hochgradigen Funktionsverlust der Proteine kommt [41]. Bei einer ,,gain-of
function*-Mutation von KCNQ1 kommt es zum so genannten Short-QT-Syndrom [42]. Eine derartige
Mutation kann des Weiteren auch mit einer autosomal-dominanten Form des Vorhofflimmerns
assoziiert sein. Durch die absolute Arrhythmie wird die Messung der QT-Zeit erschwert, es kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass auch hier eine verkiirzte QT-Zeit vorliegt [37].

In einer Studie mit 77 verschiedenen Mutationen im KCNQI-Gen konnte gezeigt werden, dass eine
deutliche Genotyp-Phénotyp-Korrelation besteht. So wurde bei Mutationen der Transmembranregion
eine signifikant hohere Ereignisrate gefunden als bei Mutationen im C-Terminus. Mutationen, die
einen dominant-negativen Effekt bewirken, zeigen eine lingere QTc-Zeit und hohere Ereignisrate als
Mutationen, die zu einer Haploinsuffizienz fithren. Auch Missense-Mutationen fiithren zu einer
hoheren Rate an Ereignissen, sind aber kein unabhéngiger Risikofaktor [43]. Einige Mutationstriger
sind asymptomatisch, bei anderen kommt es trotz normaler QT-Zeit zu kardialen Ereignissen.
Asymptomatische Trédger besitzen eine Pridisposition, nach Einnahme bestimmter Medikamente
Arrhythmien zu entwickeln [44].

Bei der Produktion der kaliumreichen Endolymphe im Innenohr spielen KCNQI1/minK-Kanile eine

wichtige Rolle. Mutationen im KCNQI- oder KCNE[-Gen konnen durch einen Defekt in der Synthese
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der Endolymphe zu angeborener Taubheit fithren [35]. Dabei handelt es sich um eine syndromale mit
einem Long-QT-Syndrom vergesellschaftete Form der Taubheit [35].

Auch auBlerhalb von Herz und Innenohr spielt KCNQ1 eine wichtige physiologische Rolle. In Kolon
und Intestinum bildet es zusammen mit KCNE3 einen cAMP-aktivierten Kaliumkanal, der den
transepithelialen Transport reguliert. Im Magen vermutet man eine Rolle von KCNQ1 und KCNE2 bei
der Sauresekretion [45].

2.3.2.2 KCNQ2, KCNQ3 und assoziierte Mutationen

1989 wurde das putative Gen, dessen Mutationen benigne familidre Neugeborenenkrdampfe (BFNC)
verursachen, iiber Kopplungsstudien Chromosom 20 zugeordnet. Auf diesem Lokus (20q13.3)
befindet sich das Gen KCNQ?2 (EBN1), das fiir ein Protein aus bis zu 844 Aminosduren kodiert [46,
47]. Die erste Mutation im KCNQ2-Gen wurde bei einer australischen Familie mit benignen familidren
Neugeborenenkrdmpfen beschrieben [47]. Da nicht in allen BFNC-Familien Mutationen im KCNQ2-
Gen vorkamen, wurde iiber Kopplungsstudien ein weiterer Genlokus fiir BFNC detektiert [29]. Auf
diesem Genlokus auf Chromosom 8q24 befindet sich KCNQ3 (EBN2), ein Paralog zu KCNQ2.
Mutationen im KCNQ3-Gen, die zu benignen Neugeborenenkrdmpfen fithren, kommen viel seltener
vor als Mutationen in KCNQ?2 [47, 48].

KCNQ2 kann mit KCNQ3 Heterotetramere bilden [49], ist jedoch nicht mit KCNQI1, KCNQ4 oder
KCNQS5 assoziiert [50]. Selten wird prasynaptisches KCNQ2 auch ohne Assoziation mit KCNQ3
exprimiert [4]. KCNQ3 kann sowohl mit KCNQ2 als auch mit KCNQ4 und KCNQ5 assoziiert sein
[48, 50]. Beide Kanile bilden den sogenannten M-Strom, eine langsam aktivierende und
deaktivierende Kaliumleitfahigkeit. Der M-Strom reguliert die Frequenz der Aktionspotentiale durch
anhaltende Membrandepolarisation und stabilisiert so das Membranpotential. Dadurch konnen
iiberschieBende neuronale Erregbarkeit und Anfille vermieden werden [22]. Die gemessene
Stromstidrke von KCNQ?2 ist etwa zehn Mal so stark, wenn KCNQ2 mit KCNQ3 coexprimiert wird
[27]. Schon eine relativ geringe Anderung im M-Strom ist ausreichend, um epileptische Anfille
hervorzurufen [27]. Mutationen in den KCNQ-Genen sind in zwei Regionen angehiuft, erstens in der
P-Domiine zwischen den Segementen S5 und S6 der Kanalpore und zweitens in der Region des langen
C-Terminus [27]. Sowohl KCNQ2 als auch KCNQ3 werden in fast allen Regionen des
Zentralnervensystems exprimiert, in besonderem MaBe jedoch im Kleinhirn, im Neokortex, im
Hippocampus sowie im Gyrus dentatus [30].

Den benignen familidiren Neugeborenenkrdmpfen liegen Mutationen in KCNQ2 (20q13.3) [47, 51]
und seltener KCNQ3 (8924) zugrunde [52]. Bis jetzt wurden mehr als 40 Mutationen beschrieben,
darunter Missensemutationen in den Transmembrandominen, verkiirzende Mutationen (Nonsense-,
Insertions-, Deletions- oder Splicemutationen) oder grofe Deletionen. Die meisten Mutationen sind

dabei familienspezifisch [22]. Wenige Mutationen haben einen dominant-negativen Effekt auf die
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Kanalfunktion und reduzierten diese um mehr als 50 %. Eine davon (R207W), KCNQ?2 betreffend,
fiihrt zu BFNC und Myokymie, eine spontane, repetitive, nicht bewuft unterdriickbare Kontraktion
von Muskelgruppen [22]. Myokymie ist das Ergebnis einer Ubererregbarkeit des 2. Motoneurons im
Vorderhorn des Riickenmarks, wo die Expression sowohl von KCNQ2 als auch KCNQ3 nachgewiesen
werden konnte. Es wird postuliert, dass es durch die KCNQ2-Mutation zu einem unterschiedlichen
Erregungsmuster in den Motoneuronen im Vergleich zum Zentralnervensystem kommt, was durch den
verlangsamten Spannungsaufbau zum Symptom der Myokymie fiihrt [50].

Eine Theorie warum die epileptischen Anfille bei benignen familidren Neugeborenenkrdmpfen
insbesondere neonatal auftreten ist, dass das Gehirn in diesem Lebensabschnitt vulnerabler fiir
Krampfanfille ist, als im spidteren Leben [27]. Eine andere Erkldrung konnte die verdnderte
Expression von Kaliumkanilen wéhrend der Zeit der Hirnreifung sein. Dabei konnte sich es um eine
erhohte Expression der KCNQ-Gene oder um eine reduzierte Expression anderer Kaliumkanile
wihrend der Neonatalperiode handeln [30]. Die Behandlung der BFNC ist mit Retigabin als Aktivator
des M-Stroms moglich, jedoch sind die benignen familidgren Neugeborenenkrimpfe auch ohne
Therapie meistens benign und selbstlimitierend [22, 53, 54]. Da KCNQ2 und KCNQ3 speziell in
Neuronen exprimiert werden, sind Nebenwirkungen des Retigabin am Herzen, wo vor allem KCNQ/
exprimiert wird, kaum zu erwarten [27]. Derzeit wird diskutiert, ob diese Art der Epilepsie tatsédchlich
immer ,,benign® ist, da Félle mit atypischem Verlauf beschrieben wurden. Die Patienten zeigten eine
erhohte Frequenz an Anfiéllen und waren hiufig nach dem vierten Lebensmonat nicht anfallsfrei. Es
wurden zudem Fille einer medikamentenresistenen Epilepsie oder epileptischer Enzephalopathie mit
Beginn kurz nach der Geburt beschrieben, die eine schwere psychomotorische Retardierung nach sich

zogen [22].

2.3.2.3 KCNQ4 und assoziierte Mutationen

KCNQ4 wurde iiber seine Homologie zu KCNQ3 kloniert, befindet sich auf dem Genlokus fiir DFNA2
auf Chromosom 1p34 und kodiert fiir ein Protein aus bis zu 695 Aminosduren [35]. KCNQ4, das wie
KCNQ2 und KCNQ3 Charakteristika des M-Stroms aufweist, bildet homomere Kanile, die bei
Depolarisation langsam aktivieren [8, 35]. KCNQ4 kann zusammen mit KCNQ3 Heteromere bilden,
Verbindungen von KCNQ4 mit KCNQI1, KCNQ2 oder KCNQS5 konnten jedoch nicht nachgewiesen
werden [48]. In der Cochlea wird KCNQ4 in den duleren Haarzellen exprimiert. Auch in Herz, Gehirn
und in der quergestreiften Muskulatur zeigt sich eine schwache Expression von KCNQ4. Bei
Mutationen im KCNQ4-Gen kommt es zu einer nicht-syndromalen Form der Taubheit mit stark
dominant-negativem Effekt auf das nicht mutierte Allel. In der zweiten bis dritten Lebensdekade
kommt es zuerst zum Horverlust in den hohen Frequenzen, der dann rapide fortschreitet [32]. Uber
den tatsidchlichen Wirkungsmechanismus von KCNQ4 in den #duBleren Haarzellen wird noch

spekuliert, jedoch deutet der langsame Horverlust darauf hin, dass KCNQ4-Strome nicht fiir den
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Horvorgang per se wichtig sind. Vielmehr liegt dem Horverlust ein langsamer degenerativer Prozess
zugrunde, der durch eine Uberladung der duBeren Haarzellen mit Kalium zustande kommt. Lérm, der
zu einem schnellen Kaliumeinstrom fiihrt, kann dabei den Pathomechanismus verstirken [8].

Mutationen in KCNQI und KCNQ4 fithren zu Horverlust, unterscheiden sich jedoch in Verlauf und
Ausprigung. So ist die Form der Taubheit bei KCNQ/-Mutation syndromatisch, rezessiv, kongenital
und beeinflusst die Sekretion von Kalium in die Endolymphe, wohingegen Mutationen bei KCNQ4

eine dominante, langsam progrediente, nicht-syndromatische Schwerhdrigkeit hervorrufen [35].

2.3.2.4 KCNQS5

KCNQS5 ist das zuletzt erforschte Gen der Subfamilie. KCNQ5 befindet sich auf Chromosom 6q14. Es
besteht aus 14 Exons und kodiert fiir ein Protein mit 897 Aminosduren [55], wobei wie bei anderen
KCNQ-Genen auch verkiirzte Spleifvarianten bekannt sind [56]. KCNQ5 wird hauptsidchlich im
Gehirn und in der quergestreiften Muskulatur [55, 56], aber auch in weiteren Geweben wie der glatten
Muskulatur und dem Testis exprimiert [5].

Bis heute konnten keine Erkrankungen nachgewiesen werden, die mit Mutationen im KCNQ5-Gen
vergesellschaftet sind [55, 56]. Bei Familien mit benignen familidren Neugeborenenkrimpfen oder
frithen infantilen Krimpfen wurden Mutationsanalysen durchgefiihrt. In diesen Familien konnten
keine Mutationen in KCNQ?2 oder KCNQ3 nachgewiesen werden. Auch im KCNQ5-Gen wurden keine
Mutationen gefunden, so dass eine Rolle von KCNQS5 bei benignen familidren Neugeborenenkrampfen

unwahrscheinlich erscheint [55].

2.4  SpleiBvarianten

Fiir alle oben beschriebenen KCNQ-Gene sind Spleifivarianten bekannt. Alternatives Spleifien ist ein
im gesamten Genom bekanntes Phinomen [57]. Dabei konnen aus der selben DNA und pra-mRNA
durch regulatorische Elemente unterschiedliche mRNAs erzeugt und dadurch unterschiedliche
Proteinisoformen gebildet werden [58].

Im Durchschnitt besteht ein menschliches Gen aus acht Exons, die wiederum durchschnittlich aus
145 Basen zusammengesetzt sind. Die jeweiligen Introns sind etwa zehn Mal so grof3, konnen diese
GroBe jedoch um ein vielfaches iiberschreiten [57]. Man geht davon aus, dass das Genom aus etwa
20.000 bis 25.000 Genen besteht. Aufgrund des alternativen Spleifiens ist die Grofle des Proteoms
jedoch viel grofier [59].

Es werden verschiedene Moglichkeiten des alternativen Spleilens unterschieden wie beispielsweise
das Uberspringen eines Exons, das Beibehalten eines Introns, den Austausch zweier Exons
gegeneinander oder die Verkiirzung oder Verlingerung von Exons durch das Benutzen

unterschiedlicher 5' oder 3' splice sites [58]. Alternatives Spleiflen betrifft mehr als die Hilfte aller
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menschlichen Gene. Die aus den unterschiedlichen mRNAs translatierten Proteine haben eine
unterschiedliche, teilweise sogar entgegengesetzte Funktion [57]. Beim alternativen Spleilen kann es
zur Insertion oder Deletion einzelner Aminosiduren, zum Verschieben des Leserahmens oder zum
vorzeitigen Einbau eines Stopcodons kommen. Alternatives Spleilen kann auch die Genexpression
betreffen, indem regulatorische Elemente entfernt oder eingefiigt werden, die die Translation, die
Stabilitit der mRNA oder deren Lokalisation betreffen [57]. In vielen Fillen unterscheiden sich die
alternativen Isoformen in kleinen Anderungen funktioneller Elemente oder Dominen. So kann etwa
ein Protein in l0slicher oder membrangebundener Form vorkommen. Dabei hat letztere Isoform
zusitzliche Exons, die fiir die Transmembranregion des Proteins kodieren, wobei es in
unterschiedlichen Situationen zu unterschiedlich starker Ausprigung einzelner Spleilvarianten
kommen kann [60, 61]. Jedoch hat nicht jede Isoform des Genprodukts einen funktionalen Effekt auf
den Organismus, woraus sich der Begriff des funktionellen Spleiflens entwickelte. Bei einer nicht
funktionellen SpleiBvariante kann etwa ein vorzeitiges Stoppcodon zur Degradation der mRNA
fithren. Auch wenn mehr als die Hilfte der menschlichen Gene von alternativem Spleifien betroffen
ist, bleibt unklar, wieviele dieser Spleiprodukte tatsidchlich funktionell sind [60, 61].

In den letzten Jahren konnten verschiedene Studien zeigen, dass alternatives Spleiflen bei vielen
Organismen vorkommt und dadurch eine Vielzahl essentieller biologischer Prozesse reguliert [60, 61].
Studien zum genauen Ausmaf} der Konservierung dieser alternativen Spleilvarianten zwischen
verschiedenen Spezies lieferten widerspriichliche Ergebnisse. Man nimmt an, dass insgesamt etwa
zwei Drittel konserviert sind, wobei bedeutende Formen in bis zu 98 % erhalten sind [60]. Zwischen
Vertebraten und wirbellosen Tieren bestehen erhebliche Unterschiede im alternativen Spleilen, so
dass man davon ausgeht, dass sich bei den Wirbeltieren weitere, komplexe Moglichkeiten des
alternativen Spleiflens im Laufe der Evolution entwickelt haben [62].

Im menschlichen Herz konnte eine verkiirzte KCNQI-Isoform nachgewiesen werden, die
physiologisch exprimiert wird, jedoch den Kaliumstrom supprimiert und einem dominant-negativen
Effekt aufweist [45]. Es existieren verschiedene SpleiBvarianten des menschlichen KCNQ?2, die sich
vor allem im C-Terminus unterscheiden. In einer Studie wurden eine lange und eine verkiirzte
SpleiBvariante miteinander verglichen. Uber Northern-Blot-Analysen konnte hierbei gezeigt werden,
dass die lange Variante vor allem in differenzierten Neuronen exprimiert wird, wihrend die verkiirzte
Variante vor allem im fetalen Gehirn, in undifferenzierten Neuroblastomzellen und in Hirntumoren
vorkommt und {iberdies keine Kaliumstrome ermoglicht [36]. Auch fiir KCNQ3 wurden
Spleilvarianten beschrieben [35]. Bei KCNQ4 ist eine Spleilvariante bekannt, bei der das Exon 9
herausgespleifit ist [35]. Von KCNQ5 konnten im menschlichen Gewebe bisher zwei verschiedene
Isoformen nachgewiesen werden. Die im Gehirn exprimierte Isoform aktiviert schneller, deaktiviert
jedoch langsamer als die Variante, die im Skelettmuskel vorkommt. Am Mausmodel konnten drei
verschiedene Spleifivarianten ohne pathologisches Korrelat nachgewiesen werden. Jedoch wurden in
den glatten Muskelzellen immer verkiirzte Isoformen vorgefunden, entweder in Kombination mit der

langen Variante oder exklusiv [56].
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2.5 Der Zebrafisch als Tiermodell

2.5.1 Vorteile des Zebrafisches

Um die Expressionsmuster von KCNQ-Genen und die funktionelle Bedeutung ihrer Spleivarianten zu
untersuchen, eignen sich insbesondere Tiermodelle wie etwa der Zebrafisch, der im lateinischen als
Danio rerio bezeichnet wird.

Beim Zebrafisch handelt es sich um einen Vertebraten, der sich gut als Modelltier fiir menschliche
Erkrankungen eignet. Seit den 1930er Jahren dient er als Tiermodell, da die Embryonen und Larven
eine gute Ubersichtlichkeit aufweisen und sich einfach manipulieren lassen [63]. Danio rerio ist ein
Modelltier, das sich, anders als die meisten Wirbeltiere, einfach ziichten ldsst, Eigenschaften, die
ansonsten nur wirbellose Modelltiere zeigten. Die Embryonen und Larven bieten eine gute
Ubersichtlichkeit iiber die Entwicklung. Der Zebrafisch kann einfach befruchtet werden (in-vitro-
Fertilisation) und weist eine hohe Fekunditit auf. Ein Weibchen kann alle fiinf bis sieben Tage bis zu
300 Eier produzieren. Der Zebrafisch entwickelt sich schnell mit einer Generationenzeit von etwa drei
Monaten und kann aufgrund seiner Grofe auf kleinem Raum bei geringen verbundenen Kosten
gehalten werden [63-65]. Des Weiteren ist das Zebrafischgenom weitgehend sequenziert. Dabei setzt
sich die Sammlung der DNA aus 1,481,241,295 bp in 11,623 Fragmente unterteilt zusammen. Der
durchschnittliche Deckungsgrad betrigt 6.5-7, das heil3t, jedes Fragment ist im Durchschnitt 6,5 bis 7
Mal jeweils iiber verschiedene Individuen sequenziert worden. Die letzte Aktualisierung auf dem
Browser von UCSC wurde fiir Dezember 2008 vermerkt (http://genome.ucsc.edu) (Stand Februar
2010). Der Zebrafisch weist eine gute Balance zwischen Einfachheit und Komplexitit verschiedener
Organsysteme auf, etwa beim Nervensystem [63, 65]. Es ist einfacher strukturiert als etwa beim
Nagetier, jedoch weist es im allgemeinen eine repridsentative Anatomie zum Nervensystem des
Menschen auf [63].

Bei den so genannten forward-genetics wird ein, durch Mutationen hervorgerufener, Phinotyp
beobachtet und im Anschluss erfolgt die Genotypisierung [63]. Im Zebrafisch kdonnen mit dem
Mutagen Ethylnitrosurea (ENU) besser Punktmutationen hervorgerufen werden als in anderen
Vertebraten. Auch durch retrovirale Methoden konnten erfolgreich Mutationen erzielt werden [63].
Eine Methode die unter anderem das Mutagen ENU verwendet sind die so genannten ,jforward-
genetic-screens, wobei die Transparenz der Embryonen und Larven des Zebrafisches diese Methode
vereinfacht [63]. Die Genotypisierungen konnen in groem Mafstab ohne groflen technischen
Aufwand durchgefiihrt werden, da das Zebrafischgenom weitgehend sequenziert und somit die
Klonierung schneller durchfiihrbar ist [63, 66]. Durch ,,large-scale forward-genetic screens* konnten
daher einige Mutationen in Genen gefunden werden, die in orthologen Genen beim Menschen

Krankheiten verursachen. Dabei zeigen sich eindeutige phéinotypische Korrelate [66].
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Durch Manipulationen am Embryo sind weitere Untersuchungen auf molekularer und zelluldrer Ebene
leicht durchfiihrbar. In der Entwicklungsbiologie werden hiufig Zeitrafferaufnahmen gemacht, die
beim Zebrafisch ohne groBen Aufwand durchfiihrbar sind [63]. Das Tiermodell Zebrafisch hat
weiterhin den Vorteil, dass die meisten Untersuchungen am ganzen Organismus vorgenommen
werden konnen. Manchmal zeigen Mutanten des Danio rerio phénotypische Parallelen zu
menschlichen Erkrankungen, was die Untersuchung unbekannter molekularer Ursachen ermdglicht.
Auch fiir erworbene Krankheiten eignet sich der Zebrafisch aufgrund der einfachen Manipulierbarkeit
hervorragend als Modelltier [63]. Sdugetiere konnen nicht in groBer Zahl untersucht werden, so dass
oftmals zuerst Zellkulturen untersucht werden. Meist existieren jedoch Unterschiede zwischen
einzelnen Zellen und ganzen Organismen (Tabelle 2, Tabelle 3) [64]. Auch hier bietet sich
Danio rerio als geeignetes Tiermodell an.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Tiermodell Zebrafisch verwendet, um die Expressionsmuster
und die funktionelle Vielfalt von KCNQ-Genen im Detail zu untersuchen. Als Studienobjekt wurde
dabei nicht das adulte Tier verwendet, sondern Zebrafisch-Embryonen in unterschiedlichen

Entwicklungsstadien.
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2.5.2 Gegeniiberstellung verschiedener Tiermodelle

Praktikabilitit

Haltungskosten

Jahreskosten pro Tier

anatomische Ahnlichkeit

molekulare/genetische Ahnlichkeit
pathologische Ahnlichkeiten

Aufbewahrung z.B. Spermaproben
molekularbiologische Moglichkeiten

transgene Tiere

gezielte Genmodifikationen

transiente in vivo Assays

TILLING

Durchfiihrbarkeit umfangreicher genetischer Screens
Bezahlbarkeit umfangreicher genetischer Screens
fortschreiten der Sequenzierung

fortschreiten des Wissens

zellbiologisches Werkzeug

Zelllinien und Gewebekulturen

vorhandene Antikorper

Fliege

++

++

F++

++++

++++

F++

++

++

++

Modellorganismus
Zebrafisch Maus
! T
1
+ ++
++ +++
++ +++
+ +
++ ++
- ++++
++++ +
++++ ++
+++ ++
+++ +
++ +++
++ ++++
+ ++++
+ ++++

Ratte

++
F++

+++

+ o+ o+

+

++

++

+

++

Tabelle 2: Gegeniiberstellung verschiedener Tiermodelle (nach [63]). -: nicht relevant oder schwach,

+-++++: relative Stérke; |: gering, 1: hoch, TILLING: targeting induced local lesions in genomes.
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2.5.3 Vergleich zwischen Mensch und Zebrafischmodell

Merkmal Parallelen zum Menschen Unterschiede zum Menschen
Genomstruktur diploider Chromosomensatz, enthilt epthéilt z.T. G.end.uplikationen durch
alle Gene der Vertebraten die Genomduplikation
Wassertier, enthilt einen
Anatomie Vertebrat stromgiinstigen Korper und
unterschiedliche Lokomotorik
Nahrungsspektrum Allesfresser Poikilothermisch, optimales
und Metabolismus Wachstum bei 28,5°C
determinierte  GroBe, saltatorisches starke. Tendenz ~ zur Regeneratlon
Wachstum verschiedener Gewebe wie Herz,
Wachstum .
Flosse und Retina
juvenile und adulte Wachstumsphase
zum Zelt.p}mkt der Repro@uktlyltat, 3-5 Jahre, Generationen von 3
Lebenserwartung altersspezifische physiologische
2 . . Monanten
Veridnderungen wie etwa kognitive
Funktionen
Stadien und Prozesse der Zellteilung, Sehr schnell, nicht- plazentar, ex-vivo,
Embryologie Strukturierung, Gastrulation, Einfluss maternaler  Transkripte,
Somitogenese, Organogenese Schliipfen
axiale Muskulatur und Muskulatur des
Bewegungsapparates, topographisch getrennte, schnell- und
quergestreifte, glatte und langsam zuckende Muskeln, Flossen-
Muskulatur .
Herzmuskulatur vorhanden, schnelle antrieb, Bewegungsapparat schwach
und langsame quergestreifte ausgeprigt
Muskulatur
representative Anatomie mit
Vorderhirn, Mittelhirn, Kleinhirn,
Dienzephalon, Telenzephalon, das Telenzephalon besitzt nur einen
Zerebellum, peripheres Nervensystem rudimentédren Kortex
mit motorischer und sensorischer fischspezifische sensorische Organe
Nervensystem und ~ Komponente, enterisches und wie das Seitenlinienorgan

Verhalten autonomes Nervensystem; das Verhalten und die kognitiven
spezialisierte sensorische Organe wie Funktionen sind im Vergleich zum
Augen, Geruchsorgan und Ohren; Menschen stark vereinfacht
integrierte  neuronale = Funktionen,
Gedichtnis, Konditionierung  und
soziales Verhalten
. . Atrium und Ventrikel vorhanden, Fehlen eines separaten
Kardiovaskuléres . . . .
Blutzirkulation in Arterien und Venen, Lungenkreislaufs parallel zum
System .. . R
separates Lymphsystem Korperkreislauf; keine Lymphknoten
keine geschlechtsspezifischen
. . . Chromosomen,
Keimzellentwicklung, zellulédre . .
. . . Geschlechtsbestimmung ungewiss,
Reproduktion Anatomie  von  Keimzellorganen, o .
. . Fertilisation erfolgt ex vivo, Oozyten
Testikeln und Ovarien . . .
sind von Chorion umgeben, nicht von
einer Zona pellucida, keine Siugetiere
i Mutationen durch die sogenannten hohe Inzidenz an spontanen Tumoren
Genomstabilitét

“forward-genetic screens*

oder Tumoranfilligkeit

Tabelle 3: Gegeniiberstellung vom Modelltier Zebrafisch zum Menschen (der Bereiche, die fir KCNQ
entscheidend sind) (nach [63]).
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2.5.4 Entwicklungsstadien des Zebrafischembryos

Es werden sieben Stadien der Embryogenese unterschieden, die Zygote, die Furchung, die Blastula,

die Gastrula, die Segmentation, die Pharyngula und das Schliipfen (Tabelle 4) [67].

Zeitpunkt Stunden Beschreibung

Zygote 0 das frisch befruchtete Ei beendet den ersten Zellzyklus

zweiter bis siebter Zellzyklus, diese verlaufen schnell und

Furchung Ya synchron

schnelle metasynchrone Zellzyklen acht und neun, anschlielende

1
Blastula 2 langer andauernde asynchrone Zyklen, Beginn der Epibolie

Morphogenetische Involutionsbewegungen, Konvergenz und
Gastrula SV Extension von Epiblast, Hypoblast und der embryonalen Achse
bis zum Ende der Epibolie

Entstehung von Somiten; primordialer Schlundbogen und
Segmentation 10 Neuromere entwickeln sich, primdre Organogenese, friihe
Bewegungen, der Schwanz entsteht

Stadium des phylotypischen Embryos, Korperachse wird iiber

Pharyngula 24 den Dottersack  gestreckt, Zirkulation, = Pigmentation,
Flossenentwicklung
Abschluss der schnellen Morphogenese der primédren
Schliipfen 48 Organsysteme, Knorpelentwicklung am Kopf und an der

pectoralen Flosse, Schliipfen geschieht asynchron

Die Schwimmblase entfaltet sich, Beginn der Futtersuche und

frithe Larve 72 aktives Vermeidungsverhalten

Tabelle 4: Stadien der frithen Entwicklung des Zebrafischembryos (nach [67]).

Die Einteilung in das jeweilige Stadium erfolgt am lebenden Embryo mittels Mikroskop. Ab der Phase
der Segmentation entstehen Somiten, die Zellen differenzieren sich morphologisch und es kommt zu
den ersten Korperbewegungen. Bei den Somiten handelt es sich um mesodermale Komponenten der
frithen Rumpf- oder Schwanzsegmente oder Metamere. Diese formen die Myotome, Sklerotome und
eventuell die Dermatome, wobei nicht nachgewiesen ist, ob diese beim Zebrafisch existieren. Die
Einteilung in Somiten ist genauer als die Angabe in Stunden bei der Entwicklung, da einzelne
Embryonen unterschiedlich schnell die einzelnen Phasen durchlaufen [67].

Ab der Phase der Pharyngula (24-48 Stunden) ist der Embryo so weit entwickelt, dass man die
Morphologie mit der anderer Vertebratenembryonen vergleichen kann. Pigmentzellen und
verschiedene Strukturen des ZNS differenzieren sich. Das kardiovaskuldre System bildet sich aus, im
Herz entstehen Kammern und es beginnt zu schlagen. SchlieBlich kommt es zu einer Entwicklung des
Verhaltens. Es entstehen eine taktile Sensitivitidt und Schwimmbewegungen.

Das Schliipfen (48-72 Stunden) ist nicht als Stadieneinteilung zu verwenden, da individuell sehr grof3e
Unterschiede bestehen. Bei Standardtemperatur kann dies {iber den gesamten dritten Tag oder spiter
verteilt sein. Dabei sind die Individuen, die schon geschliipft sind nicht weiter entwickelt, als die, die

noch im Chorion verbleiben. Bis zum Ende des dritten Tages spricht man von Embryonen und spiter
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von Larven, unabhéngig davon, ob sie bereits geschliipft sind oder noch nicht. Ab dem dritten Tag hat
die geschliipfte Larve fast ihre gesamte Morphogenese beendet und wichst weiterhin schnell [67].

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung der KCNQ-Homologen und ihrer
SpleiBvarianten ausschliesslich Entwicklungsstadien von 18 Somiten (ab 10 Stunden) und 96 Stunden
verwendet, da diese Stadien bisher am hiufigsten in der Forschung Verwendung fanden und der
Zebrafischembryo in frithen Entwicklungsstadien groBere Ahnlichkeiten zum menschlichen Embryo
hat. Fiir spétere In-situ-Hybridisierungen eignen sich die frithen Entwicklungsstadien sehr gut, da der
Embryo noch durchsichtig ist und somit als Ganzes Tier mit Proteinase-K angedaut und anschlieBend
angefirbt werden kann, was beim adulten Tier nicht mehr moglich ist. Fir die In-situ-
Hybridisierungen eignen sich besonders Zebrafischembryonen zwischen 24 und 48 Stunden, was in

fritheren Studien gezeigt werden konnte [68].

2.6  Fragestellung

Evolutionir gesehen haben viele Gene, die bei Wirbeltieren vorkommen schon bei wirbellosen Tieren
existiert. Die KCNQ-Genfamilie, die auch bei wirbellosen Tieren [69, 70] Orthologe zur humanen
KCNQ-Familie aufweist sollte beim Zebrafisch reprasentiert sein. Nachdem in verschiedenen Spezies
unterschiedlich viele Gene die KCNQ-Genfamilie definieren, stellte sich die Frage, wie viele Gene
beim Zebrafisch fiir kcng vorhanden sind und ob jedes humane KCNQ-Gen mindestens ein Ortholog
beim Zebrafisch hat. Bei den humanen KCNQ-Genen wurden verschiedene Spleivarianten gefunden.
Auch beim Zebrafisch sollte deshalb nach moglichen SpleifSvarianten gesucht werden und diese mit
den humanen Orthologen verglichen werden. Zusammenfassend sollte somit in der vorgelegten Arbeit
geklirt werden, in wie weit die Gene zwischen den Spezies Mensch und Zebrafisch konserviert sind
und ob der Zebrafisch als geeignetes Modelltier fiir die Erforschung der pathogenetischen

Zusammenhinge bei menschlichen Erkrankungen in Frage kommt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Agar Nihrboden/ LB-Medium
Agar

Ampicillin (D[-]-a-Aminobenzylpenicillin)
Aqua bidest.
Dimethylforamid
IPTG Isopropylthio-p-D-galactoside
NaCl
Trypton
Xgal: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactoside
Yeast extract

DNA-Extraktion
Nucleo Spin ® Extract II

Elektrophorese
Agarose
Aqua bidest.
Ethidiumbromid (10 mg/ml)
fast ruler™ DNA-ladder middle range
gene ruler™ (0,5 pg/ul),50 bp DNA-ladder
gene ruler™ (1 ug/ul) 1 kb DNA-ladder
Loading dye
TAE-Puffer

Klonierung
dATP
MgCl, 50 mM
Rekombinante Tag-DNA-Polymerase 5 U/ul
Tag-Puffer 10x PCR Rxn Puffer (-MgCl,)
Ligation:
Salt solution 1,2 M NaCl, 0,06 M MgCl,
TOPO II-Vector pCR®II-TOPO®-Vektor
TOPO TA cloning ® Kit Dual Promotor
Transformation:
QIAprep Spin Miniprep Kit
TOP10F’ kompetente Zellen
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Fluka
Sigma

H. Kerndl
Sigma
Carl Roth
Merck
Fluka
Carl Roth
Fluka

Clontech

Sigma

H. Kerndl
Sigma

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas

Invitrogen

Fermentas
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Qiagen
Invitrogen



Reamplifikation
H,0 HPLC

Titaniumpuffer
Titaniumtaq

Restriktionsenzyme und Puffer
Enzym 10 U/ul, Puffer mit BSA 10x
EcoRI - Unique

RNA-Gewinnung aus Zebrafischembryonen

Chloroform
Ethanol
Isopropanol
Trizol
RT-PCR
dATP 100 mM
dCTP 100 mM
dGTP 100 mM
dTTP 100 mM
RNAsin
Titan One Tube RT-PCR System

3.1.2 Gerdte

Elektrophorese
Electrophoresis Power supply EPS200

Fluoreszenz
UV-Transilluminator
Kamera
Kaiser RT1
Kamera Avt Horn
OD-Messung
GeneQuant RNA/DNA Calculator
PCR
PCR: MJ Research PTC-200
RT-PCR: Applied Biosystems GeneAmp PCR-System 2400
Waagen
Mettler AC 100
Mettler P 1210
Zentrifugen
Biofuge fresco

Picol7 Centrifuge
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Fluka
Takara
Takara

Fermentas

Fluka
Merck
Merck

Invitrogen

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Promega
Roche

Pharmacia Biotech AB

302 nm Bachofer

Herolab
Sony

Pharmacia

Bio Rad
Applied Biosystems

Mettler Toledo
Mettler Toledo

Haereus

Haereus



Sonstiges

Agarplatten Greiner
Autoklav Schiitt
Eisschrank Scotsman
Eppendorfgefilie Eppendorf
Gefrierschrank -20 °C Liebherr
Gefrierschrank -80 °C Siemens

Inkubator (fiir Agarplatten)

Uniquip-Laborgerite

PCR-Gefdle Sarstedt
Pipetten 2-1000 pl Eppendorf
Pipettenspitzen 2-1000 pl Eppendorf

Schiittelinkubator Unitron- Infors
Thermomixer compact Eppendorf
10mm Ultramikrovolumenzelle Hellma

Vortex Heidolph
Wasserbad Kéttermann

3.1.3 Oligonukleotid-Primer fiir die PCR

Die Primer wurden individuell entworfen und bei Metabion, Martinsried bestellt.

Die verwendeten Primer sind im Anhang aufgefiihrt.

3.1.4 Losungen

Die Herstellung der Losungen ist im Teil Methoden unter 3.2.7 beschrieben.

3.2 Methoden

Die Zebrafischembryonen (Wildtyp) im Alter von bis zu 96 Stunden wurden zur Verfiigung gestellt
von der Arbeitsgruppe Dr. Laure Bally-Cuif aus der GSF (Forschungszentrum fiir Umwelt und

Gesundheit). Sie wurden in TRIzol oder Methanol gelagert.

3.2.1 RNA-Gewinnung

3.2.1.1 RNA-Isolation aus Zebrafischembryonen in TRIzol

Die Eppendorfbehilter mit Zebrafischembryonen (18 Somiten bis 4 Tage) in TRIzol wurden auf

Raumtemperatur aufgewirmt. Pro Milliliter TRIzol wurden 200 pl Chloroform hinzugefiigt. Danach
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wurde alles gut gemischt und 2-3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation bei 10.000 U/min fiir 15 min und 4 °C. Dabei wurde eine Phasentrennung von RNA,
DNA und Proteinen erreicht. Die obere wissrige Phase enthielt die RNA und wurde vorsichtig mit der
Pipette entnommen und in ein neues Eppendorfgefill pipettiert. Je Eppendorfgefal wurden 500 pl
Isopropanol hinzugegeben, wieder geschiittelt und das Gemisch bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten
inkubiert. Mit 13.000 U/min wurde erneut bei 4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Hiernach war die
RNA am Boden des EppendorfgefiBes als kleines Pellet sichtbar. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet mit 1 ml Ethanol (75 %) gewaschen und anschlieBend mit 13.000 U/min bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Eppendorfrohrchen anschlieBend kurz zentrifugiert
und der Rest des Ethanols vorsichtig abpipettiert. Das Pellet wurde kurz fiir 2-3 min. angetrocknet, um
das restliche Ethanol verdampfen zu lassen. Alle Schritte erfolgten mit RNAse-freien Materialien.
Danach wurden, je nach Grofle des Pellets, 10-20 pl Wasser hinzugefiigt und kurz gevortext, um das

Pellet zu 16sen. Die gewonnene RNA wurde bei -80 °C gelagert.

3.2.1.2 Konzentrationsbestimmung der gewonnenen RNA und Qualititskontrolle

Uber die Messung der optischen Dichte (OD) kann die Konzentration der RNA bestimmt werden.
Hierzu wurde der GeneQuant RNA/DNA Calculator verwendet. Die Referenzprobenmessung erfolgte
mit reinem H,O bei einer Wellenldnge von 260 nm, die dem Absorptionsmaximum von Nukleinsdauren
entspricht. Im Folgenden wurde zur Messung jeweils 1 ul RNA mit 99 ul H,O in einer 10 mm
Ultramikrovolumenzelle verdiinnt. Je nach Konzentration wurden fiir die RT-PCR 0,5-2 ul RNA
verwendet.

Zur Uberpriifung der Qualitit der RNA wurde 1 ul RNA mit 9 ul H,O und 3 pl loading dye verdiinnt
und auf ein 1%-Agarosegel aufgetragen. Zur Kontrolle wurden 5 pl H,O, 3 ul loading dye und 5 pl
gene Ruler 1 kb DNA ladder verwendet. Die Elektrophorese lief bei 190 mA etwa 90 Minuten. Unter
UV-Licht erfolgte die Qualitdtskontrolle, wobei die ribosomale RNA (rRNA) als zwei Banden bei
etwa 1000 bp und 2500 bp sichtbar wurde.

3.2.2  Polymerasekettenreaktion

Die PCR wurde 1984 von Kary Mullis als Methode zur Vervielfiltigung spezifischer DNA-Sequenzen
entwickelt. Die Zielsequenz muss dabei von anderen bekannten Sequenzen flankiert sein [71]. Zur
Durchfithrung der PCR werden neben der Ziel-DNA noch ein Primerpaar, dass mit den bekannten,
angrenzenden Sequenzen hybridisiert, alle vier Desoxribonukleotidtriphosphate (dATP,dTTP, dCTP
und dGTP zusammengefasst als dANTP) und die hitzestabile DNA-Polymerase benotigt. Diese
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Polymerase stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus und bleibt bei Temperaturen
von 90-95 °C stabil.

Jeder PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten. Zunichst erfolgt die Strangtrennung bei 95 °C. Es folgt
die Annealingphase (Hybridisierung der Primer) bei 54 °C in der sich die Primer an die
komplementiren DNA-Sequenzen anlagern. Durch den groBen UberschuB and Primern, kommt es
beim Abkiihlen nicht mehr zur Doppelstrangbindung. Die folgende DNA-Synthese erfolgt bei 72 °C.
Die Tag-DNA-Polymerase verldngert die Primer an beiden Stringen in 5’—3’ Richtung. Die in jedem
Zyklus neu entstandene DNA dient als Matrize fiir den neuen Zyklus, wodurch die Zielsequenz

exponentiell amplifizert wird [72, 73].

Es gibt bestimmte Kriterien, nach denen Primer entworfen werden. So sollten die Primer zwischen 18
und 30 Basenpaare betragen, um die Hybridisierung optimal zu gewdhrleisten. Die optimale
Schmelztemperatur liegt zwischen 55 und 60°C, kann aber stark nach unten oder oben hin abweichen.
Zwischen den jeweils verwendeten Primerpaaren soll die Differenz in der berechneten
Schmelztemperatur nicht mehr als 2 bis 3°C betragen [74]. Um in der vorliegenden Arbeit dhnliche
Primerpaare zu erhalten wurden die jeweiligen Primer nach folgenden Kriterien entworfen: Jeder
Primer sollte zwischen 20 und 28 Basenpaare lang sein. Die Schmelztemperatur (T,) der Primer

wurde wie folgt berechnet:

T = (Anzahl von A+T) x 2°C + (Anzahl von G+C) x 4°C

Die Primer wurden so entworfen, dass die Ty, zwischen 74°C und 78°C lag und entsprechende
Primerpaare einer Sequenz dabei moglichst dhnliche Temperaturen aufwiesen. Der Anteil der
Basenpaare Guanin und Cytosin sollte mindestens 40 %, maximal 80 % betragen. Die Endung der
Primer wurde mit Adenin oder Thymin festgelegt. Die Endung der jeweiligen Primer d.h. die letzten
2-3 Aminosduren sollten nicht kompatibel sein, da ansonsten die Gefahr besteht, dass die beiden
Primer aneinander binden. Die Primer durften, wenn moglich, keine Palindromsequenzen (wie z.B.

cccegggg oder cgegegeg) enthalten. Das 3°-Ende musste immer eine sichere Sequenz sein.

3.2.2.1 Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Bei der RT-PCR wird mRNA als Ausgangsmaterial verwendet und mit Hilfe der reversen
Trankriptase in cDNA umgewandelt. Die cDNA dient in einem weiteren Schritt als Matrize fiir die
Amplifizierung der Zielsequenz [73].

Es wurde das Titan One Tube RT-PCR System verwendet. Dabei werden die reverse Transkription
und die Polymerasekettenreaktion in einem Ansatz gewdhrleistet. Die Schritte werden durch einen

Enzymmix gewéhrleistet, in dem neben der AMV reverse Transkriptase auch der High Fidelity
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Enzymmix aus Taq-DNA-Polymerase und Tgo-DNA-Polymerase fiir die PCR enthalten sind. Die
Tgo-DNA-Polymerase besitzt eine 3’—5° Kontrolllesefunktion, was die Fehlerrate minimiert.
Daneben wird ein einziger optimierter RT-PCR-Puffer verwendet.

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis am Arbeitsplatz fir RNA mit RNase-freien Pipetten und

Materialien durchgefiihrt, um das Risiko fiir Verunreinigungen zu minimieren.

Menge Reagenz
1wl dNTP
2,5ul DTT
10 Wl Puffer
0,5 ul RNAsin
30 ul H,O
1 Enzymmix
2ul Primer I
2wl Primer 11
1wl RNA

Tabelle 5: Reaktionsansatz fiir die RT-PCR.

Der erste Zyklus der RT-PCR bei 50 °C diente der reversen Transkription. Zur Denaturierung der
RNA wurde der Ansatz fiir 2 Minuten auf 94 °C erhitzt. Danach erfolgte die PCR mit 10 Zyklen
Denaturierung, Annealing und Elongation (Tabelle 7). Die Dauer der Elongation richtet sich nach der
Linge der jeweiligen PCR-Fragmente (Tabelle 6), durch die Lange der zu synthetisierenden DNA-

Fragmente in dieser Arbeit meist 1 Minute.

PCR- Fragment Linge < 1kb 1,5 kb 3 kb 4.5 kb 6 kb

Dauer der Elongation 45's 1 min 2 min 3 min 4 min

Tabelle 6: Auswahl der Zeit fiir Elongation (Herstellerangaben One Tube PCRsystem).

In den zweiten 25 Zyklen der PCR wurde die Elongationszeit durch das RT-PCR-Gerit automatisch
um 5 Sekunden pro Zyklus verlingert. Am Ende erfolgte eine einmalige verlingerte DNA-
Synthesephase von 7 Minuten. Danach wurde die synthetisierte DNA auf 15 °C gekiihlt (Tabelle 7).

Die Annealingtemperatur ist von der Schmelztemperatur der Primerpaare abhéingig. Gegebenenfalls
wurde die Annealingtemperatur von 65 °C auf 63 °C reduziert, sofern auch bei Zugabe von maximal

4 ul MgCl, keine DNA-Bande in der anschlieBenden Elektrophorese sichtbar war.
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Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
1x 50 °C 30 Minuten
1x 94 °C 2 Minuten

94 °C 10 Sekunden
10x 65 °C 30 Sekunden

68 °C 1 Minute

94 °C 10 Sekunden
25 x 65 °C 30 Sekunden

68 °C 1 Minute
1x 68 °C 7 Minuten
1x 15 °C ©

Tabelle 7: Reaktionsbedingungen der RT-PCR.

3.2.2.2 Reamplifikation

War die Menge an cDNA nach der RT-PCR zu gering, so folgte eine Reamplifikation der cDNA
mittels konventioneller PCR. Dazu wurde die cDNA je nach Ausgangskonzentration mit HPLC-
Wasser auf 1:100 oder 1:500, selten auch auf 1:1, 1:10, 1:20 bzw. 1:50 verdiinnt.

Zur nachfolgenden Sequenzierung wurde dann jeweils die hochste Verdiinnungsstufe gewihlt, bei der

noch eine akzeptable Konzentration an cDNA mittels Gelelektrophorese nachweisbar war.

Menge Reagenz
Sul Titaniumpuffer
1ul dNTP
1ul Titanium-Taq
40 ul H,O
1 ul Primer I
1 ul Primer II
1ul DNA (verdiinnt)

Tabelle 8: Reaktionsansatz fiir die Reamplifikation.

Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer
1x 95 °C 1 Minute
30 x 95 °C 30 Sekunden
68 °C 90 Sekunden
1x 68 °C 7 Minuten
1x 4°C 0

Tabelle 9: Reaktionsbedingungen der Amplifikation mit Titaniumenzym.
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3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose ist ein pflanzliches Polysaccarid, dass im Gel netzartige Strukturen bildet, durch die die
DNA-Fragmente je nach angelegter Spannung ihrer GréBe entsprechend wandern [73, 75].

Die Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Feld erfolgt vom Minuspol zum Pluspol [75].
Hauptladungstriger der DNA ist der negativ geladene Zucker-Phosphat-Teil der DNA. Die
Wanderungsgeschwindigkeit hiangt von verschiedenen Faktoren ab, am wichtigsten ist die GroBe der
DNA. Lineare doppelstringige DNA-Molekiile wandern mit Geschwindigkeiten, die umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihrer GroBe sind. Weitere Faktoren sind die Stromstirke, die
Pufferbedingungen und die Agarosekonzentration. Je kleiner die aufzutrennenden DNA-Fragmente
sind, desto hoher sollte die Agarosekonzentration sein. Auch die Form der DNA (z.B. superhelikal
oder offen) beeinflusst die Wanderungsgeschwindigkeit. Linearisierte DNA wandert bei gleichem
Molekulargewicht langsamer als superhelikale DNA [76]. Zur Darstellung der DNA unter UV-Licht
dient Ethidiumbromid, welches dem Agarosegel zugesetzt wird. Dieses bindet an die DNA-
Doppelhelix, veridndert dabei sein Emissionsspektrum und fluoresziert danach intensiv unter UV-
Licht. Bei der Wanderung der DNA durch das Gel kumulieren die Proben das Ethidiumbromid. DNA-
Fragmente ab 50 ng lassen sich so als Banden nachweisen [72].

Es wurde 1%-Agarosegel verwendet, bei kleineren und nicht klar trennbaren DNA-Fragmenten auch
2-3%-Agarosegel. Zur Darstellung der alternativen Exons iiber die Gelelektrophorese wurde 3%-
Agarosegel verwendet, da die alternativen Exons teilwese eine geringe GroBe von minimal 155 bp
besalen.

Durch die Gelelektrophorese konnten die DNA-Produkte von verunreinigenden Produkten getrennt
werden. Die zu erwartende Grofle der DNA wurde mit dem mitgelaufenen Standard Gene ruler 1kb
DNA ladder verglichen und die Bande dann unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten.
Kontrollen liefen mit 190 mA und zu gewinnende Sequenzen mit 150 mA 90-120 Minuten in der
Gelelektrophorese. Zur genauen Grofenbestimmung der DNA wurden die Proben teilweise mit bis zu
90 mA fiir 6-8 Stunden in der Elektrophoresekammer belassen. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer

verwendet, der das Gel vollstindig bedeckte.

3.2.4 DNA-Gewinnung

3.2.4.1 DNA-Extraktion von Agarosegel

Die Isolierung der DNA erfolgte mit dem Nucleo Spin® Extract II. Die Isolierung der DNA beruht auf
der Bindung der DNA an einer Silicamembran in Zusammenhang mit chaotropen Salzen.
Kontaminationen wie Salze und andere Makromolekiile werden mit einem Waschpuffer und Ethanol

entfernt.
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Das Gewicht der ausgeschnittenen Banden wurde mit einer geeichten Waage bestimmt. Zunéchst
wurde das Gel lysiert. Dafiir wurden pro 100 mg Gel 200 ul NT-Puffer zugesetzt (bei einem 2%-Gel
wurden pro 100 mg 400 pul NT-Puffer verwendet) und das Gemisch bei 50 °C im Thermomixer
inkubiert, bis sich das Gel vollstidndig gelost hatte. Alle zwei Minuten wurde gevortext. Um die DNA
zu binden wurde der NT-Puffer mit dem gelosten Gel in ein Nucleo Spin® Extract II Rohrchen mit
2 ml Auffangrohrchen pipettiert und bei 13.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Nucleo Spin® Extract I Rohrchen zuriick in das Auffangrohrchen gestellt. Um die
Silicamembran zu waschen, wurden 600 pul NT3-Puffer auf die Membran gegeben und bei
13.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und die beiden Réhrchen wieder
ineinander platziert. Um die Membran zu trocknen und den NT3-Puffer zu entfernen, wurde erneut fiir
2 Minuten mit 13.000 U/min zentrifugiert. Danach wurde das Nucleo Spin® Extract II Réhrchen ohne
Auffangbehilter fiir 3 Minuten an der Luft getrocknet, um Pufferreste von der Membran zu entfernen.
Die Eluierung der DNA erfolgte iiber das Spin® Extract Il Rohrchen in ein 1,5 ml EppendorfgefiB.
Auf die Membran wurden 30 pul NE-Elution Puffer aufgetragen, bei Raumtemperatur 5 Minuten
inkubiert und anschlieBfend bei 13.000 U/min fiir 1 Minute zentrifugiert. Danach wurde der DNA
enthaltende NE-Puffer aus dem Eppendorfrohrchen entnommen und erneut auf die Silicamembran
gegeben, um die DNA-Ausbeute zu erhdhen. Es wurde erneut 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend mit 13.000 U/min zentrifugiert. Die gewonnene cDNA wurde bei -20 °C
gelagert.

3.2.4.2 Konzentrationsbestimmung und Qualititskontrolle

Die Konzentrationsbestimmung der cDNA erfolgte mittels Messung der optischen Dichte
(siehe 3.2.1.2).

Zur Qualitédtskontrolle der DNA wurde jeweils 1 ul ¢cDNA mit 9 ul HyO und 3 ul loading dye
gemischt. Als Standard wurden 5 pl einer Fertigmischung DNA ladder middle range, die 20 ng/ul
DNA entspricht, auf das 1%-Agarosegel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 190 mA fiir

90 Minuten. Unter UV-Licht wurden Fotos in verschiedener Beleuchtungsstirke gemacht.

3.2.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgt durch die Didesoxymethode mittels kontrollierter Beendigung der
enzymatischen Replikation, die durch Frederick Sanger und Mitarbeitern entwickelt wurde [77]. Die
Sequenzierung wird in einem Reaktionsgemisch mit hitzestabiler DNA-Polymerase durchgefiihrt.
Zum Reaktionsansatz wird jedoch nur ein Primer hinzugesetzt, was im Gegensatz zur reguliren PCR
zu einem linearen Anstieg des PCR-Produkts fiithrt. Zu einer einzelstringigen DNA wird die

komplementére Basenfolge synthetisiert.
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Zusitzlich zu den vier Desoxyribonukleotidtriphosphaten wird eine geringe Menge an 2°3’-
Didesoxyanaloga dem Ansatz hinzugefiigt, was gelegentlich zum Kettenabbruch fiihrt [77]. Dabei
wird an jedes Didesoxyribonukleotid eine Fluoreszenzmarkierung angebracht, die fiir jedes
Kettenabbruchnukleotid spezifisch geférbt ist [72]. Durch das fehlende 3’-Hydroxylende kann die
nichste Phosphodiesterbindung nicht gekniipft werden und es kommt zum Kettenabbruch. Die
entstandenen Fragmente werden anschlieBemd mittels Gelelekrophorese aufgetrennt [77] und die
einzelnen DNA-Banden anhand der unterschiedlichen Fluoreszenz detektiert, deren Abfolge die

Sequenz darstellen [72]. Die Sequenzierung wurde von der Firma MWG iibernommen.

3.2.6 Klonierung

Eine andere Moglichkeit DNA-Fragmente zu vervielfiltigen ist die Klonierung. Von Vorteil ist dabei,
dass beliebige Mengen in kurzer Zeit gewonnen werden konnen. Zur Klonierung eignen sich
Bakterien, da fremde DNA leicht einzuschleusen ist und sie eine sehr hohe Vermehrungsfahigkeit
besitzen. Da freie DNA in Bakterien nicht stabil ist, muss diese in Form eines Vektors in die Bakterien
kloniert werden. Ist der Vektor in die Wirtszelle eingebracht, ist er in der Lage sich unabhingig vom
Wirtsgenom zu vervielfiltigen [73].

In dieser Arbeit wurde das TOPO TA Cloning® System mit dem pCR®II-TOPO-Plasmid verwendet, in
welches das PCR-Produkt aufgrund des Adenosinrests einfach eingefiigt werden kann. Das Plasmid
pCR®II-TOPO besitzt im Gegensatz zu anderen Plasmiden an beiden Seiten einen so genannten
Promoter (SP6 und T7), so dass nach Linearisierung des Plasmids durch Restriktionsendonukleasen
eine RNA in sense- oder antisense-Richtung hergestellt werden kann (Abbildung 3). Dies ist bei
Plasmiden wie dem pCR 2.1-TOPO mit nur einem Promoter T7 nicht moglich. Das TOPO TA
Cloning® System enthilt Plasmidvektoren mit einem Resistenzgen gegen Ampicillin oder Kanamycin.
Die Bakterien, die das Plasmid aufgenommen haben, konnen auf antibiotikahaltigen Nidhrbodden
kultiviert und selektiert werden.

Auflerdem besitzt das Plasmid das p-Galaktosidasegen (das so genannte lacZ-Gen). Die B-
Galaktosidase hydrolysiert das zugesetzte X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid) zu
Galaktose und dem blau scheinendem 5-Brom-4-chlor-indoxyl. Nach erfolgreicher Ligation kann die
B-Galaktosidase nicht mehr exprimiert werden, wodurch das X-Gal nicht mehr gespalten wird und die
Bakterienkolonien daher weil} erscheinen.

Im Bereich des P-Galaktosidasegens besitzen die Plasmidvektoren eine multiple Klonierungsstelle
(multiple cloning site) mit den Schnittstellen fiir die Restriktionsendonukleasen (Abbildung 3). An
diesen Stellen konnte mit EcoRI geschnitten werden, um eine Grofenkontrolle der DNA-Fragmente

durchzufiihren oder mit einer anderen Restriktionsendonuklease um das Plasmid zu linearisieren.
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lacZa ATG
M13 Revarse Primar | Sph Promoter *
CRG GAR ACH GCT ATG ACC ATG ATT A BT TTR GET GAC ACT ATRA GAR

GTC CTT TGT CGA TAC TEHG TAC TRA ATA AART CCA CTG TGA TAT CTT

Nai'l Hir?i:J 1] Ko | Szr::ll B;lrrH I S,cl:lsrl

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTE GTA COG AGC TOGE GAT CCA CTA GTA ACG GOC

ATE AGT TCGE ATA CGET AGT TOG ARC CAT GGEC TCOG AGC CTA GET GAT CAT TGEC CGE

ler)'.I Et:clrlFEI Eu‘i-FEI EcoR W
C AGT GTGE CTGE GRA TTC GCC CTT I ke AR TTC TGEC ARGR TAT
TCA CAC GAC CTT ARG CGGE GRY PCR Product TTC CCG CTT ARG ACG TCT ATA

Bsfx | Mot | Xho | Nsil Xbal Apa |
I I
CCA TCA CAC TGGE CGGE CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGAR GGG CCC RAT TCG

GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA I

TF Promoter M13 (-20) Forward Primer
AGT GRG TCG TAT TAC AAT TCA [CTE GCC GTC GTT TTAR CRA CGT CGT GAC TGG GAA AAC

\ TCA CTC AGC ATA AT TTA AGT |GAC CGE CAG CAR AAT GUT GCA GCA 1'.1'1'; ACC CTT TTG /

Comments for pCREII-TOPO®
3873 nucleotides

lacZo gene: bases 1-589

Abbildung 3: Plasmidvektor mit Restriktionsstellen (Abbildung von Invitrogen).

Durch diese Eigenschaften konnen die gewiinschten gentechnisch verdnderten Bakterien selektiert
werden. Nur Bakterien, die das Plasmid enthielten, konnten auf Ampicillin-haltigem Néhrboden
wachsen. Enthielten sie Plasmide ohne Fremd-DNA, firbten sie sich blau, wihrend Plasmide mit
eingebauter Fremd-DNA als weifle Kolonie sichtbar waren.

Die Klonierung der DNA-Fragmente wurde in folgende Schritte aufgeteilt, 1) Vorbereitung der DNA
fir die Transformation, 2) Verbindung des Vektors mit der DNA (Ligation), 3) Einbringen der
Ligation in kompetente Zellen (Transformation) und 4) Selektion der Klone, die das DNA-Fragment

enthalten (Picken).

3.2.6.1 Vorbereitung der DNA fiir die Transformation

Der doppelstringige Plasmidvektor des TOPO TA Cloning® Kit liegt linearisiert mit einem 3’-

Thymidin-Uberhang vor. Topoisomerase I ist kovalent an den Vektor gebunden.
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Um die Ligation durchfithren zu konnen, muss an das 3’-Ende des PCR-Produkts ein Adenosin
gebunden werden (Abbildung 4). Die Tag-Polymerase besitzt eine templateunabhiingige terminale

Transferaseaktivitit, die ein einzelnes Desoxyadenosin an das 3’-Ende des PCR-Produktes anhingt.

Topoisomerase

0y
2.

CCCTT FNAGGG
eetta [ CRProduct TTCCC

HO |

Aok

Topoisomerase

Abbildung 4: Einbau des PCR-Produktes in den Vektor (Abbildung von Invitrogen).

Das PCR-Produkt wurde mit dem Reaktionsansatz (Tabelle 10) auf Eis pipettiert und danach bei 72 °C
20 Minuten inkubiert. Danach wurde das Produkt auf Eis gestellt und abgekiihlt.

Menge Reagenz
21 pl PCR-Produkt
0,5 ul MgCl,
2,5 ul Taqg-Puffer
0,5 ul Tag-Polymerase
0,5 ul dATP
gesamt: 25 pl

Tabelle 10: Reaktionsansatz zur Vorbereitung der Transformation.

3.2.6.2 Ligation

Durch die Ligation wurde das cDNA-Fragment mit dem 3’-Adenosiniiberhang in den Plasmidvektor
pCR®II-TOPO (4kb) eingebaut.

Nachdem der Reaktionsansatz (Tabelle 11) auf Eis pipettiert worden war, wurde das Gemisch bei
22 °C fiir 40 Minuten bei unbeheiztem Deckel in der PCR-Maschine inkubiert und danach erneut auf

Eis gestellt.
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Menge Reagenz
4 ul 3’ A PCR-Produkt
1l Salt solution
1l TOPO II Vektor
gesamt: 6 pl

Tabelle 11: Reaktionsansatz fiir die Ligation.

3.2.6.3 Transformation

Bei der Transformation wurde das Plasmid mit Insert in die kompetenten E. coli Zellen One Shot®
TOPIO0F" iibertragen. Die kompetenten Zellen wurden etwa 10 Minuten auf Eis aufgetaut. Danach
wurden 2 pl der Ligation zu den Zellen pipettiert und vorsichtig geriithrt. Die Mischung wurde 1
Stunde auf Eis inkubiert. Nach 30 Minuten wurde erneut umgeriihrt. Wahrend der Inkubation erfolgte
die Bindung der Plasmid-DNA an die Zellmembran. Durch den folgenden Hitzeschock fiir
30 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad wurde die Zellmembran destabilisiert und dadurch die
Aufnahme der Fremd-DNA ermdglicht. Die transformierten Zellen wurden danach mindestens 2
Minuten auf Eis abgekiihlt, bevor je Zell-Aliquot 250 pl SOC-Medium bei Raumtemperatur
dazugegeben wurden. Danach wurden die Zellen im Schiittelinkubator bei 220 U/min. 1 Stunde bei

37 °C inkubiert.

3.2.6.4 Ausstreichen transformierter Bakterien und Selektion kompetenter Zellen

In der Zeit, in der die kompetenten Zellen mit Plasmid-DNA im Schiittelinkubator waren, wurden die
Ampicillin-Agarplatten in der Trockenkammer gelagert, um kondensierte Fliissigkeit bei 37 °C zu
verdampfen. Anschliefend wurden die Agarplatten mit je 40 pl der Farbstoffe X-Gal (20 mg/ml) und
IPTG (250 mg/ml) bestrichen, die Zellen ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

Nach spitestens 17 Stunden wurden die Bakterien aus dem Brutschrank entnommen und iiber Tag bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden von jeder Agarplatte durchschnittlich 8 Kolonien
entnommen und in ein mit 5 ml LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) befiilltes Rohrchen gegeben.
Pro ml LB-Medium wurde 1 ul Ampicillin (100 mg/ml) hinzugefiigt. Danach wurde das Medium mit
den Zellen wieder tiber Nacht mit 230 U/min. und 37 °C im Schiittler inkubiert.

3.2.6.5 Miniprep

Das Miniprep erfolgte durch das QIAprep Spin Miniprep Kit. Zuerst wurden 1,5 ml des LB-Mediums

mit den iiber Nacht gewachsenen Zellen in einem Eppendorfgefil 1 Minute bei 13.000 U/min.
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, erneut 1,5 ml von dem Medium mit Bakterien in das
gleiche Eppendorfrohrchen gegeben und erneut zentrifugiert. Nachdem der Uberstand erneut
verworfen worden war, wurde erneut anzentrifugiert und der Rest des LB-Mediums mit einer Pipette
vorsichtig abgesaugt. Das Bakterienpellet wurde mit 250 pl P1-Puffer resuspendiert.

Nach der Bakterienernte und Resuspension wurden die Bakterien in NaOH/SDS
(Natriumdodecylsulfat) zusammen mit RNase A unter alkalischen Bedingungen mit 250 ul P2-Puffer
lysiert. SDS 16st die Phospholipid- und Proteinkomponenten der Zellmembran und fiithrt dadurch zur
Lyse. Die alkalischen Bedingungen denaturieren die chromosomale und Plasmid-DNA sowie die
Proteine. Das Gemisch wurde vorsichtig mit der Hand hin- und herbewegt, um die Reagenzien zu
vermischen. Zu starke Bewegungen mussten vermieden werden, um die chromosomale DNA nicht mit
der Plasmid-DNA zu vermischen, da die chromosomale DNA bei zu starken Bewegungen segmentiert
werden kann und dadurch sich das Molekulargewicht d@hnlicher wird.

Das Lysat wurde danach schnell mit 350 ul N3-Puffer durch hohe Salzkonzentrationen neutralisiert.
Die hohe Salzkonzentration bewirkt, dass chromosomale DNA, denaturierte Proteine, restliche
Zellbestandteile und SDS prizipitieren, wihrend die Plasmid-DNA in Losung bleibt und renaturiert.
Das Gemisch musste gut geschiittelt werden, um die vollstindige Prizipitation sicherzustellen.

Danach wurde alles 10 Minuten bei 13.000 U/min. zentrifugiert. Die Plasmid-DNA fand sich danach
in der klaren oberen Fliissigkeit. Der fliissige Uberstand wurde auf eine QIA prep spin column®
gegeben und anschlieBend fiir 1 Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die an die
Silicamembran gebundene Plasmid-DNA wurde in einem weiteren Schritt mit 500 ul PB-Puffer
gewaschen und eine Minute zentrifugiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 750 ul PE-Puffer. Es
wurde erneut 1 Minute zentrifugiert, der Uberstand verworfen, erneut zentrifugiert und die Membran
fiir 3 Minuten getrocknet. Danach wurde das QIA prep spin column® in ein neues Eppendorfgefiss
gestellt und 70 pl EB-Puffer auf die Membran aufgetragen. Die Reaktion wurde 5 Minuten stehen
gelassen und danach 1 Minute zentrifugiert. Der Puffer mit der Plasmid-DNA wurde erneut auf die
Membran gegeben, um weitere DNA aus der Membran zu 16sen. Nach erneuter Zentrifugation erfolgte
ein Testverdau und es wurden 2x 15 pl Plasmid-DNA zur Sequenzierung zu MWG eingeschickt. Die

Sequenzierung erfolgte mit SP6 und T7.

3.2.6.6 Verdau

Um in der anschlieenden Gelelektrophorese die Grofle der klonierten DNA-Fragmente bestimmen zu
konnen und um den Erfolg der Klonierung zu iiberpriifen, muss die DNA aus dem Plasmid
herausgeschnitten werden. Hierzu eignen sich Restriktionsendonukleasen. Kurz vor und nach der
Stelle der eingebauten DNA gibt es zwei Schnittstellen fiir das Restriktionsenzym EcoR1. Hierzu
wurden 5ul der durch Miniprep gewonnenen DNA mit 1,5ul Puffer (Unique), 1pul des
Restriktionsenzyms EcoR1 und 7,5 ul H,O bei 37 °C fiir zwei Stunden inkubiert (Tabelle 12).
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Anschlieend wurden zu dem jeweiligen Ansatz 3 ul loading dye hinzugefiigt und das Gemisch
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die DNA-Bande identifiziert. Als Referenz wurde die 7/ kb
DNA-ladder verwendet.

Menge Reagenz
Sul DNA

1,5 ul Puffer (Unique)
1l Enzym (EcoR1)

7,5 ul H,O

Tabelle 12: Reaktionsansatz fiir den Verdau.

3.2.7 Herstellung verschiedener Losungen

3.2.7.1 Agarplatten

Der Ansatz (Tabelle 13) wurde mit bidestilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefiillt und anschlieend
autoklaviert. Zur Selektion der transformierten Bakterien wurden 100 pg/ml Ampicillin in die
abgekiihlte Losung gegeben (d.h. 1 ul Ampicillin pro 1 ml Agarlésung). Um die Verunreinigung mit
Umweltkeimen zu minimieren, wurde der Agar unter dem Abzug in Petrischalen gegossen. Die

Agarplatten konnten im Kiihlschrank bei +4 °C gelagert werden.

Menge Reagenz

75¢g Trypton (Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut)
375¢ Yeast extract

75¢g NaCl
11,25 ¢ Agar

Tabelle 13: Ansatz fiir die Agarplatten.

3.2.7.2 Agarosegel

Zur Herstellung von 1%-Gel wurden 300 ml 1:10 verdiinnter TAE-Puffer mit 3 g Agarosegel versetzt.
Dieser Ansatz wurde in der Mikrowelle unter dem Abzug fiir 150 Sekunden erhitzt, umgeriihrt und
danach nochmals bis zum Siedepunkt in der Mikrowelle erwidrmt. Nach dem Abkiihlen wurden
15 pl Ethidiumbromid zugesetzt und danach vorsichtig und blasenfrei in den Geltrdger gegossen. Bei
hoherprozentigen Agarosegelen wurden pro Gramm Agarose 5 pl Ethidiumbromid (10mg/ml)

zugesetzt.
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3.2.7.3 Ampicillin (D[-]-a-Aminobenzylpenicillin)

Um eine Konzentration von 100 mg/ml zu erhalten, wurde 1g Ampicillinpulver in 10 ml

bidestiliertem Wasser gelost. Das Ampicillin konnte bei -20°C gelagert werden.

3.2.7.4 LB-Medium

Der Kolben mit dem Ansatz (Tabelle 14) wurde mit bidestiliertem Wasser auf 1 Liter aufgefiillt und

autoklaviert.
Menge Reagenz
10g Trypton (Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut)
5g Yeast extract
10g NaCl

Tabelle 14: Ansatz fiir einen Liter LB-Medium.

3.2.7.5 dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Um von einer Ausgangskonzentration von 100 mmol/l auf eine Konzentration von 10 mmol/l zu

gelangen, wurde mit bidestilliertem Wasser 1:10 verdiinnt. Die ANTP wurden bei -20°C gelagert.

3.2.7.6 X-Gal und IPTG

X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3indoyl-f-D-Galaktosidase)

20 mg des X-Gal Pulvers wurden in 1 ml Dimethylformamid gelost, um eine Konzentration von
20 mg/ml zu erhalten. Zur Aufbewahrung wurde ein Eppendorfrohrchen verwendet, das mit Alufolie
umwickelt wurde, um das X-Gal vor Licht zu schiitzen. Die Proben wurden bei -20°C gelagert.

IPTG (Isopropylthio-B-D-galactoside (dioxanfrei))

2 g IPTG wurden in 8 ml bidestiliertem Wasser gelost und anschliefend auf 10 ml aufgefiillt. IPTG
wurde bei -20°C gelagert.
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4 Ergebnisse

4.1  kcng beim Danio rerio

Die Datenbanken http://www.ensembl.org, und http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST wurden

verwendet, um nach kcng-Genen des Danio rerio zu suchen. Hierzu wurde die Aminosduresequenz
der jeweiligen humanen KCNQ-Gene verwendet um nach der cDNA bzw. den Proteinen zu suchen.

Wurde die cDNA der orthologen Gene gefunden, wurde iiber http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

die genomische DNA gesucht. Alle Angaben in der vorliegenden Arbeit beziehen sich auf die Version
Zv8 (Dezember 2008) des publizierten Zebrafischgenoms, falls nicht explizit anders beschrieben.

Es wurden 13 Sequenzen gefunden, die Orthologien zwischen Mensch und Zebrafisch aufweisen. Die
RT-PCR wurde verwendet, um die entsprechenden Fragmente zu verifizieren und zu verldngern. Es
fanden sich letztendlich acht verschiedene kcng-Gene beim Zebrafisch. Sie wurden mit kcnga_d
(kcnga: DN857133 CD595089, kcngd: AL921276), kengb_e (kengb: AF164764, kenge: CN321665),
kenge (AL916915), kengf (EB932200), kcngg (CK238868, EB898557), kcngh (C0O915259,
CD755064), kcngi (noch kein Zugangscode vorhanden) und kcngj (DW642439) bezeichnet. Anfangs
ging man bei kcnqa, kcngd, kengb und kcnge von vier verschiedenen Genen aus. Es stellte sich jedoch
heraus, dass kcnga und kcngd bzw. kcngb und kcnge jeweils ein Gen darstellen, so dass die
Bezeichnung kcnga_d bzw. kengb_e gewihlt wurde.

Fir alle kcng-Gene konnte das gesamte so genannte offene Leseraster (open reading frame)
sequenziert werden, d.h. der Bereich, der zwischen Start- und Stopp-Codon liegt. Aufgrund der noch
vorhandenen Unvollstidndigkeit der Datenbank und den dadurch bedingten Liicken im Genom bei der
anfangs verwendeten Version Zv6 konnte das gesamte offene Leseraster von kcnga_d nur aufgrund
der Klone CD605499 und CD595089, die uns freundlicherweise von Dr. Song Huaidong zur
Verfiigung gestellt wurden und kcngi nur durch degenerierte Primer der Goldenen Dickopfelritze
(Pimephales promelas) und des Atlantischen Lachses (Salmo salar) sequenziert werden.

Mit den Sequenzen der acht kcng-Gene des Zebrafisches konnten diese tiber UCSC den jeweiligen
Chromosomen zugeordnet werden (Tabelle 15). In der Version Zv8 wurde kcnga_d bei UCSC auf
Chromosom 25, gefunden, die letzten vier Exons jedoch auf dem so genannten reverse strand. In der
Version Zv6 waren die letzten vier Exons noch auf Chromosom 21 zu finden gewesen. Die
genomische DNA von kcngb_e wurde auf Chromosom 8, die von kcngc auf Chromosom 13, die von
kengf auf Chomosom 1, die von kcngg auf Chomosom 7, die von kcngh auf Chromosom 2 und die von
kcngj auf Chomosom 19 des Zebrafischgenoms detektiert. In der Version Zv6 von Mirz 2006 wird
kengi Chomosom 13 zugeordnet. In der aktuellen Version Zv8 kann kcngi keinem Chromosom mehr
zugeordnet werden. Dabei finden sich auch das erste und letzte Exon, die in der Version Zv6 nicht zu
finden waren und nur durch die degenerierten Primer sequenziert werden konnten.

In der Version Zv6 waren zwei verschieden Gene der gleichen Genfamilie auf dem Chromosom 13 zu

finden (kcngc und kcngi), allerdings mit unterschiedlichen genomischen Koordinaten. (genomische
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Koordinaten Zv6 kcngc ab Basenpaar 32235837, kcngi ab Basenpaar 15938297, jedoch nicht iiber das
erste Exon definiert). Da derzeit keine Aussage iiber die Lokalisation getroffen werden kann, ist es

fraglich, ob diese ehemaligen Angaben in zukiinftigen Versionen verifiziert werden konnen.

Gen kenga_d kcngb_e kcngc kengf kcnqg kengh kenqi kengj

Chromosom 25 8 13 1 7 2 13 (7) 19

Tabelle 15: Genomische Lokalisation der kcng-Gene des Zebrafisches.

4.1.1 Orthologien der menschlichen KCNQ-Gene mit den kcng-Genen des Zebrafisches

Um die menschlichen KCNQ-Gene mit denen des Zebrafisches zu vergleichen, wurden folgende

Zugangsnummern bzw. Loci verwendet:

Gen Zugangsnummer/Locus Basenpaare
KCNQI NM_000218 3262
KCNQ2 NM_172107 3251
KCNQ3 NM_004519 3097
KCNQ4 NM_004700 2335
KCNQ5 NM_019842 3325

Tabelle 16: Humane KCNQ-Gene.

Die phylogenetischen Relationen zwischen den fiinf menschlichen KCNQ-Genen und den acht kcng-
Genen des  Zebrafisches wurden mittels der  Online-Software  ClustalW  erstellt
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Hierbei zeigte sich, dass alle menschlichen KCNQ-Gene orthologe
Gene beim Zebrafisch haben, d.h. sie stammen von einem gemeinsamen fritheren Vorldufer ab,

unabhiéngig von ihrer Funktion (Abbildung 5) [78].

d KCNOA
| kcnga_d
kcnogg
KCHO2
4’—‘ Kcngi
kcngh_e
T KCHO3
' kcngh
KCNQ4
kcnigj
KCHO5
kcngc
Kcnigf

Abbildung 5: Orthologien zwischen den KCNQ-Genen des Menschen und des Zebrafisches im
Phylogram (ClustalW).
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Das menschliche KCNQ1 weist die hochsten Orthologien mit kcnga_d und kcngg auf. KCNQ?2 ist am
besten mit kcngb_e und kengi zu vergleichen. KCNQ3 zeigt groBte Ahnlichkeit zu kengh und KCNQ4
zu kengj. Bei KCNQ)5 zeigten sich die starksten Orthologien mit kcngce und kengf (Tabelle 17).

KCNQ (human) KCNQI KCNQ?2 KCNQ3 KCNQ4 KCNQS5

kenga_d kengb_e kengc

kcng (Zebrafisch, ortholog) kenqg kengi kengf

kengh kcngj

Tabelle 17: Orthologe KCNQ-Gene von Mensch und Zebrafisch.

4.1.2 Grofe der Gene

Mit dem Online-Programm Blat search UCSC (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) wurde die

Zebrafischdatenbank durchsucht. Dabei konnte die genomische Sequzenz (Intron-Exon-Sequenz) aller
keng-Gene gefunden werden und so die genomischen Koordinaten ermittelt werden. Im Anhang
finden sich die Sequenzen der jeweiligen cDNA mit markierten Intron-Exon-Grenzen sowie den
verwendeten Primern. Die GroBe der cDNA sowie die genomischen Koordinaten (genomische DNA)

sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

G S Koordien ssaon, KOOI s o) cDNA
kenga_d 1652250 2150794 (reverse Strand) 2016
kengb_e 26135332 26189943 2628

kengc 28134021 28376102 2808

kengf 30828479 31046372 2922

kengg 49199116 49300036 1929

kengh 42168892 42087787 2385

kcnqi keine Aussage moglich 2568

kcngj 41380271 41501996 2040

Tabelle 18: genomische Lokalisation der kcng-Gene und GroBe der cDNA. Fiir die Gene, bei denen
alternative Exons vorhanden waren, wurde die lingste bekannte Spleivariante angegeben.

Das Gen kcnqga_d ist auf Chromosom 25 zu finden. Jedoch kann die Grofle der genomischen DNA
nicht mit Sicherheit bestimmt werden, da die letzten vier Exons auf dem reverse strand zu finden sind.
In der Version Zv6 wurden das erste und letzte Exon sowie Exon 5 von kcngi in UCSC nicht
gefunden, jedoch wurde das Gen Chromosom 13 zugeordnet. In der neuen Version ist die Sequenz

keinem Chromosom zugeordnet (siehe auch 4.1 ).
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4.2  Konservierte benachbarte Gene (Syntenien)

Um die durch ClustalW vorhergesagte Orthologie der jeweiligen Gene zwischen Zebrafisch und
Mensch zu verifizieren, wurde die Syntenie bestimmt. Unter konservierter Syntenie versteht man die
evolutionir beibehaltene Nachbarschaft verschiedener Gene auf einem Chromosom [79]. So finden
sich Gruppen von Genen, die beim Menschen in enger Nachbarschaft auf einem Chromosom
lokalisiert sind, auch beim Zebrafisch in dhnlicher Konstellation auf einem gemeinsamen Chromosom
[80, 81]. Die genomische Lokalisation der Zebrafisch kcng-Gene wurde tiber UCSC bestimmt (Tabelle
18), die Syntenie iiber Ensembl berechnet. Dazu wurden jeweils orthologe benachbarte Gene bei
Mensch und Zebrafisch gesucht. Die Angaben zu genomischen Koordinaten der jeweiligen Gene
beziehen sich beim Zebrafisch auf die Version Zv8 und beim Menschen auf die Version GRCh37.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine lokale Syntenie zwischen den kcng-Genen des
Zebrafisches und den humanen KCNQ-Genen vorliegt. Ausnahmen bilden kcnga_d und kcngi. Bei
kcnga_d sind die konservierten benachbarten Gene in einem grofleren Abstand von minimal 21,9 Mb
zu finden. Bei kcngi und dessen orthologen menschlichem Gen konnen keine gemeinsamen
benachbarten Gene in Version Zv6 gefunden werden. Da in der Version Zv8 kcngi keinem

Chromosom zugeordnet ist, kann hier nicht nach Syntenien zum orthologen Gen gesucht werden.

4.3  SpleiBvarianten

Da sich manche RT-PCR-Produkte nicht sequenzieren lieBen und an den gleichen Stellen am Ende
eines Exons immer wieder multiple Signale vorhanden waren, wurde in diesem Bereich nach
alternativen Exons gesucht. Dazu wurde das jeweilige RT-PCR-Produkt mit dem TOPO TA Cloning®
System kloniert und nach Abschitzung der Basenpaare iiber eine Gelelektrophorese erneut sequenziert.
So lieBen sich bei kengb_e, kengf, kengi und kengj alternative Exons finden.

Bei kcngb_e, das die hochste Orthologie mit KCNQ?2 aufweist, kann Exon 11 entweder vorhanden
sein, oder beim Spleilen entfernt werden. Bei den Exons 13 und 14 konnen entweder beide, nur
Exon 13 oder keines der beiden Exons vorhanden sein. Auch die Exons 17 und 18 sind von
alternativem SpleiBlen betroffen, wobei entweder beide Exons, nur Exon 18 oder keines der beiden
Exons vorhanden sein kann. Bei kcngf, welches ortholog zu KCNQ)5 ist, wurde eine weitere Form des
alternativen Spleilens gefunden, in der zwei verschiedene Varianten von Exon 8 vorkommen, die
nicht zusammen exprimiert werden. Dabei war Variante 8a mit 94 bp nur unwesentlich grofer als
Variante 8b mit 88 bp. Bei kcngi, welches dem menschlichen KCNQ2 entspricht, wurde das
alternative Exon 12 gefunden. Bei kcngj, dem Orthologen des menschlichen KCNQ4, finden sich zwei
Varianten von Exon 9, die nicht zusammen exprimiert werden, eine dhnliche Konstellation wie bei
kcngf (Abbildung 6). Im Anhang sind die jeweiligen Aminosduresequenzen der alternativen Exons

aufgefiihrt. Die Vergleiche wurden iiber das Online-Programm ClustalW erstellt.
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Um die Expression der alternativen Exons in den jeweiligen Embryonalstadien zu untersuchen, wurde
mit RNA aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien (20 Somiten, 1 Tag, 2 Tage, 3 Tage und 4 Tage)
eine RT-PCR durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind bei den jeweiligen Genen beschrieben.
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Abbildung 6: Alternative Exons (a links bezeichnet das Protein, b-e links die einzelnen kcng-Gene.
Arabische Ziffern bezeichnen die Exons, romische Ziffern die Moglichkeit der Zusammensetzung
alternativer Spleilvarianten, Buchstaben (a/b) die Moglichkeit des Austausches zweier Exons. Die
Exons des N-Terminus und der C-Terminus, sowie die Exons, die nicht vom alternativen Spleiien
betroffen sind, sind grau ausgefiillt. Weil} ausgefiillte Exons sind vom alternativen Spleilen betroffen
Die Sensordoméne S1-S6, die vom alternativen Spleilen nicht betroffen ist, ist schwarz dargestellt.)

4.4  KCNQI und orthologe Gene kcnga_d und kcnqg

Zu KCNQI wurden zwei co-orthologe Gene kcnga_d und kcngg auf Chromosom 25 und
Chromosom 7 im Zebrafischgenom gefunden. Dabei zeigt sich, dass die cDNA der jeweiligen
Zebrafischgene weniger Basenpaare als deren orthologes Gen beim Menschen besitzen (KCNQI
3262 bp, kcnga_d 2016bp, kcngg 1929 bp). Sowohl kcnga_d als auch kcngg setzen sich aus jeweils
17 Exons zusammen, wohingegen das menschliche KCNQI 16 Exons besitzt.

Exon 10 des menschlichen KCNQI wird im kcnga_d-Gen sowie dem kcngg-Gen des Danio rerio in
zwei kleinere Exons unterteilt, was erklért, warum bei kcnga_d und kcngg 17 Exons und bei KCNQ1
16 Exons nachweisbar sind. Es zeigt sich, dass die Intron-Exon-Grenzen in beiden Spezies gut
konserviert sind. Die entsprechenden Aminosiduresequenzen sind unter 6.2.1.2 (kcnga_d) und unter

6.2.5.2 (kcngg) im Anhang zu finden.
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4.4.1 Syntenie

Das Gen kcngg ist auf Chromosom 7, das Gen kcnga_d auf Chromosom 25 lokalisiert.

Zwischen KCNQI auf Chromosom 11 und kcngg auf Chromosom 7 konnten konservierte Gene
teilweise in der gleichen Reihenfolge gefunden werden (conserved synteny). Beiden Genen folgt direkt
im Abstand von maximal 500 kb cdknlc. Auch die Gene trpm5 und igf2 sind in nichster Ndhe mit
maximal 400 kb Abstand lokalisiert, wobei hier die Reihenfolge vertauscht ist. Daneben befinden sich
auch slc22al8 mit einem Abstand von 9,3 Mb sowie cars und napll4b in einem Abstand von bis zu
17,1 Mb zu kcngg auf Chromosom 7.

kenga_d befindet sich bei 1,6 Mb auf Chromosom 25. Orthologe zu den menschlichen Genen HCCA2,
DUSPS8, PHLD?2 und NAP114, die einen maximalen Abstand von 1,0 Mb zu KCNQI aufweisen, sind
auf Chromosom 25 im Abstand von bis zu 23 Mb zu kcnga_d konserviert (Abbildung 7).

Durch die nachgewiesene Syntenie kann die Orthologie zwischen KCNQ! und den Genen kcnga_d

und kcngg des Zebrafisches verifiziert werden.

Chr7 Chr 11 Chr 25
< nap1l4b (32,0) < HCCA2 (1,4) kenga_d (1,6)
cars (32,1) DUSP8(1,5)
| sic22a18 (39,8) IGF212,1)
TRPMS5 (2,4)
KCNQ1 (2,4) L hcca2 (23,5)
kcnqg (49,1)
cdknc (49,3) CDKN1C (2,9) _—
SLC22A18 (2,9 phida2 (24,5
igf2a (49,5) NAP1L4 (2,9) dusp8 (24,6)
CARS (3,0)

Abbildung 7: Orthologe Zebrafischgene auf Chromosom 7 und 25 im Vergleich zum menschlichen
Chromosom 11 (Abkiirzungen der Gennamen sind im Abkiirzungsverzeichnis aufgefiihrt).

4.4.2 Spleifivarianten

Obwohl fiir KCNQ1 verkiirzende Spleifivarianten beschrieben sind [45], konnten in der vorliegenden

Arbeit weder fiir kcnga_d noch fiir kengg Spleiivarianten nachgewiesen werden.
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4.5 KCNQ2 und orthologe Gene kcngb_e und kcngqi

Die beiden co-orthologen Gene zu KCNQ?2 sind kcngb_e und kcngi, die auf Chromosom 8§ und
moglicherweise Chromosom 13 zu finden sind. Es zeigt sich, dass die cDNA der Gene beim
Zebrafisch mit 2628 bp (kcngb_e) und 2568 bp (kcngi) kleiner sind als KCNQ?2 mit 3251 bp. kcngb_e
besteht aus bis zu 19 Exons, wobei verschiedene verkiirzende Spleivarianten von kcngb_e existieren.
Durch die Kombination zweier Versionen des Zebrafischgenoms (Zv6 und Zv8) kann angenommen
werden, dass sich kcngi aus maximal 16 Exons zusammensetzt, wobei eine verkiirzende Splei3variante
existiert. Das menschliche KCNQ?2 besitzt 17 Exons.

Vergleicht man KCNQ?2 mit kcngb_e (siehe dazu auch im Anhang 6.2.2.2), so zeigt sich, dass das
humane Exon 9 des KCNQ?2 bei kcngb_e nicht vorhanden ist. Dafiir besitzt kcngb_e an der Stelle, die
ortholog zum menschlichen Exon 13 ist, drei verschiedene Exons (Exon 12, 13, 14), wobei Exon 13
und 14 beim humanen KCNQ2 nicht vorhanden sind. Desweiteren besitzt kcngb_e ein Exon 17, das
beim Menschen nicht vorkommt. Bei diesen Exons gibt es verkiirzende Spleilvarianten, so dass auch
Varianten des kcngb_e exprimiert werden kénnen, in denen diese Exons herausgespleifit sind (siehe
hierzu auch Abbildung 6). Alle weiteren Exon-Intron-Grenzen von kcngb_e und KCNQ?2 sind an der
jeweils identischen Stelle im jeweiligen Gen zu finden.

Vergleicht man KCNQ2 mit kcngi (siehe dazu auch im Anhang 6.2.7.2), zeigt sich, dass KCNQ?2 ein
Exon 9 aufweist, das keine orthologe Sequenz bei kcngi hat. Auch das humane Exon 12 ist beim
Zebrafisch (kcngi) nicht vorhanden. Dafiir existiert bei kcngi ein Exon 12, das beim Menschen nicht
exprimiert wird. Dabei handelt es sich um eine Spleilvariante, d.h. es existieren auch verkiirzende
Varianten ohne Expression dieses Exons 12 (Abbildung 6). Bis auf eine Ausnahme sind die Exon-
Intron-Grenzen zwischen KCNQ?2 und kcngi erhalten.

Vergleicht man KCNQ2 mit kcngb_e und kcngi, so féllt auf, dass sowohl bei kcngb_e als auch bei
kengi das Exon 9 nicht vorhanden ist, das bei KCNQ?2 existiert. Dafiir sind bei beiden Genen des
Danio rerio Exons vorhanden, die beim Menschen nicht vorkommen (kcngb_e: Exon 13 und 14;

kengi: Exon 12).

4.5.1 Syntenie

KCNQ?2 auf Chomosom 20 wird durch die Gene YTHDF'I und PPDPF innerhalb von maximal 200 kb
flankiert. Die orthologen Gene beim Zebrafisch liegen in Nachbarschaft zu kcngb_e auf
Chromosom 8 in einem Abstand von maximal 2,3 Mb. Ebenfalls in der niheren Umgebung des
kengb_e sind die Gene prexl, mc3r und sicl3a3 zu finden (maximaler Abstand 3,2 Mb), die auf dem
menschlichen Chromosom 20 in groBerem Abstand vorkommen. MC3R ist 7,2 Mb, PREX1 14,8 Mb
und SLC13A3 16,9 Mb von KCNQ?2 entfernt (Abbildung 8).

Zwischen den Orthologen kcngi und KCNQ2 konnten keine gemeinsamen Gene auf Chromosom 13

des Zebrafisches (Zv6) und Chromosom 20 des Menschen gefunden werden. Eine mogliche
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Erkldarung hierfiir ist, dass kcngi oder die benachbarten Gene um kcngi im Laufe der Evolution
umfangreich ausgetauscht wurden. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, dass die Gendatenbank
noch nicht vollstdndig ist oder dass es sich bei kcngi um ein in der Evolution spiter entstandenes Gen
handelt, dass aus einer Duplikation von kcngb_e hervorgeht. So finden sich beim Menschen auch
keine zwei KCNQ-Gene auf einem Chromosom, wihrend kcngi und kcngc in der Version Zv6 jeweils
auf Chromosom 13 im Zebrafischgenom detektiert wurden.

Die Orthologie zwischen KCNQ2 und kcngb_e konnte durch die nachgewiesene Syntenie verifiziert
werden. kcngi zeigt die groBten Ubereinstimmungen zu KCNQ2, so dass auch hier von einer

Orthologie ausgegangen werden kann, auch wenn dies nicht durch Syntenie verifiziert werden konnte.

Chr 8 Chr 20

| SLC13A3 (45,1)
—— PREX1 (47,2)

ythdf1 (23,8)
< ppdpfa (23,9)
prex1 (26,2) —— MC3R (54,8)
< kcngb_e (26,1)

< mc3r (29,3)
slc13a3 (29,3)
YTHDF1 (61,8)

KCNQ2 (62,0)
PPDPF (62,1)

Abbildung 8: Orthologe Zebrafischgene auf Chromosom 8 im Vergleich zum menschlichen
Chromosom 20 (Abkiirzungen der Gennamen sind im Abkiirzungsverzeichnis aufgefiihrt).

4.5.2  Spleiffvarianten

4.5.2.1 kengb_e

Zwischen den urspriinglichen Primersequenzen 9/10 und 11/12 lieBen sich alternative Exons
nachweisen. Um cDNA zu erhalten, die die jeweiligen alternativen Exons einschlieft, erfolgte die RT-
PCR mit den Primerpaaren 220/231 und 11/230 und RNA in unterschiedlichen Entwicklungsstadien
(20 Somiten, 1 Tag, 2 Tage, 3 Tage und 4 Tage).

Fiir die Exons 11, 13 und 14 bzw. 17 und 18 konnten alternative Spleilvarianten gefunden werden
(Abbildung 9 und Abbildung 10). Fiir beide Regionen zeigt die groffite mRNA mit 411 bp bzw. 324 bp,
die alle alternativen Exons enthilt, die stdrksten Signale von Tag 1 bis Tag 3. Bei 20 Somiten zeigt

220/231 die stédrksten Signale bei 393 bp, was darauf schlieen ldsst, dass Exon 14 in diesem Stadium
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seltener exprimiert wird. Am vierten embryonalen Tag sind Variante III und IV am stirksten
exprimiert, d.h. entweder ist Exon 11 oder Exon 14 seltener in der mRNA zu finden. Im Stadium
20 Somiten zeigt sich das stirkste Transkript mit Exon 11, 13 und 18, jedoch nicht mit Exon 14 und
17. Die beiden Introns, die an das alternative Exon 11 angrenzen, haben die gleiche ,,Phase* und sind
zwischen dem zweiten und dritten Nukleotid eines Kodons eingefiigt, genau so wie die drei Introns
zwischen Exon 13 und 14. Daher erhalten alle entdeckten Varianten des alternativen Spleiflens
zwischen diesen Exons das Leseraster. Bei Exon 17 und 18 erhalten Variante I (17 + 18) und II (nur
18) das Leseraster, wohingegen Variante III (keines der Exons 17 und 18 vorhanden) eine
Verschiebung des Leserasters in Exon 19 (frame shift) und somit einen vorzeitigen Abbruch der

Sequenz nach 29 Aminosduren bewirkt.

11 13 14 17 18

19 10 m 12 I/I 48bp l\/l 18bp l\l 15 16 I/I 51bp l\/l 118bpl\ 19
V////A 100bp IHI 132bp '|| 718bp|

30bp 182bp { f

Abbildung 9: Alternative SpleifSvariante von kcngb_e. (Arabische Ziffern iiber den Exons bezeichnen
das jeweilige Exon. Graue Exons sind vom alternativen Spleiflen betroffen, arabische Ziffern in den
Kistchen bezeichnen die Anzahl der Basenpaare (bp) des jeweiligen Exons. Graue vertikale Balken
kennzeichnen die Primer, die schraffierten Kistchen fassen die Exons zusammen, die nicht vom
alternativen Spleilen betroffen sind und in denen keine Primer gelegt wurden. Fiir die genauen
Sequenzen siehe auch Anhang 6.2.2).
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A 20ss dl d2 d3 d4

+11+13+14 (411bp)
+11+13-14 (393bp)
-11+13+14 (357bp)
+11-13-14 (345bp)
-11-13-14 (291bp)

FaAR%Y
<<EE~

B 20ss dl  d2  d3 d4

— 1. +17+18 (324bp)
® — II: -17+18 (273bp)

— MI: -17-18 (155bp)

Abbildung 10: Spleifivarianten von kcngb_e. A: Darstellung der Exons 11-14. Verwendet wurden die
Primer 220 und 231. B: Darstellung der Exons 17 und 18. Verwendet wurden die Primer 11 und 230.

4.5.2.2 kenqi

Das alternative Exon 12 wurde bei kcngi gefunden (Abbildung 11 und Abbildung 12). Die beiden
Introns, die das alternative Exon flankieren, verschieben den Leserahmen nicht. Die Variante, die das
Exon 12 enthilt, zeigt in allen Stadien von 20 Somiten bis Tag 4 die stirkeren Signale, was darauf
schliefen ldsst, dass diese Variante hdufiger exprimiert wird. Am zweiten Embryonaltag ist die

Variante ohne Exon 12 am stidrksten vorhanden.
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1-10 11 13 14 15-16
7////A 224bp 109bp HI 132bp %
x &

Abbildung 11: Alternative SpleiBvariante von kcngi. (Arabische Ziffern iiber den Exons bezeichnen
das jeweilige Exon. Graue Exons sind vom alternativen Spleiflen betroffen, arabische Ziffern in den
Kistchen bezeichnen die Anzahl der Basenpaare (bp) des jeweiligen Exons. Graue vertikale Balken
kennzeichnen die Primer, die schraffierten Kistchen fassen die Exons zusammen, die nicht vom
alternativen Spleilen betroffen sind und in denen keine Primer gelegt wurden. Fiir die genauen
Sequenzen siehe auch Anhang 6.2.7.)

20ss dl d2 d3 d4

—~ T AW e A —

—
— .

S e e e — 12 (229bp)
- - — -12 (181bp)

Abbildung 12: Spleilvarianten von kcngi. Verwendet wurden die Primer 254 und 108.

4.6 KCNQ3 und orthologes Gen kcngh

Zu KCNQ3 wurde das orthologe Gen kcngh gefunden, das sich auf Chromosom 2 befindet. Es zeigt
sich, dass die cDNA von kcngh beim Zebrafisch mit 2385 bp kleiner ist als dessen menschliches
Ortholog mit 3097 bp. Sowohl kcngh als auch KCNQ3 setzen sich aus 15 Exons zusammen. Die
Exons 1 und 15 von kcngh sind im Vergleich zu KCNQ3 kiirzer, wohingegen die Exons 5 und 10 von
KCNQ3 im Vergleich zu kcngh kiirzer sind. Hier sind alle Exon-Intron-Sequenzen zwischen den

beiden Spezies gut konserviert (6.2.6.2 im Anhang).

4.6.1 Syntenie

kcngh befindet sich auf Chromosom 2. Das orthologe Gen des Menschen (KCNQ3) ist auf
Chromosom 8 zu finden. Beide Gene weisen Syntenien zu erf3a, adcy8 und lrrc6 auf, die jeweils in

einem Abstand von bis zu 2,1 Mb beim menschlichen Chromosom 8 und bis zu 1,0 Mb beim
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Zebrafischchromosom 2 zu finden sind. ddefl hat beim Zebrafisch einen Abstand von 10,9 Mb zu
kcngh, wihrend beim menschlichen KCNQ3 nur einen Abstand von 2,1 Mb vorliegt (Abbildung 13).
Insgesamt kann die Orthologie zwischen KCNQ3 und kcngh aufgrund der vorhandenen Syntenie

bestétigt werden.

Chr 2 Chr8

—— ddef1 (30,2)

< DDEF1 (131,0)
ADCY8 (131,7)

ERF3A (132,9)
< KCNQ3 (133,1)

LRRC6 (133,5)
kenqh (41,1)

adcy8 (41,5)
erf3 a (41,9)
Irrc6 (42,1)

Abbildung 13: Orthologe Gene des Zebrafischs auf Chromosom 2 im Vergleich zum menschlichen
Chromosom 8 (Abkiirzungen der Gennamen sind im Abkiirzungsverzeichnis aufgefiihrt).

4.6.2 Spleiffvarianten

Obwohl fiir KCNQ3 Spleilvarianten existieren [35], konnten sie in der vorliegenden Arbeit beim

orthologen Gen kcngh im Zebrafisch nicht nachgewiesen werden.

47  KCNQ@4 und orthologes Gen kcngj

Zu KCNQ4 wurde das Ortholog kcngj auf Chromosom 19 gefunden. Die cDNA von KCNQ4 besitzt
2335 bp und die von kcngj 2040 bp. Es existieren alternative SpleifSvarianten, bei denen es jeweils
zum Austausch von Exons kommt, d.h. die Gesamtzahl von 14 Exons bleibt bestehen.

Die orthologen Gene KCNQ4 und kcngj werden durch 14 Exons definiert, deren Intron-Exon-Grenzen
gut konserviert sind (6.2.9.2). Exon 1 ist weniger gut konserviert und Exon 9 ist bei kcngj kiirzer als
beim menschlichen KCNQ4. Von Exon 9 bei kcngj existieren zwei Spleivarianten, von denen die

langere SpleiBvariante zum Vergleich mit dem orthologen humanen KCNQ4 herangezogen wurde.
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4.7.1 Syntenie

Sowohl KCNQ4 als auch kcngj sind in ndchster Ndhe zum Gen nfyc lokalisiert. Auch die Gene rims3
und ctps kommen auf Chromosom 19 im Zebrafischgenom vor. Thr Abstand zu kcngj ist jedoch
grofBer, als der Abstand der orthologen Gene zu KCNQ4 auf Chromosom 1 im menschlichen Genom.
Dabei weisen RIMS3 und CTPS zu KCNQ4 einen maximalen Abstand von 200 kb auf, wohingegen
die orthologen Gene im Zebrafischgenom einen Abstand zwischen 17,4 und 25,9 Mb aufweisen
(Abbildung 14).

Durch den Nachweis der Syntenie kann die Orthologie von kcngj zum menschlichen KCNQ4 bestitigt

werden.

Chr 19 Chr1

—— ctps (15,4)

L rims3 (23,9) RIMS3 (41,0)
NFYC (41,1)
KCNQ4 (41,2)
CTPS (41,4)

<nfyc (41,3)

kengqj (41,3)

Abbildung 14: Orthologe Zebrafischgene auf Chromosom 19 im Vergleich zum menschlichen
Chromosom 1 (Abkiirzungen der Gennamen sind im Abkiirzungsverzeichnis vorhanden).

4.7.2 Spleifivarianten

Bei kcngj, dem orthologen Gen zum humanen KCNQ4, wurden zwei Varianten des Exons 9 gefunden
(Abbildung 15). Es lisst sich keine Varianten finden, in denen beide Exons 9a und 9b vorhanden sind.
Bis zum Tag 2 der Embryonalphase ist ausschlieBlich Variante 9a zu finden, ab Tag 3 ist eine
schwache Expression von 9b nachweisbar. Bei beiden moglichen Alternativen zeigt sich keine
Verschiebung des Leserasters. Nach dem Ergebnis der Gelelektrophorese scheint dariiber hinaus eine
dritte Variante zu existieren, die bei den Sequenzierungen jedoch nicht nachgewiesen werden konnte.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass Variante 9a die hdufiger vorkommende Moglichkeit der Expression ist

(Abbildung 16).
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1-10 11 13 14 15-16
7////A 224bp 109bp HI 132bp %
x &

Abbildung 15: Alternative SpleiBvariante von kcngj. (Arabische Ziffern iiber den Exons bezeichnen
das jeweilige Exon. Graue Exons sind vom alternativen Spleiflen betroffen, arabische Ziffern in den
Kistchen bezeichnen die Anzahl der Basenpaare (bp) des jeweiligen Exons. Graue vertikale Balken
kennzeichnen die Primer, die schraffierten Kistchen fassen die Exons zusammen, die nicht vom
alternativen Spleilen betroffen sind und in denen keine Primer gelegt wurden. Fiir die genauen
Sequenzen siehe auch Anhang 6.2.9.)

20ss d1 d2 d3 d4

b S S e e\ N

gy . 92 (368b
e g [T

~  ~ II. 9b(266bp)

i

Abbildung 16: Spleivarianten von kcngj. Verwendet wurden die Primer 95 und 135.

4.8 KCNQ5 und orthologe Gene kcngc und kcngf

Zu KCNQ5 wurden zwei co-orthologe Gene kcngc und kcngf gefunden, die sich auf den
Chromosomen 13 und 1 finden. Die cDNA der orthologen Gene beim Zebrafisch ist mit 2808 bp
(kcngce) und 2922 bp (kcngf) kleiner als bei KCNQ5 mit 3325 bp. Sowohl kcngc als auch kcngf
bestehen wie KCNQS5 aus 14 Exons. Es wurden Spleifivarianten von kcngf gefunden, jedoch werden
diese nicht zusammen exprimiert, so dass sich kcngf immer aus jeweils 14 Exons zusammensetzt.
Zwischen KCNQS5 und kcngc sind alle Intron-Exon-Grenzen zwischen den gleichen Aminosduren
konserviert. Es zeigt sich, dass bei kcngc das Exon 1 kiirzer und das Exon 14 ldnger ist, als die
jeweiligen Exons des orthologen humanen KCNQ5 (6.2.3.2).

Zwischen KCNQ5 und kcngf findet sich eine gute Konservierung der Exons mit gleichen Intron-Exon-
Grenzen. Exon 8 des kcngf, bei dem eine alternative Spleilvariante besteht, zeigt in der lingeren
Variante Ahnlichkeiten zu KCNQS5. Exon 1 ist bei kcngf kiirzer als bei KCNQS5, jedoch ist Exon 14 bei
kengf groBer als bei KCNQ5 (6.2.4.2).
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Zusammenfassend kann man feststellen, dass die orthologen Gene zwischen den Spezies gut

konserviert sind.

4.8.1 Syntenie

Die orthologen Gene zu KCNQS5 auf Chromosom 6 befinden sich beim Zebrafisch auf Chromosom 1
(kcngf) und Chromosom 13 (kcngc). Im Abstand von 800 bzw. 900 kb zu KCNQ5 befinden sich
RIMSI und EEFIAI, die auch im Abstand von bis zu 300 kb zu kcngf auf Chromosom 1 zu finden
sind. EEFIAI, C6orfl50, DDX43 und RIMSI sind im Abstand von maximal 900 kb zu KCNQS5
lokalisiert. Die orthologen Gene beim Zebrafisch befinden sich im Abstand von 300 kb zu kcngc auf
Chromosom 13 (Abbildung 17).

Beide orthologen Gene des Zebrafisches weisen eine konservierte Syntenie zum humanen KCNQ5
auf, womit die Orthologie dieser KCNQ-Gene zwischen Mensch und Zebrafisch bestiitigt werden

kann.

Chr1 Chré Chr13
< RIMS1 (72,5)
L kengf (30,8) RERGSITS.A) eeflal (28,0)
7Es DDX43 (74,1) ddx43 (28,0)
meny EEFIA1 (74.2) rims1b (28,4)

Abbildung 17: Orthologe Gene des Zebrafisches auf Chromosom 1 und 13 im Vergleich zum
menschlichen Chromosom 6 (Abkiirzungen der Gennamen sind im Abkiirzungsverzeichnis
aufgefiihrt).

4.8.2 Spleifivarianten

Bei kcngf zeigt das Exon 8 zwei Spleifivarianten (Abbildung 18, Abbildung 19). In den durchgefiihrten
Sequenzierungen konnte gezeigt werden, dass beide Varianten nicht gleichzeitig vorkommen. Keine

der beiden Moglichkeiten 8a und 8b fiihrt zu einer Leserasterverschiebung. Aufgrund der geringen
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Lingenunterschiede von nur 6 bp war mit den verwendeten Primern mittels Gelelektrophorese keine
quantitative Aussage iiber die unterschiedliche Expression wihrend der verschiedenen

Embryonalperioden moglich.

8a
94bp 11-14

1-6 7 9 10
- o) ow Hew W

Abbildung 18: Alternative SpleiBvariante von kcngf. (Arabische Ziffern iiber den Exons bezeichnen
das jeweilige Exon. Graue Exons sind vom alternativen Spleiflen betroffen, arabische Ziffern in den
Kistchen bezeichnen die Anzahl der Basenpaare (bp) des jeweiligen Exons. Graue vertikale Balken
kennzeichnen die Primer, die schraffierten Kistchen fassen die Exons zusammen, die nicht vom
alternativen Spleilen betroffen sind und in denen keine Primer gelegt wurden. Fiir die genauen
Sequenzen siehe auch Anhang 6.2.4.)

20ss dl d2 d3 d4

< +8a(330bp)

S — i, (304))

Abbildung 19: Spleivarianten von kcngf. Verwendet wurden die Primer 134 und 234.
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5 Diskussion

Durch Mutationen in der KCNQ-Genfamilie kann es beim Menschen zu verschiedenen genetischen
Erkrankungen kommen, etwa dem Long-QT-Syndrom und anderen Herzrhythmusstérungen, den
benignen familiiren Neugeborenenkrdmpfen und verschiedenen Formen der genetisch bedingten
Taubheit bzw. dem progredienten Horverlust. Die fiir Kaliumkanéle kodierenden KCNQ-Gene liegen
bereits im Genom verschiedener niederer Spezies vor, etwa der Nematode Caenorhabditis elegans
[69] oder der Taufliege Drosophila melanogaster [70]. Um die KCNQ-Genfamilie im Hinblick auf die
beim Menschen beobachteten Erkrankungen zu erforschen, ist allerdings das Wirbeltier Zebrafisch fiir
die Grundlagenforschung ein geeigneteres Tiermodell. In der vorliegenden Studie konnten zu den fiinf
humanen KCNQ-Genen acht orthologe Zebrafischgene identifiziert werden, von denen vier Gene

Spleilvarianten aufweisen.

5.1 Der Zebrafisch als Tiermodell

Der Zebrafisch ist ein in der biomedizinischen Forschung weit verbreitetes Tiermodell [63]. Das
Zebrafischgenom ist sequenziert [82] und der Zebrafisch ist ein Wirbeltier, das sich bei geringen
Kosten einfach ziichten lésst. Die Generationszeit betrigt etwa drei Monate [63-65]. Der Zebrafisch ist
anatomisch einfacher aufgebaut als etwa Nagetiere, dennoch konnen verschiedene komplexe
Verhaltensweisen beobachtet und antrainiert werden [65].

Nachteile des Zebrafischmodells sind die erheblichen anatomischen Unterschiede zum Menschen und
die Moglichkeit der Subfunktionalisierung von Genen aufgrund der zusitzlichen Genomduplikation

und der damit verbundenen Anderung des Phinotyps einer Erkrankung [63, 78].

5.1.1 Herz

Das Herz des Zebrafischembryos ist gut einsehbar und ldsst sich mittels Lichtmikroskopie einfach
untersuchen [83, 84]. Es besteht jedoch aus nur einem Atrium und einem Ventrikel ohne separaten
Lungenkreislauf, so dass unklar war, ob der Zebrafisch ein geeignetes Tiermodell fiir humane
kardiovaskulédre Erkrankungen darstellt [63].

In neueren Studien konnte ein EKG des adulten Zebrafisches mittels zweier Nadelelektroden iiber der
ventralen Epidermis abgeleitet werden, nachdem der Zebrafisch paralysiert und perfundiert worden
war (Abbildung 20) [83]. Die durchschnittliche Herzfrequenz betrigt beim Zebrafisch 151 + 30
Schldge pro Minute, die Leitungsintervalle sind mit denen des Menschen vergleichbar [83]. So betrédgt
die durchschnittliche QTc-Zeit des erwachsenen Zebrafisches 416 + 8 Millisekunden [85]. In der
Studie von Milan et al. konnte gezeigt werden, dass Medikamente, die beim Menschen eine QT-

Prolongation bewirken, auch beim Zebrafisch zu einer Verldngerung der QT-Zeit fithren und damit ein
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Aquivalent des humanen Long-QT-Syndroms im Zebrafisch erzeugt werden kann [83]. Durch
Knockdown mit antisense Morpholinos des orthologen KCNH2, einem Gen, das fiir einen Kaliumkanal
kodiert, konnte beim Zebrafischembryo eine Bradykardie und in hoher Dosis sogar eine Asystolie
erzeugt werden [86]. Durch eine mittels Ethylnitrosurea induzierte Mutation in kcnh2 konnte gezeigt
werden, dass homozygote Zebrafischembryonen nach etwa 10 Tagen absterben, heterozygote Tiere
jedoch das Erwachsenenalter erreichen [85].

Trotz morphologischer Unterschiede gibt es zwischen Mensch und Zebrafisch Gemeinsamkeiten. So
spielen Gene, die fiir Ionenkanile kodieren, sowohl beim Menschen als auch beim Zebrafisch eine
wichtige Rolle in der Elektrophysiologie des Herzens. Mutationen dieser Gene fithren zu
vergleichbaren pathologischen Phédnotypen, womit sich der Zebrafisch als Tiermodell fiir die

kardiovaskulédre Forschung eignet.

01V L
A 100 ms

Signal averaged ECG

C

Signal averaged ECG + Cix

Abbildung 20: EKG des Zebrafisches (nach [83]). A: initiales EKG mit Artefakten durch Muskel- und
Kiemenbewegungen. B: EKG nach Signaloptimierung C: weitere Artefaktreduktion durch
Signaloptimierung und Paralyse mit p-conotoxin GIIIB (CTX).

5.1.2 Zentralnervensystem

Der Zebrafisch weist dhnliche Strukturen des Zentralnervensystems auf wie der Mensch und zeigt
hohere kognitive Funktionen, wie etwa Gedichtnis und soziales Verhalten, auch wenn diese im
Vergleich zum Menschen stark vereinfacht sind. Das Telenzephalon besitzt nur einen rudimentiren

Kortex und es existieren fischspezifische Organe wie etwa das Seitenlinienorgan [63].
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Zebrafische zeigen eine gewisse Krampfanfilligkeit bei Gabe prokonvulsiver Medikamente
(Abbildung 21). Dabei wird ein Krampfanfall bei Zebrafischembryonen bzw. -larven in drei Stadien
eingeteilt: Stadium I geht mit einer dramatischen Erhohung der Schwimmgeschwindigkeit einher. Im
Stadium II kommt es zu ,whirlpool“-artigen, zirkuldren Schwimmbewegungen. Zu klonischen
Zuckungen, die zu einem Verlust der Korperhaltung fithren, kommt es im Stadium III. Dabei fillt der
Fisch auf eine Seite und bleibt fiir ein bis drei Sekunden unbeweglich liegen [82, 87, 88]. Durch
spezielle Elekroden, die im so genannten optischen Tectum, der grofiten Mittelhirnstruktur, befestigt
sind, kdnnen an immobilisierten Zebrafischlarven (7dpf) epileptiforme Entladungen gemessen werden
[88]. Baraban et al. setzten sieben Tage alte Zebrafische dem prokonvulsiven PTZ (Pentylentetrazol)
aus, bis sich eine generalisierte tonisch-klonische epileptische Aktivitit zeigte. Danach wurden sie mit
Antiepileptika behandelt [88]. Berghmans et al. hielten Zebrafischlarven fiir 24 Stunden in
Antikonvulsiva-angereichertem Wasser und verabreichten anschlieBend das prokonvulsive
Pentylentetrazol (PTZ), was in der Mehrheit der Fille zu einer Bewegungssuppression fiihrte [82].
Andererseits konnten iiber ENU-Mutationen auch juvenile Zebrafische (3 bis 7 dpf) geziichtet werden,
die eine gewisse Resistenz gegen PTZ-induzierte Krampfanfille zeigten, da sie bei hohen PTZ-
Konzentrationen lediglich Stadium II eines epileptischen Anfalls erreichten [89]. In einer Studie von
Winter et al. wurden Zebrafischembryonen verschiedenen Medikamenten ausgesetzt, die beim
Menschen Krampfanfille auslosen konnen. In 72 % der Fille zeigten die beim Menschen
prokunvulsiven Medikamente dhnliche Effekte beim Zebrafisch [87].

Damit stellt der Zebrafisch ein geeignetes Tiermodell zur Untersuchung neurologischer Erkrankungen

wie etwa der Epilepsie dar.
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Abbildung 21: Elektroenzephalogramm eines Zebrafisches mit epilepsieartiger Aktivitit (nach [88]).
A, links: Platzierung der Elektrode an einem in Agar eingebetteten Zebrafischembryo. A, rechts: EEG
eines Zebrafischembryos, der 15 bzw. 45 Minuten mit PTZ behandelt wurde. B: vergroBerte
Ausschnitte aus A (a zeigt eine interiktale Entladung, b eine iktale Entladung).
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5.1.3 Innenohr

Etwa nach 20 hpf werden beim Zebrafischembryo die ersten Haarzellen sichtbar und die Otolithen
lagern sich an die Kinozilien an. Nach 96 hpf schwimmen die Larven frei und besitzen voll
funktionsfdhige Ohren, die in den ersten Wochen ihres Lebens aufgrund der schwachen Pigmentierung
gut sichtbar bleiben [90]. Der Zebrafisch besitzt weder AuBlen- noch Mittelohr, dafiir aber ein fiir
Vertebraten typisch aufgebautes Innenohr, auch wenn keine Cochlea vorhanden ist. Der Zebrafisch
gehort zur Gruppe der Ostariophysi, die den Weberschen Apparat besitzen, der iiber vier kleine
Knéchelchen die Schwimmblase mit dem Innenohr verbindet. Dadurch konnen Zebrafische in einem
Bereich zwischen 100 und 5000 Hz horen [91]. Fische besitzen zusétzlich zum Ohr noch das so
genannte Seitenlinienorgan, das sensorische Haarzellen aufweist. Dadurch konnen sie im Bereich
tiefer Frequenzen empfinden. Dies betrifft vor allem Wasserstromungen, das Schwimmen im
Schwarm und die Gefahrenwahrnehmung [90].

Bisher wurden verschiedene vestibuldre und auditorische Defekte beim Zebrafisch erforscht [91]. Um
Mutanten mit Vestibularisdefekten zu identifizieren kann beispielsweise das Schwimmverhalten
analysiert werden. Dabei kann beobachtet werden, dass Mutanten auf der Seite, kopfiiber, in Kreisen
oder Schleifen schwimmen. Diese Bewegungsabliufe zeigen dabei Ahnlichkeiten mit einer tauben
Mausmutante, die gleichzeitig einen Vestibularisdefekt aufweist. Bei einer Vielzahl der
Zebrafischmutanten, die in Kreisen schwimmen, konnte gleichzeitig eine abnormale Struktur und
Funktion der Haarzellen nachgewiesen werden [91]. Haufig zeigen Zebrafische, bei denen eine
Mutation in einem orthologen Gen vorliegt, das beim Menschen zur Taubheit fiihrt, zusétzlich eine
vestibuldre Dysfunktion [92], so dass durch die Untersuchung der vestibuldren Funktion des
Zebrafisches indirekt die auditorische Funktion analysiert werden kann. Dariiberhinaus fiihrt ein
auditorischer ~ Stimulus  bei  Zebrafischmutanten @ mit Taubheit zu einer direkten
Bewegungsreaktion [93].

Der Zebrafisch erreicht ein durchschnittliches Alter von drei bis fiinf Jahren bei einer Generationszeit
von etwa drei Monaten [63]. Es ist daher fraglich, ob der Zebrafisch ein geeignetes Tiermodell fiir die
Untersuchung des autosomal-dominant vererbten Horverlust aufgrund KCNQ4-Mutation darstellt, da
diese Form des Horverlusts beim Menschen durchschnittlich in der zweiten bis dritten Lebensdekade
auftritt [32]. Fir KCNQ4 wurde nur ein orthologes Gen beim Zebrafisch identifiziert, so dass eine
Neofunktionalisierung oder Subfunktionalisierung weniger wahrscheinlich ist, als bei Vorliegen von
zwei co-orthologen Genen [78].

Punktmutationen in KCNQI bzw. KCNE] fithren beim Menschen zum Jervell-Lange-Nielsen-
Syndrom, das mit angeborener hochgradiger bilateraler Schwerhorigkeit assoziiert ist [41]. Aufgrund
dieser frithen Krankheitsmanifestation im Menschen konnte der Zebrafisch hier ein adédquates
Tiermodell darstellen.

Trotz der groBen Unterschiede zwischen dem Innenohr des Zebrafisches (Abbildung 22) und des

Menschen kann der Zebrafisch als Tiermodell zur Erforschung der Taubheit herangezogen werden.
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Bisher konnte von einem Drittel der Gene, die beim Menschen zur syndromalen oder nonsyndromalen
Taubheit fiithren, orthologe Gene beim Zebrafisch identifiziert werden [91]. So wurde beispielsweise
kend3, ein Gen, das fiir eine Untereinheit eines Kaliumkanals kodiert, in den Haarzellen des
Zebrafisches nachgewiesen [92].

Fiir die Erforschung der Taubheit scheint der Zebrafisch als Tiermodell zwar geeignet, weist aber

gewisse Limitationen auf.
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Abbildung 22: Innenohr des Zebrafischembryos (linkes Bild) und des adulten Febrafisches (rechtes
Bild) (nach [90]). ac: anteriore Crista am: anteriore Makula, 1: Lagena, mc: mediale Crista, o: Otolith,
pc: posteriore Crista, pm: posteriore Makula, s: Sacculae, u: Utrikuli.

5.2  Die KCNQ-Genfamilie

5.2.1 Genomduplikation

Das Zebrafischgenom umfasst 50 Chromosomen [94]. Die meisten Genfamilien umfassen mehr Gene
als dies bei Saugetieren der Fall ist [81], wobei insgesamt etwa 70-80 % Homologie zum
menschlichen Genom besteht [88]. Fiir jedes der menschlichen KCNQ-Gene konnten am
Zebrafischmodell orthologe Gene gefunden werden, zu KCNQ3 und KCNQ4 jeweis ein orthologes
Gen, zu KCNQI, KCNQ2 und KCNQ5 jeweils zwei co-orthologe Gene.

Es wird angenommen, dass bei Landwirbeltieren im Laufe der Evolution insgesamt zwei
Genomduplikationen stattgefunden haben [95], wihrend es bei Strahlenflossern wie dem Zebrafisch
zu einer zusitzlichen Genomduplikation (Tetraploidisation) kam, wodurch die Co-Orthologie erklart
werden kann [78]. Trotz der zusitzlichen Genomduplikation besitzt der Zebrafisch entegegen der
Vemutung nicht doppelt so viele Chromosomen wie etwa der Mensch, sondern lediglich
50 Chromosomen. Vermutet werden eine starke Fusion der Chromosomen im Zebrafischgenom bzw.
eine starke Spaltung der humanen Chromosomen [96]. Durch Untersuchung verschiedener Teleostei
(echte Knochenfische) kann davon ausgegangen werden, dass der letzte gemeisame Vorfahre von

Strahlenflossern und Landwirbeltieren 12 bis 13 haploide Chromosomen besessen hat, bevor es zur
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Genomduplikation kam [96, 97]. Durch phylogenetische Analysen konnte die Genomduplikation auf
einen Zeitraum vor etwa 350 Millionen Jahren datiert werden [78].

Fiir mindestens 20 % der humanen Gene besitzt der Zebrafisch zwei co-orthologe Gene [78, 96].
Durch Genverlust oder sich entwickelnde Nonfunktionalitiit entspricht die Anzahl der Gene nicht der
vermuteteten doppelten Anzahl im Sdugetiergenom [94]. Andererseits gibt es auch seltene Fille, in
denen zwei Siugetiergene nur durch ein orthologes Gen beim Zebrafisch reprisentiert werden [80].
Eine Genduplikation fiihrt in 50-90 % der Fille zu nonfunktionalen Genen, es entstehen so genannte
Pseudogene. Desweiteren kann es zu Genen mit verdnderter Funktionalitit kommen
(Neofunktionalisation bzw. Subfunktionalisation) [78]. Entscheidend bei der Subfunktionalisierung
ist, dass sich die betroffenen Gene in ihrer Funktion ergidnzen [98]. Die Subfunktionalisierung kann so
genutzt werden, um einzelne konservierte Gene beim Sédugetier besser zu charakterisieren [78].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Gene KCNQI, KCNQ2 und KCNQ5 werden aufgrund der
Genomduplikation beim Zebrafisch durch jeweils zwei co-orthologe Gene reprisentiert. Obwohl die
Orthologie unabhingig von der jeweiligen Funktion definiert ist [78], ist die Funktion orthologer Gene
dennoch héufig konserviert [79]. Somit konnen Studien zu Mutationen im Zebrafischgenom wichtige
Hinweise auf die Funktion menschlicher Gene und den durch die Mutation hervorgerufenen

Pathomechanismus aufzeigen [79].

5.2.2 Syntenie

Trotz frither phylogenetischer Trennung von Mensch und Zebrafisch finden sich umfangreiche
konservierte Syntenien zwischen beiden Spezies [94]. Unter konservierter Syntenie versteht man die
evolutiondr beibehaltene Nachbarschaft verschiedener Gene auf einem Chromosom [79]. So finden
sich Gruppen von Genen, die beim Menschen in enger Nachbarschaft auf einem Chromosom
lokalisiert sind, auch beim Zebrafisch in dhnlicher Konstellation auf einem gemeinsamen Chromosom
[80, 81]. Durch die Syntenie kann die Orthologie zwischen zwei Genen verifiziert werden [99] die
durch ClustalW vorhergesagt wurde. Barbazuk et al. konnten zeigen, dass die Syntenie zwischen
Mensch und Zebrafisch durchschnittlich 3,7 Gene umfasst [99]. Von den bisher analysierten Genen
und ESTs (Expressed Sequence Tags) weisen etwa 80 % konservierte Syntenie auf. Bei 20 % der
analysierten Gene und ESTs vermutet man zusétzliche Syntenien, homologe Segemente, Fehler in der
Orthologie bzw. Genkartierung oder einen Verlust des menschlichen orthologen Gens als Ursache
fehlender konservierter Syntenie [99].

Das Wissen tiber die Beziehungen zwischen dem humanen und dem Zebrafischgenom kann genutzt
werden, um genetisch bedingte Erkrankungen durch Vergleich mit Mutationen in orthologen Genen

néher zu untersuchen [99].
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5.2.3 Konservierung

5.2.3.1 Proteinzielsteuerung

Dahimene et al. beschreiben ein N-terminales Segment in KCNQI1, das wichtig fiir die
Proteinzielsteuerung ist. Kommt es in diesem Bereich zu Mutationen, verbleiben die Proteine im
endoplasmatischen Retikulum. Das Segment besteht aus der auch bei den anderen KCNQ-Genen
konservierten Aminosdurensequenz QxxxYxXxLERPxGW (Tabelle 19) [39]. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese Sequenz bis auf die letzten beiden Aminoséduren ,,GW* auch
im Zebrafischgenom konserviert ist (Tabelle 19). Dies legt eine Bedeutung fiir die

Proteinzielsteuerung auch beim Zebrafisch nahe.

KCNQ Aminosiuresequenz kenq Aminosiuresequenz
(human) (human) (Zebrafisch) (Zebrafisch)
kcnga_d OGDVYNFLERPAGLRCF
KCNQ1 QGRVYNFLERPTGWKCF B
kcnqgg QGRVYNFLERP TGWKCF
kcngb_e ONFLYNALERPRGWAF I
KCNQZ2 ONFLYNVLERPRGW-AF I
kcngi ONFLYNVLERPRGWAF I
KCNQ3 QTLIYDALERPRGW-AFL kcngh ONLIYDALERPRGWALL
KCNQ4 ONWVYNVLERPRGW-AFV kcngj ONCLYNVLERPRGWAF I
kcngc ONYLYNVLERPRAWAF'V
KCNQ5 ONYLYNVLERPRGW AFI -
kcngf ONYLYNVLERPRSWAF I

Tabelle 19: Fiir die Proteinzielsteuerung verantwortliche Aminosduresequenz (nach [39], erginzt um
eigene Ergebnisse).

5.2.3.2 Retigabinsensitivitit

Schenzer et al. [100] und Wuttke et al. [101] konnten zeigen, dass ein Tryptophanrest (W) im S5-
Segment wichtig ist fiir das Ansprechen auf das Antikonvulsivum Retigabin (Retigabinsensitivitit).
Das entsprechende Segment ist in KCNQ2 bis KCNQ5 konserviert (Tabelle 20). Retigabin aktiviert
Kaliumkanile, eine Funktion fiir die das Tryptophan-265 wichtig aber nicht alleinig verantwortlich ist
[100]. In den Aminoséduresequenzen beim Zebrafisch zeigte sich, dass das Tryptophan an der gleichen
Stelle lokalisiert und innerhalb der kcng-Genfamilie konserviert ist (Tabelle 20). Auch das Leucin-266
(L) in KCNQI [100] ist in den orthologen Genen des Zebrafisches konserviert. Dies konnte darauf
hinweisen, dass die Sensitivitdt auf Retigabin auch in den orthologen Genen des Zebrafischs durch

Tryptophan reguliert wird.
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KCNQ Aminosiuresequenz kcnq Aminosiuresequenz

(human) (human) (Zebrafisch) (Zebrafisch)

kcnga_d GSVVFIHRQELITTLYI

KCNQ1 GSVVFIHRQELITTLYI -
kcngg GSVVFIHRQELITTLYTI
kcngb_e GSVVYAHSKELITAWYI

KCNQ2 GSVVYAHSKELVTAWYI =
kcngi GSVVYAHSKELITAWYI
KCNQ3 GSAICAHSKELITAWYI kcngh GSAIYTHSKELITAWYI
KCNQ4 GSVVYAHSKELITAWYI kcngj GSVVYAHSKELITAWYI
kcngc GSVVYAHSKELVTAWYI

KCNQ5 GSVVYAHSKELITAWYI =
kcngf GSVVYAHSKELVTAWYI

Tabelle 20: Aminosduresequenz des S5-Segments, das fiir die Retigabinsensitivitdt verantwortlich ist
(nach [100] erginzt um eigene Ergebnisse). Der entscheidende Tryptophanrest (W) ist hervorgehoben.

5.2.3.3 IQ-Motiv

Der Calciumsensor Calmodulin (CaM) stellt eine zusitzliche Untereinheit des KCNQ2/3-
Kaliumkanals dar, was diesen sensitiv fiir intrazelluldres Calcium macht [102, 103]. Calmodulin
bindet dabei an das sogenannte IQ-Motiv, ein Sequenzmotiv, das haufig Isoleucin (I) und Glutamin
(Q) enthilt (Tabelle 21). Gamper et al. [102], Wen et al. [103] und Yus-N4jera et al. [104] konnten die
1Q-Motive IQ; und IQ, unabhingig voneinander nachweisen.

Vergleicht man die humanen KCNQ-Gene mit den Orthologen des Zebrafisches (Tabelle 22), so stellt
man fest, dass die IQ-Motive auch beim Zebrafisch vorhanden und relativ konserviert sind. Die 1Q-
Motive in KCNQI gleichen sich zwischen Mensch und Zebrafisch (kcnga_d, kcnqg), unterscheiden
sich aber innerhalb der jeweiligen Spezies von den IQ-Motiven in KCNQ2-5.

KCNQ (human) IQ-Motiv 1 (IQ;) (human) 1Q-Motiv 2 (IQ;) (human)
KCNQ1I AASLIQTAWRCYAAENPDS TIKVIRRMQYFVAKKKFQQOARK
KCNQ2 HFEKRRNPAAGLIQSAWRFYATNLSRTD SIRAVCVMRFLVSKRKFKESLR
KCNQ3 HFEKRRKPAAELIQAAWRYYATNPNRLD ATIRAVRILQFRLYKKKFKETLR
KCNQ4 HFEKRRMPAANLIQAAWRLYSTDMSRAY VIRSIRILKFLVAKRKFKETLR
KCNQ5 HFEKRRNPAANLIQCVWRSYAADEKSVS VIRAIRIMKFHVAKRKFKETLR

Tabelle 21: IQ-Motive 1Q; und IQ, der humanen KCNQ! (nach [104]) und KCNQ2-5 (nach [102]).

67



(ffnll\; % (Zeé‘f;f?sch) IQ-Motiv 1 (IQ,) (Zebrafisch) I1Q-Motiv 2 (IQ,) (Zebrafisch)
kcnga_d AAASLIQTLWRCYACEKSDS ATKVIRRMQOYFVARRKFQQARK
renet kcngg AAASLIQASWRCFALLNPD ATRVIQRMYYFVARKKFQQARK
kcngb_e PAAGLIQAAWRFHATNL SRT TIRSICVMRFLLSKRRFKESLR
Kooz kcngi PAAGLIQAAWRFYATNLNRT TIRAVCIMRFMVSKRKFKESLR
KCNQ3 kcngh PAASLIQAAWRYYSTNPVRE VIRALRIIMFLLNKKRFKETLR
KCNQ4 kcngj PAANLIQAAWRLYSTDAQHS LIRAVRILKFLVAKRKFKETLR
kcngc PAASLIQAAWRLYSTDILSRSY VIRAIRIMKFHVAKKKFKETLR
ReNe kcngf PAACLIQGVWRSYAADENSV VIRAVRIMKFHVAKKKFKETLR

Tabelle 22: Orthologe Aminosiduresequenzen der IQ-Motive.

5.2.3.4 C3-Domine

Alle KCNQ-Untereinheiten enthalten eine C1-Domine, die Calmodulin und Phosphatidylinositol-
bisphosphat bindet und eine C2-Domine, die fiir die Tetramerisation und die Interaktion der
Untereinheiten wichtig ist [105]. Pan et al. konnten zeigen, dass im Gegensatz dazu die C3-Doméne
nur bei KCNQ2 und KCNQ3 von Wirbeltieren vorhanden ist (Tabelle 23) [105]. Diese C3-Domine
spielt eine wichtige Rolle in der Lokalisation von KCNQ2/KCNQ3 in den so genannten ,,axonal initial
segments* (AIS) und im Bereich der Ranvier’schen Schniirringe [105]. Innerhalb der C3-Doméne
befindet sich ein Bereich, der auch bei Natriumkanilen eine wichtige Funktion in der Lokalisation
spielt, die so genannte Ankyrin-G-Bindungsstelle [105]. Die C3-Domine befindet sich jeweils im
letzten Exon der entsprechenden Gene. kcngb_e, kcngh und kcngi sind orthologe Gene des
Zebrafisches zu KCNQ2 und KCNQ3 und sind in ihrer Aminoséduresequenz zu 100% konserviert
(Tabelle 23). Dies legt die Vermutung nahe, dass auch die orthologen Proteine zu KCNQ2 und

KCNQ3 in den Bereichen der AIS und des Ranvier’schen Schniirrings aufzufinden sind.

KCNQ kenq .
C3-Domine (Mensch . C3-Domaine (Zebrafisch
(Mensch) ( ) (Zebrafisch) ( )
kcngb_e CTRIRPYLAEGESDTDSD
KCNQ2 AKVRPYIAEGESDTDSDLCTP -
kcngi CTKVRPYIAEGESDTDSD
KCNQ3 MREKRYLAEGETDTDTDPFTP kcngh WGRDRRYLAEGETDTDTD

Tabelle 23: Konservierter Bereich der C3-Domine, hervorgehoben ist die Ankyrin-G-Bindungsstelle
(nach [105] erginzt durch eigene Ergebnisse).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass verschiedene essentielle Bereiche in den KCNQ-Genen

zwischen Mensch und Zebrafisch konserviert sind und daher eine ebenso konservierte Funktionalitit
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angenommen werden kann. Daher erscheint der Zebrafisch als gutes Modelltier zur funktionellen

Untersuchung der menschlichen Kaliumkanalfamilie KCNQ.

5.3  SpleiBvarianten

Beim Zebrafisch wurden in den Genen kcngb_e, kcngf, kengi und kengj alternative Exons gefunden. In
den letzten Jahren konnten diverse Studien nachweisen, dass alternatives Spleien in vielen
Organismen vorkommt, um verschiedene essentielle biologische Prozesse zu regulieren. Zwischen den
Spezies sind unter den orthologen Genen die Spleivarianten in unterschiedlichem Ausmal
konserviert [60]. Bei den menschlichen KCNQ-Genen konnte bis jetzt bei jedem Gen dieser

Genfamilie mindestens eine Spleilvariante nachgewiesen werden [35, 36, 45, 56].

5.3.1 KCNQ2

Die Untersuchungen am Tiermodell Zebrafisch zeigen, dass bei kcngb_e fiinf alternative Exons
vorhanden sind, wohingegen kcngi nur ein alternatives Exon 12 besitzt. In einer Variante des kcngb_e,
in der die beiden Exons 17 und 18 entfernt sind, kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters.

Im Gehirn wurden vier verschiedene Spleivarianten des humanen KCNQ?2 identifiziert. Bei der ersten
Spleilvariante handelt es sich um ein zusidtzliches Exon, das fiir die Aminosiduresequenz
SSQTQTYGAS kodiert [30]. Es handelt sich hierbei um das Exon 9, das beim Zebrafisch (kcngb_e
und kcngi) nicht vorhanden ist. Ein weiteres alternatives Exon kodiert die Aminosduresequenz
SKGSPCRGPLCGCCPGRS [30], das dem Exon 12 des KCNQ?2 entspricht. Auch die Sequenz
GILGSGFALK wird von einem alternativen Exon kodiert [30], wobei es sich hierbei nicht um ein
vollstindiges Exon handelt, sondern nur um den ersten Teil von Exon 7. Bei der vierten Variante
handelt es sich um eine Deletion einer einzelnen Base in Position 2110 und um einen Basenaustausch
in Position 2120 von G zu A. Durch die Punktmutation wird der Leserahmen verschoben, wodurch das
resultierende Protein aus 930 statt 872 Aminosiduren besteht [30]. Durch Transfektion in COS-Zellen
konnte nur durch zwei der vier Spleivarianten ein Kaliumstrom generiert werden [30]. Smith et al.
konnten eine lange und eine kurze Spleilvariante von KCNQ2 nachweisen, die sich im C-Terminus
unterscheiden (Abbildung 23). Dabei zeigte sich, dass die lange Variante in differenzierten Neuronen
exprimiert wird, die kurze Variante dagegen, die keine Kaliumstrome erzeugen kann, verstdrkt im
fetalen Gehirn und in Hirntumoren [36].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten darauf hin, dass auch beim Zebrafisch verschiedene
SpleiBvarianten in jeweils unterschiedlichen Entwicklungsstadien bevorzugt exprimiert werden.
Weitere Forschung kann so eventuell Aufschliisse tiber die Funktion der einzelnen Spleilvarianten

und deren Einfluss auf die Entwicklung geben.
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MVQRKSRNGGVYPGPSGEKKLKVGFVGLDPGAPDSTRDGALLIAGSEAPKRGSILSKPRAGGAGAGKPPKRNAFY

RELQNFLYNVLERPRGWAFIYHAYVFLLVFSCLVLSVFSTIKEYEKSSEGALYILEIVTIVVFGVEYFVRIWAA
s1 s2
GCCCRYRGWRGRLKFARKPFCVIDIMVLIASIAVLAAGSQGNVFATSALRSLRFLQILRMIRMDRRGGTWELLG
s3 84
SVVYAHSKELVTAWYIGFLCLILASFLVYLAEKGENDHFDTYADALWWGLITLTTIGYGDEYPQTWNGRLLAA
85 Pore
TFTLIGVSFFALPAGILGSGFALKVQEQHRQKHFEKRRNPAAGLIQSAWRFYATNLSRTDLHSTWQYYERTVTV
S6

PMYSSQTOTYGASRLIPPLNQLELLRNLKSKSGLAFRKDPPPEPSPSQKVSLKDRVFSSPRGVAARKGKGSPQAQ
[RYRRRAPATKQLFHFLFSICS. (Q28)

TVRRSPSADQSLEDSPSKVPKSWSFGDRSRARQAFRIKGAASRONSEEASLPGEDIVDDKSCPCEFVTEDLTPG
LKVSIRAVCVMRFLVSKRKFKESLRPYDVMDVIEQYSAGHLDMLSRIKSLQSRVDQIVGRGPAITDKDRTKGPA
EAELPEDPSMMGRLGKVEKQVLSMEKKLDFLVNIYMORMGI PPTETEAYFGAKEPEPAPPYHSPEDSREHVDRH
GCIVKIVRSSSSTGQKNFSAPPAAPPVQCPPSTSWQPOSHPROGHGTSPVGDHGSLVRIPPPPAHERSLSAYGG
GNRASMEFLRQEDTPGCRPPEGTLRDSDTSISIPSVDHEELERSFSGFSISQSKENLDALNSCYAAVAPCAKVR
PYIAEGESDTDSDLCTPCGPPPRSATGEGPFGDVGWAGPRK. (Q2L)

Abbildung 23: Lange und kurze SpleiBvariante des menschlichen KCNQ2 (nach [36]). Die
Transmembrandominen (S1-S6) sind unterstrichen. Der Bereich, der fiir die Retention im
endoplasmatischen Retikulum kodiert (RYRR) ist umrandet.

5.3.2 KCNQ4

Bei kcngj kommt eine Splei3variante vor, in der Exon 9 aus zwei verschiedenen Alternativen a und b
besteht. Bei KCNQ4 ist eine seltene Spleilvariante bekannt, bei der Exon 9 fehlt. Dabei kommt es zu
einem Verlust von 54 Aminoséduren, die den Leserahmen jedoch nicht verdndern. Auch bei der Maus
sind vier Spleilvarianten bekannt, die das Exon 9 betreffen. Dabei handelt es sich jeweils um drei
verschiedene Varianten von Exon 9 und eine Variante, in der dieses ausgelassen wird. Alle bekannten

Varianten haben den gleichen C-Terminus (Abbildung 24) [106].

KCNQ4 v1 AYLTATWYYYDSILPSFRELALLFEHIQRARNGGLRPLEVRRAPVP
DGAPSRYPPVATCHRPGSASFCPGESSRMGIKDRIRISSSQ

KCNQ4_v2 AYLTATWYYYDSILPSFSQMFSNKRSFFRIHASWRPSSRMGIKDRIRISSSQ
KCNQ4_v3 AYLTATWYYYDSILPSFSWREEEAAGPRCLSLSSRMGIKDRIRISSSQ
KCNQ4_v4 AYLTATWYYYDSILPSF* SSRMGIKDRIRISSSQ

Abbildung 24: Alternative Exons des Kcng4 der Maus (nach [106]). Dargestellt ist jeweils die
Aminosduresequenz.

5.3.3 KCNQS

Beim Zebrafisch wurden bei kcngc keine alternativen Exons gefunden, jedoch bei kcngf, wobei es sich

um Exon 8 handelt, von dem zwei Varianten vorkommen.
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Beim orthologen menschlichen KCNQ5 konnte ein alternatives Exon nachgewiesen werden. Dabei
kommen zwei Varianten vor allem in der quergestreiften Muskulatur vor, eine andere Variante vor
allem im Gehirn (Abbildung 25) [107]. In der vorliegenden Studie stellte sich heraus, dass es sich
hierbei um Exon 9 handelt, das auch in der Maus alternativem Spleiflen unterliegt [56]. Es existieren
dabei zwei alternative Varianten (I und III) des Exon 9 und eine Variante (II), bei der Exon 9 nicht

vorhanden ist.

I heCHQZ 36l HLEALHTCSPTEREQGEASS-——------—r====a=a== SUKLSFEERVRMASERGQEIK
LI hECHQE 35l HLEALHTCSPT-————-——--romme e e e ———— HOELSFEERVRMAS PRGOS LK
II1 hKCMQE 341 HLEALHTCEPT--——--—-—--—- HMEFCEHEQELFEMY TSREOSOELSFEERVEMBS PRGOS TE

&

Abbildung 25: Drei Spleilvarianten von Exon 9 des humanen KCNQ5 (nach [107]), Variante I wird
im Gehirn exprimiert, wohingegen Variante II und III vor allem in der quergestreiften Muskulatur zu
finden sind.

54 Ausblick

Um die Expressionsorte verschiedener Gene beim Zebrafisch sowie Zebrafischembryo zu untersuchen
eignet sich das Verfahren der in-situ-Hybridisierung [108, 109]. Hierbei wird die cDNA in cRNA
umgeschrieben und mit einem Marker (,,7ag*) versehen, der anschlieBend sichtbar gemacht werden
kann. Die cRNA dient somit als Sonde fiir die Hybridisierung. Durch den Vektor pCR®II-TOPO, der
auch in dieser Arbeit verwendet wurde, kann sowohl antisense als auch sense cRNA erzeugt werden,
die bei den in-situ-Hybridisierungen Verwendung finden [108, 109]. Besonders das Digoxigenin-
System findet bei der in-situ-Hybridisierung von Zebrafischembryonen hiufig Anwendung [108, 109].
Die Methode der DIG-Markierung basiert auf einem Steroid, das aus dem Fingerhut (Digitalis
Purpurea und Digitalis lanata) isoliert wird. Die Bliiten und Blitter dieser Pflanze sind die einzigen
natiirlichen Quellen fiir Digoxigenin, wodurch der Anti-DIG-Antikdrper an keinem anderen
biologischen Material bindet. Die DIG-Nukleotide konnen in die Nukleinsidureproben mittels DNA-
Polymerasen, RNA-Polymerasen oder terminalen Transferasen eingebaut werden. Die hybridisierten
Dig-Proben konnen durch Anti-Digoxigenin-Antikdrper (Anti-DIG) detektiert werden, wobei die
Antikorper mit Enzymen wie alkalischer Phosphatase oder Peroxidase konjugiert sind. Wird
beispielsweise alkalische Phosphatase verwendet, kann diese durch Substrate wie NBT (Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid) und BCIP (5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat )visualisiert werden [110].

Durch genetische Screeningmethoden beim Zebrafisch konnten bereits viele Mutationen entdeckt
werden, mit deren Hilfe Einblicke in die Physiologie und Pathologie von Vertebratengenen gewonnen
werden konnten [79]. Man unterscheidet zwei wichtige Verfahren zur genetischen Manipulation, zum
einen die so genannten reverse genetic approaches und zum anderen die so genannten forward genetic
screens, wobei bei letzteren die Gene nicht bekannt sind und daher nicht gezielt untersucht werden

konnen [111].
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Reverse genetic approaches dienen der gezielten Bestimmung von Genen, deren Sequenz bekannt ist
[111]. Eine weit verbreitete Methode sind so genannte Morpholinos, die zum Knockdown der
Genexpression fithren. Morpholinos sind chemisch modifizierte Antisense-Oligonukleotide, die in
Embryonen injiziert werden und an die Ziel-mRNA binden. Dadurch blockieren Morpholinos
entweder die Translation, indem sie eine komplementdre Sequenz zur 5°-UTR oder zum
Initiationscodon besitzen [112] oder sie verhindern das Spleiien, indem sie eine komplementire
Sequenz zu Exon-Intron-Grenzen besitzen [113]. Morpholinos fithren normalerweise zu einem
Funktionsverlust eines oder mehrerer Gene (loss of function) [66] [111]. Die Methode des Knockdown
von Genen durch Morpholinos wird genutzt, um die Funktion von verschiedenen Genen in vivo zu
erforschen und dadurch im Verlauf wertvolle Informationen iiber medikamentose Therapieansitze und
deren Wirkungsweise zu erlangen [114]. Im Laufe mehrerer Zellteilungen werden die Morpholinos
zunehmend verdiinnt, so dass sich die Aussagen dieser Studien auf die frithen Entwicklungsstufen
beziehen [111]. Durch diese Methode kann in weiterfithrenden Studien zur kcng-Genfamilie beim
Zebrafischembryo versucht werden, den durch Mutationen bedingten Pathomechanismus beim
Menschen besser zu verstehen.

Auch das TILLING (target induced local lesions in genomes) ist eine Methode der reverse genetic
approaches. Durch Ethylnitrosurea (ENU) oder Ethylmethansulfonat (EMS) werden Punktmutationen
erzielt und anschlieend durch Sequenzierung einzelner bekannter Gene detektiert [111, 115]. Durch
TILLING lassen sich in kurzer Zeit viele Mutationen in einzelnen Genen nachweisen und so
potentielle Knockout-Tiere ziichten [116]. Der Zebrafisch ist das zweite Modelltier, an dem diese
Methode der reverse genetic approaches angewendet wurde [115]. Durch TILLING erhofft man sich
neue Erkenntnisse iiber den Pathomechanismus, der durch Punktmutationen in Genen ensteht und sich
dabei nicht auf die frithen Entwicklungsstufen des Tiermodells bezieht [66].

Die Techniken der reverse genetic approaches wie Morpholinos und 7/LLING sind dabei nur sinnvoll
anwendbar, wenn die interessierenden Gene bereits kloniert und sequenziert sind. Mit Hilfe dieser
Methoden kann man in weiteren Studien &tiologische Zusammenhinge zwischen Mutationen in den
kecng-Genen des Zebrafisches und der Entwicklung von kardiovaskuldren, neurologischen oder
otologischen Erkrankungen aufkldren. Durch diese Studien konnten in der Folge Funktion und
Bedeutung von Genmutationen beim Menschen, ihre Rolle in der Entstehung genetischer

Erkrankungen und damit mogliche neue therapeutische Ansitze niher untersucht werden.
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6

6.1

6.1.1

Ina27:
Ina28:
Ina29:
Ina30:
Ina85:
Ina86:
Ina87:
Ina88:
Inag&9:
Ina90:

Inal29:
Inal46:
Inal47:
Inalss:
Inal5e6:
Inal57:
Ina251:
Ina259:
Ina260:

6.1.2

Ina5:
Inab6:
Ina7:
Ina8:
Ina9:
InalO:
Inall:
Inal2:
Inal3:
Inal4:
Ina75s:

Anhang

Primer

kenga_d

5’ -ttgtgctggtggtgtttttcgggact-3°
5’-cgccccaccacagagcatcagceat-3’
5’-tcctgggtctgatcttctcatcgtat-3°
5’-cgtctgtaaccacaggcagaggaat-3’
5’-gtctgcaggcetgecggageaaata -3’
5’-tactgcatctttttcagccaaataca-3’
5’-ggacgggccggacatctctega -3’
5’-cagcgtgtgatccagecttctct-3’
5’-tctccacacctttctcaggcagaa-3’
5’-tccagacggatgagcecgggct-3°
5’-gtgctggtegtatttttcgggact-3°
5’-ctgagaaaggtgtggagaaggagt-3’
5’-aggagcccggctcatcegtct-3’
5’-cagagaaggctggatcacacgct-3’
5’-atctacacctcagtgtcteectgt-3’
5’-acagatgccacgaccacgattagat-3’
5’-cctcagtgtttgactetgtgtgegt-3°
5’-aaatatgtgggcattaaaggccgtct-3’
5’-tggccttccegatecacgtetga-3’

kengb_e

5’-cgaaagtcggctttgtgggatctgga-3’
5’-ggatctggagaaacctcagactcct-3’
5’-tggccgetggetcacaggggaat-3’
5’-catgtggaaaaaaggtctgttcgtgat-3’
5’-gtcgtaacccegetgeaggtcttat-3°
5’-cgggacagcatgtccagatgtect-3’
5’-agagagcctcagaccctacgacgt-3’
5’-gtcagagtctgtatctgattcgecct-3’
5’-ggacccaacgggactctgactga-3’
5’-acttcattccaggccacatcctgt-3’

5’-acgacgtgatggatgtgatagagca-3’
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Ina76: 5’-tgctcatectgetggtgecatgaggta-3°
Inalll: 5’-agcttcggtttctgatcgtgggat-3’
Inall3: 5’-gaccaagagcctgagettcacaga-3’
Inall4: 5’-catgcttgggtcctcaggeacct-3’
Inall8: 5’-gaaccaggcaggaaaacaccagca-3’
Ina 153: 5’-atgtacaaggcgctctecgaget-3’
Inal95: 5’-gctactttacacactcgtttggatct -3’
Inal96: 5’-aagcaccatgatatcgatgatacagaa -3’
Ina220: 5’-aggaaggactctcagatagatgtca-3’
Ina230: 5’-cccatttgtgccgtgtatatgetga-3’
Ina231: 5’-gagtccgggtgacagatgtggca-3’
Ina246: 5’-aaacgtccatcagctacatccagga-3’
Ina261: 5’-agaggttataactgtgaatttctgcca-3’
Ina262: 5’-tggactgaaggtttttgatacggga-3’

6.1.3 kcngce

Ina31: 5’-cagaactacctctacaatgtcctgga-3’
Ina32: 5’-ttctgtetgtgetgcetcttggacct-3’
Ina33: 5’-gggcatctcgttcttcgetttgeet-3°
Ina34: 5’-agtctgcagactcttgatacgacataa-3’
Ina35: 5’-aagatgtgatcgagcaatactccgct-3’
Ina81: 5’-atgagcttgatgcctgeacttgtca-3’
Ina82: 5’-cggagcctectgeacctgttgta-3’
Ina83: 5’-tcgcgggacgatgaacaacgega-3’
Ina84: 5’-tccagtattaggagacagtgattgga-3’
Ina91: 5’-tatgtcgtatcaagagtctgcagacta-3’
Ina92: 5’-ctgaatgtgggtaaccggtaccca-3’

Inal79: 5’-tagtcggaggtctgatccagcetca-3’
Inal83: 5’-gcttggecgegtetgtaaagtaga-3’
Inal84: 5’-catgagcatcagtggatcaatgtca-3’
Inal85: 5’-cagtctccacagtgaggttgetgt-3°
Inal97: 5’-tccaccaacagagcaacgacacca-3’

Ina252: 5’-gegtttccagectgegetggtga-3’

6.1.4 kengf

Inal5: 5’-ccggaggattcagaactacctgtaca-3’



Inalé6:

5’-tccaccagataaaccaggaaagagga-3’

Inal7: 5’-ttctgggatctgtagtttatgcacaca-3’
Inal8: 5’-ggtttgcagactcttaattcggecaga-3’
Inal23: 5’-ctctceegtettccggagataca-3’
Inal24: 5’-accaagcagccaaacaccagcaca-3’
Inal34: 5’-ttgccttgaaggttcaagagea-3’
Inal37: 5’-ctcatccacagtaacgttagectca-5’
Inal72: 5’-gcagcacagacagaagcacttcgagaa-3’
Inal73: 5’-aacctgccggtagatgtccagea-3’
Inal74: 5’-aggaaactctgcgeccatatgatgt-3’
Inal75: 5’-gttctggttgaggttcatgagttcat-3’
Inal76: 5’-ggtgtgcaaggttgaaagacaggt-3’
Inal77: 5’-gggttgaatgagatcctgecactgat-3’
Inal78: 5’-tatcaaagattcattccatcagaggca-3’
Ina207: 5’-agcatgctgggaagggtgtgcaaggt-3’
Ina208: 5’-tgctetgecgaattaagagtetgea-3°
Ina209: 5’-tcttaatgagttgtacactctaagaatc-3’
Ina234: 5’-caggactcgatccatcagtgctga-3’
Ina263: 5’-gaggatctgecgtetgegetgaa-3’
Ina264: 5’-tgccggtagatgtccagcaacga-3’
6.1.5 kcngg

Inal: 5’-cgaaagtcggctttgtgggtctgga-3’
Ina2: 5’-ccaccacagagcatcggcegtaget-3’
Ina3: 5’-gtatctggcagagaaggatgeggt-3°
Ina4: 5’-cacatcatatggcttacgtgcttget-3°
Ina79: 5’-gacgtgtttataattcttggaga-3’
Ina80: 5’-cgcatccttctctgecagata-3’
Ina97: 5’-cctccatceccgeatgteegtgtaca-3’
Ina98: 5’-tgaggaaccttgtctccgtageca-3’
Inal00: 5’-ggttgaggagagactttcacgect-3’
Inal02: 5’-acccgtgggtcetetccaagaaatta-3’
Inal07: 5’-atggtgcgcatcaaggagetgea-3’
Inal33: 5’-tgaccacagacggaccacgtact-3’
Inal50: 5’-agcagtattcacagggccatctca-3’
Inal69: 5’-cacggatggctgctcgatgagaa-3’
Inal70: 5’-cgcacatcatatggcttacgtgctt-3’
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Inal&2:

5’-gttttgaagtgagaaatcaggcgtga-3’

Inal89: 5’-atcatgtttctetgtcttcgetatct-3°
Inal90: 5’-tggaggtgtggagaactggaacga-3’
Inal9l: 5’-acacatgagcgactggaatgagca-3’
Inal93: 5’-gattctcatcgagcagccatcegt-3’
Inal94: 5’-gtactactttgtggccagaaagaagt-3’
Ina201: 5’-cgatccacatgcageattcgecaga-3’
Ina204: 5’-tcatctgatgctgaacctgagecaa-3’
6.1.6 kcngh

Inal9: 5’-atccagaacctcatttacgacgcget-3’
Ina20: 5’-ccttctcgaccagatacaccaggaaa-3’

= in der Sequenz: 5’-ccttctcgaccaggtacaccaggaaa-3’

Ina21: 5’-ctgatcacagcgtggtacatcgget-3
Ina22: 5’-taggccttcattctgaaagcagttcta-3’
Ina23: 5’-agagtccatcaaaagagggcaaacca-3’
Ina24: 5’-tgttgcatatgcatgtccaccaggaa-3’
Ina25: 5’-caggtggaagacatggagaagaaact-3’
Ina26: 5’-tgggtgtaaagggatcagtgtctgta-3’
Ina52: 5’-gtggtagagcagcgcccatect-3’
Ina53: 5’-gttggggccgtgaccgecgatat-3’
Ina55: 5’-atctaaatatgtatccacgtcacgct-3’
Ina60: 5’-cccegegeactgetccaggtet-3°
Inal09: 5’-cctcectetetgaacgaggtect-3’
Inall0: 5’-cgcagcgacgtggccaacacatt-3’
Inal32: 5’-gagccgaatccttctegtgcetet-3°
Inal88: 5’-tgttgttaatatcgacagaatcagacat-3’
Inal98: 5’-agcagtctcctagacaggagtcgt-3°
Inal99: 5’-cgtcatgttttgtgctgtacaagtct-3’
6.1.7 kcngi

Ina37: 5’-tcgtgacgatcgtggtgtttggagt-3’
Ina38: 5’-agtcctgetgeaggatttctcegtt-3°
Ina39: 5’-taaagttcaggaacagcatcggcaga-3’

= in der Sequenz: 5’-gaaagttcaggaacagcatcggcaga-3’

Ina40:

5’-agttctgtcgggacgecgetecet-3’
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Ina41: 5’-gaagacagtccatctaaagtgcccaa-3’
Ina4?2: 5’-ctgtttctccactttcecgagtegt-3°
Ina 108: 5’-ttccgettggacaccataaacctca-3’
Inal30: 5’-cctgaaggagcgagtgttctcca-3’
Inal31: 5’-tcgtcccatcatgetgggatect-3°
Ina211: 5’-atatcgacagcagcatccggetga-3’
Ina254: 5’-ccttcagatttaaaggagcggegt-3’
Ina255: 5’-aatcccatttctcattcatctctect-3’
Ina256: 5’-catgatgggacgactcgggaaagt-3’
Ina257: 5’-gatctccatgacggetgegect-3’
Ina258: 5’-agatggaggcgatcagcaccatga-3’

Degenerierte Primer :
Pimephales promelas:

Inal58: 5’-gccgatgtaccaggeggtgatca-3’

Salmo salar:

Inal63: 5’-gcagtccagagtggatcagattgt-3’

6.1.8 kcngj

Ina93: 5’-agcaaacgctacagaaagttgcagaa-3’
Ina94: 5’-ttgagtagagacgccatgcagect-3’
Ina9s: 5’-gctctgaaagtgcaggageageat-3’
Ina9e6: 5’-ctgtttctctactttcaccacgegt-3’
Inal27: 5’-taatgatcatagtacagatgaatgcatta-3’
Inal28: 5’-gaaagcaccagacagctgaacacta-3’

Inal35: 5’-taaaggagaagccttgctccggat-3’
Inal39: 5’-ggagtcggagaagagcacactga-3’
Inal40: 5’-tcactccatgttaccgetgtctga-3’

Inal4l: 5’-gccattccatctgataagaagetga-3°
Inal68: 5’-tcctgaactggaacagatggatgaat-3’
Inal80: 5’-ctcagcactcgtatctcacagcca-3’

Ina200: 5’-tgagttgccctgatgcagaggtca-3’

Ina253: 5’-tagtccttccaataacggaggcatca-3’

Teilweise wurde ein Poly A’ Primer zu verschiedenen individuellen Primern verwendet.
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6.2 Gene
6.2.1 kcnga_d

6.2.1.1 DNA und Aminosduresequenz mit Primern und Intron-Exon-Grenzen:

Inalb5é —>
ATCTACACCTCAGTGTCTCCCTGT

DNA: GAAAAATTCATCTCATTTAGACTATTTTTACCCAAGAAACAGAGCTCGGCG

DNA: TTCCATCATGTACCATCCGACCCCTCTIGCTGTCCCGCGGCCGCACGTTCGG
+2: @i Yy H p T P L L S R G R T F G

DNA: CTGGTCGTCCTCCAGCTCCAGCATCAAACTGAAGCAAAATGGTCATGAATT
+2: W S S s S s S I K L K Q N G H E F

DNA: CCCAAACCAGAGCTCATTTCACAGCCTGGAGGAGGCAGCAGTGTCCAGCGC
+2: P N Q S S F H S L E E A A V S S A

DNA: GTCCCGCTCTCCTIGTTTCACTGGAACTGGAGCCTGTAGTGAATAATGGATC
+2: S R S P V S L E L E P V V N N G S

DNA: AAGCGCACCCGTCGCTCCAGGTGGCCACACAAAAGAGCCACCGGCCCACAG
+2: S A P V A P G G H T K E P P A H S

DNA: CCAGCGCCGCCAGCCCGTCTCCATCCACAGCGGGCCCGGAGAGACGCTAGC
+2: Q@ R R Q P V s I H S G P G E T L A

DNA: CGCCGCTGCACGCTTCACGCACAGCCCTTACCACGCCAAGACTAGCATGCA
+2: A A A R F T H S P Y H A K T S M Q

DNA: GGGCGATGTGTACAACTTCCTAGAGAGACCCGCCGGCCTGAGGTGCTTCCT
+2: 6 b V Y N F L E R P A G L R C F L

DNA: GTATCACTTCCTCGTGE]CCTGATGGTCCTGGTGTGTCTGATCTTCAGTGT
+2: 'Y H F L V ¥ L M V L Vv C L I F S V

DNA: GTTGTCCACCATTGAACAGTATGCAGACTTCGCCACAGGATCTCIGTTCTG

+2: L s T I E Q Y A D F A T G S L F W
Ina27 —» Inal29 __,

DNA: GAEQGAGATTGTGCTGGTGGTGTTTTTCGGGACTGAGTATGTGGTGCGGCT

+2: M I V L V V F F G T E Y V V R L
Ina8s —» Ina259 —

DNA: CTGGTCTGCAGGCTGCCGGAGCAAATATGTGGGCATTAAAGGCCGTCTGCG

+2: W S A G C R S K Y v G I K G R L R

Inal57 <—
DNA: CTTCATCAGGAAACCCATCTCCATTATAEETCTAATCGTGGTCGTGGCATC
+2: F I R K P I S I I D L I VvV VvV V A S

DNA: TGTTGTTGTTCTCAGCGTCGGCTCTAATGGACAAGTGTTTGCCACGTCTGC
+2: v v. v L. S VvV G S N G Q V F A T S A

DNA: AATCAEEGGGATCCGCTTCCTCCAGATCTTGCGGATGCTGCATGTGGATCG
+2: I R G I R F L ¢ I L R M L H V D R

DNA: GCAGGGAGGAACGTGGAGGCTTCTGGGATCAGTGGTTTTTATCCATCGGCA

+2: Q 6 G T W R L L G s V VvV F I H R O
Ina29 —>

DNA: EQAGCTGATCACCACACTGTACATCGGGTTCCTGGGTCTGATCTTCTCATC

42: = L I T T L Y I G F L G L I F S S
Ina86 <+—

DNA: GTATTTTGTGTATTTGGCTGAAAAAGATGCAGTAGATGAAGAAGGGAAGAC
+2: Y F V Y L A E K D A V D E E G K T

Ina28
DNA: AGGTTTCTCCAGCTATGCTGATGCTCTGTGETGEGECHTGGTTACTGTGAC
42: 6 F S S Y A D A L W W G V V T V T

Ina260 <4—
DNA: CACGATCGGCTACGGAGACAAAGTCCCTICAGACGTGGATCGGGAAGGCCAT
+2: T I G Y G D K V P Q T W I G K A I
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DNA: CGCCTCCTGTTTCAGCGTGTTTGCCATCTCCTTCTTCGCTCTGCCTGCE@G
+2: A S C F S VvV F A I S F F A L P A G

DNA: CATTCTGGGGTCTIGGTTTTGCTCTTAAAGTCCAGCAGAAACAGAGGCAAAA
+2: I L G S G F A L K V Q0 0 K O R 0 K

DNA: GCATTTTAACCGTCAGATTCCAGCCGCGGCCTCTCTAATACAGACGCTGTG
+2: H F N R 9 I P A A A S L I O I L W

DNA: GAGATGCTACGCTTGCGAAAAGTCAGACAGCTGTACGGCTACGTGGAAGAT
+2: R C Y A C E K S D S C T A T W K M

DNA: GTACGTGCTGACGGGCGACTATATTCCCATTATAAACTCTGAAAACTCCAG
+2: 'Y v L T G bD Y I P I I N S E N S S

DNA: TCCGGGAAACTTCAGACGACTEHGTAAACGCTACAAACGCAAACCCAAATC
+2: P G N F R R L & K R Y K R K P K S

DNA: CCTGCGCGACAACGGCTCCCTGGGTCCTGCTGGAGAACGGGCTCTGTCCAT
+2: L R D N G S L G P A G E R A L S I

DNA: CCCGCAGATCACCTACGACCACATCGAGGATAAAGACGCTGTGTTTACAGA
+2: P Q0 I T Y D H I E D K D A V F T D

DNA: CGACTCTACA@CCGTCAGCGATCATGGTCCGCTTTCACTCTCAGCTGTCC
+2: p s T b R Q R S W S A F T L S C P
Ina87 —p
DNA: TTCTTCTCCAE]GAAGAAAAAGCTGGACGGGCCGGACATCTCTCGAAACAA
+2: s s p VvV K K K L D GG P D I S R N N
Ina30
DNA: CAGTCTGGTGGATGAGCTGGACTTCACCACTGAGGACATTCCTCTGCCTGET
+2: s L v D E L D F T T E D I P L P V

<«
DNA: GGTTACAGACGCCTCACEECTTTCCCATGCACACAGATCCGCCATCAAGGT
+2: v T b A S O L S H A H R S A I K V

DNA: CATCAGACGCATGCAGTACTTTGTGGCTCGGCGGAAATT[TCAGCAAGCGAG
+2: I R R M 0 Y F V A R R K ¥ 0O O A R

DNA: GAAACCGTACGACGTGCGGGACGTGATCGAGCAGTATTCACAGGGACATCT
+2: K p Yy DV R D V I E Q Y S Q G H L
Inal55 —» Ina88 €¢——
DNA: CAACATGATGGTGCGCATTAAGGAGCTGCAGAGAAEaCTGGATCACACGCT
+2: N MM V R I K E L Q R R L D H T L
Ina89 4— Inal46 —p
DNA: GGGGAAACCTGGAATATTTCTGCCﬂEaGAAAGGTGTGGAGAAGGAGTATTA
+2: G K Pp G I F L P E K G V E K E Y Y
Inal4d7—— Ina%20 <——
DNA: TACAGTAGGAGCCCGGCTCATCCGTCTGGAAGATAAEETGTTCCAGATGGA
+2: T v G A R L I R L E D K V F Q M D

DNA: CGTGAAGCTGGAGAACATTCAGAAGATCCTGCTGGAGCATTTCCAACCCAA
+2: vV K L E N I ¢ K I L L E H F QO P K

DNA: ATCCGAGCTCCTCCAGAGGCCGAGTCCGCTGAGCTCGCGGGTCACCGTCAT

+2: S BE L L Q0 R P S P L S S R V T V M
In251

DNA: GAAGAGACTGGGCGTCAGTATGGATGAAACCCAATGAGACGCACACAGAGT

+2: K R L. G V. S M D E T Q *

<«
DNA: CAAACACTGAGGGAAACAAACACAGGCCCGGACCAGGAGCCTGACCATTAC

DNA: CCTTCTGAACATCATACAAGTGTGGCCACATGAGCCGAATGTGGCTTTATA
DNA: GATGGCGATGGGGATGGGAGTTTTCATTATTTGGACGCCATCTCTCTIGGTT

DNA: GGATTGGTTTTATGGGTCGGTGATC

(die Klone CD605499 und CD595089 wurden freundlicherweise von Dr. Song Huaidong zur
Verfiigung gestellt)
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6.2.1.2 Vergleich der Aminosauresequenz Mensch/Zebrafisch:

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

KCNQ1
kcnga_d

MAAASSPPRAERKRWGWGRLPG-—---ARRGSAGLAKKCPFSLELAEGGPAG-GALYAPIA
—MYHPTPLLSRGRTFGWSSSSSS IKLKQNGHEFPNQSSFHSLEEAAVSSASRSPVSLELE

HE O A .. H R
PGAP-GPAPPASPAAPAAPPVASDLGPRPPVSLDP—————— RVSIYSTRRPVLARTHVQG
PVVNNGSSAPVAPGGHTKEPPAHSQR-RQPVSIHSGPGETLAAAARFTHSPYHAKTSMOQG
R T O *okxK L, .t LR R

RVYNFLERPTGWKCFVYHFAVWFLIVLVCLIFSVLSTIEQYAALATGTLFWMEIVLVVEFEG
DVYNFLERPAGLRCFLYHFLVELMVLVCLIFSVLSTIEQYADFATGSLFWMEIVLVVEFG

KAKKAKAKAAK ok shKkehkhk KAAK e AAAKAKAKAAAKAAAKAAKAA A, oshh ko khkhkA A A A A A Ak k%

4
TEYVVRLWSAGCRSKYVGLWGRLRFARKPISI IIL IVVVASMVVLCVGSKGQVFATSAII
TEYVVRLWSAGCRSKYVGIKGRLREFIRKPISI IIL IVVVASVVVLSVGSNGQVFATSAII

khkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhke hhkkhkkhkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkehkkhk Khkhkkokkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkk

GIRFLQILRMLHVDRQGGTWRLLGSVVFIHR.LITTLYIGFLGLIFSSYFVYLAEKDAV
GIRFLQILRMLHVDRQGGTWRLLGSVVFIHR.LITTLYIGFLGLIFSSYFVYLAEKDAV

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

E
NESGRVEFGSYADALWWG.TVTT IGYGDKVPQTWVGKTIASCEFSVFAI SFFALP.I LG
DEEGKTGFSSYADALWWG.TVTT IGYGDKVPQTWIGKAIASCEFSVFAI SFFALP.I LG

ok k. Kk kkkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkoehkkoekhkhkhhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk

SGFALKVQOKQORQKHFNRQIPAAASL I.AWRCYAAENPD**SSTWKIYIRKAPRSHTLL
SGFALKVQOKQORQKHFNRQIPAAASL I.LWRCYACEKSDSCTATWKMYVLTGDYIPI IN

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk ***** * * . *** *

SPSPKP---KKSVEVKKKKFKLDKDNG--VTPGEKMLTVPHITCDPPEER—--RLDHF SVD
SENSSPGNFRR.KRYKRKPKSLRDNGSLGPAGERALSIPQITYDHIEDKDAVFTDDSTI

* ““k : ‘k * % ‘k‘k‘k . ‘k‘k ‘k: ‘k ** ok ‘k:: : . ‘k *

G—————— YDSSIRKSPTLLEVSMPHFMRTNSFAEDLDLEGETL LTPITHISILREHHRA

RQRSWSAFTLSCPSSPIKKKLDGPDISRNNSLVDELDFTTEDIPLPVVTDASILSHAHRS
: * ‘k‘k HEI ‘k‘: ‘k Kk . A ‘k‘k * : ‘k‘ :‘k‘ * k x . ‘k‘k

T IKVIRRMQYFVAKKKF.ARKPYDVRDVIEQYSQGHLNLMVRIKELQR.LDQS IGKPSL
AIKVIRRMQYFVARRK.QARKPYDVRDVIEQYSQGHLNMMVRIKELQR.LDHTLGKPGI

Kk Kk ok Kk ok Kk k s s kA Kk A Kk kA k kA kK Kk Ak kA Kk ok kA kKK kA Kk ks Kk K
.l 4 .1 5

FISVSEKSKDRGSNTIGARLNRVEDRVTQLDQRLALITDMLHQLLSLHGGSTPGSGGPPR
FLP——IKGVEKEYYTVGARLIRLED-FQMDVKLENIQKILLEHFQPKS ———————————

*:' ** ] * * *x k x * * *x k x * * :* * ':*
EGGAHITQPCGSGGSVDPELFLPSNTLPTYEQLTVPRRGPDEGS 676
—-——ELLQRPSP——————————— LSSRVTVMKRLGVS—---MDETQ 672

.-k * . ek K * K
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55
59

108
118

168
178

228
238

288
298

348
358

406
418

459
478

512
538

572
598
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6.2.2 kcngb_e

6.2.2.1 DNA und Aminosduresequenz mit Primern und Intron-Exon-Grenzen

Inal95 —p
GCTACTTTACACACTCGTTTGGATCT

DNA: GTCAAACTGTAAGGATGGTGAAGAAATCCGCCAACGGGGAAGTTTATCTCC
v K K S A N G E VvV Y L P

Inas —>
DNA: CTCCGGCTGGGGAAAAGAAACCGAAAGTCGGCTTTGTGGGTCTGGACCCCG
+3: P A G E K K P K V G F VvV G L D P G

DNA: GGGCGGCGGAGACCAGCCGAGACGGGGCACTTCTCATCGCCGGTTCCGAAA
+3: AA E T s R D G A L L I A G S E S

DNA: GCACAAAACGGGGCAGCATCCTGTGCAGACCGCGGTCCAGCATCTCCAGAG
+3: T K R G s I L ¢ R P R S S I s R G

DNA: GGAGCATCGCTCACAAGAGAAACGCGCGTTATCGCAGACTGCAAAATTTCC
+3: s I A H K R N A R Y R R L Q N F L

DNA: TGTATAATGCTCTGGAGCGACCCCGCGGCTGGGCGTTCATTTACCACGCTT
+3: Yy N A L E R P R G W A F I Y H A Y
Inall8 <+—
DNA: ATGEQTTTGTGCTGGTGTTTTCCTGCCTGGTTCTGTCTGTTTTCGCAACAA
+3: vV F V L V F s C L VvV L s VvV F A T I
Inal53 <—
DNA: TCAAAGAGTACAAGAAAAGCTCGGAGAGCGCCTTGTACATCCTEQAAATTG
+3: K E ¥ K K s S E S A L Y I L E I Vv

DNA: TGACAATCGTGGTIGTTTGGTGTGGAATATATTGTGCGTATCTGGGCTGCCG
+3: T I v v F GV E Y I V R I W A A G

DNA: GCTGCTGCTGTCGCTACAGAGGATGGAGAGGAAGGCTGAGATTTGCTCGCA

+3: c ¢ ¢C R Y R G W R G R L R F A R K
Inal9%6 <+

DNA: AACCCTTCTGTATCATq:ETATCATGGTGCTTTTCGCCTCGGTGTCTGTCC

+3: P F C I r b» I Mm vV L ¥F A S V S V L

Ina7 —> Inaé

DNA: TGGCCGCTGGCTCACAGGGGAATGTTTTTGCCACCTCGGCCATAAGGAGTC
+3: A A G S Q G N V F A T S A I R S L

D
DNA: TGAGGTTTCTCCAGATCCTCCGAATGCTGCGAATGGACCGGCGCGGTGGCA
+3: R F L. ¢ I L R M L R M D R R G G T

DNA: CATGGAAGCTCCTGGGATCAGTCGTCTATGCGCACAGCAAGGAGCTGATTA
+3: W K L L G S V V Y A H S X £ L I T

DNA: CGGCATGGTATATCGGATTCCTTTGCCTCATCCTGGCATCTITTCTTGGTGT
+3: AW Y I G F L C L I L A S F L V Y

DNA: ACTCTGTGGAGAAGGATGACAATGCAGAGATGTTCGAGACCTACGCAGACG
+3: s v E K b b N A EMU FE T Y A D A

DNA: CCCTCTGGTGGGGACTEQTGACTCTTACAACTATTGGCTATGGGGACAAAT
+3: L w w6 L v T L T T I G Y G D K F

DNA: TTCCTGTCACGTGGAATGGTCGTCTAATTGCTGCCACTTTCAGTCTGATTG
+3: p Vv T W N G R L I A A T F S L I G

DNA: GGGTGGCTTTTTTCGCTCTTCCTGCEQGTATCCTGGGCTCAGGATTTGCTC

+3: vV A F F A L P A ¢ I L G S G F A L
Ina9
DNA: TGAAGGTTCAAGAGCAGCACAGACAGAAGCATTTCGAGAAGCGTCGTAACC
+3: K v 0 E Q H R Q K H F E K R R N P
—>

DNA: CCGCTGCAGGTCTTATCCAEQCTGCTTGGAGGTTTCATGCCACAAACCTAT
+3: AAA G L I O A A W R F HA T N L S
«—

Ina8
DNA: CACGAACAGACCTTTTTTCCACATGGGACTTTTATGCACAGACAGTGTCAG
+3: R T b L F s T W D F Y A Q T V S V
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DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

TCCCAATGTACAEECTCATTCCTCCTGTAAATCAGCTGGACATTTTAAGAA
P M ¥ R L I P P V N Q L D I L R S

Ina220 —>
GTCTGAAGGGAAAGTCTGCTTTCd[gAAGGACTCTCAGATAGATGTCACAC
L K 6 K s A F R K D S O I D V T P

CGAGTAGTGAGATTTCACACAAAGACACTCTGTGTGGGTGCTGTCCAAGAA
S s EI SHKDTTLTCGT CTCPRT

CCAATAGTICGTAAGCCCAGCGTARAAGAGAAAGGCAGTCCCTCTAAGAGCA
N S R KPSV KETZ KTGSP S K S T

CCGGGGGGAAAGAAGCCAGAACCGATGGAGTCAAAGAGAGTCCCAGCAAAG
G G K EA R T D G V K E S P S K V

Inall3 —
TGACCAAGAGCCTGAGCTTCACAGACCGCAACAAAGCCAAACACGCTTTCA
T K S L S F T D R N K A K H A F K

ARATGAAAGATGGAGCTTCTCGCCAGAACTCTGAAGTGCTGATTGAGTTGC
M KD GAS R QN SE VL I E L Q

AAGACGAGGACTTCGCCATGAAGAGATCTCCAE]GATTGAGGGCTTAATCE
b £ D F A M K R S P A I E G L I K

Ina261
EGGCAAGTCTTCCAGAAGATTTGGGAGATGACAGAGGTTATAACTGTGAAT
A S L P E D L G D D R G Y N C E F

—> Ina231 <+—

TTCTGCCACATCTGTCACCCGGACTCAAGGTCACCATCAGATCAATCTE]G
L P H L §S P G L K V T I R s I ¢ VvV

Inall
TAATGCGGTTCCTGTTGTCTAAGAGGAGATTTAAAGAGAGCCTCAGACCCT
M R F L L 8 K R R F K E S L R P Y

—> Ina75 —p Inal0 <+—
ACGACGTGATGGATGTGATAGAGCAGTATTCAGCAGGACATCTGGACATGC

p v D V I E Q Y S A G H L D M L

Tnal62 <+—
TGTCCCGTATCAAAAACCTTCAGTCCA@@ATAGATTTGATTGTGGGTCCCC
s R I K N L ©Q S R I D L I V G P P

CTCCCCCCTCGACCCCTCGCCACAAGAEEGTGGATCAGATTGTGGGAAAAG
P P S T P R H K K vV D Q I V G K G
Inall4
GAGCCAGTGCAGGAGAAAAGGACAAACCCAAAAGTGACACAGAGGTGCCTG
A S A G E K D K P K S D T E V P E

AGGACCCAAGCATGATGGGACGTCTAAACAAGATGGAGAAAGAEQTGGGAG
b p s M M G R L N KME K E V G A

Ina230 <+—
CAATGGACCTTAAACTCAACTTTTTGGTCAGCATATACACGGCACAAATGG

M D L K L N F L VvV S I Y T A Q M G

Inalll <4+—
GCATCCCACGATCAGAAACCGAAGCTCTTTTAGGCTTCAAAATTGCGTACC
I P R S E T E A L L G F K I A Y P

CTGCTCCTCCTTACCACAGCCCTGACGAGAAGAGTGAGAAAGTGCCGGATG
A P P Y H S P D E K S E K V P D E
Inal3
AGGATGAAAACAAAGGCAAGAGCCCATCTCCCATCAACCCCGGACCCAACG
D E N K G K S P S P I N P G P N G
—> Ina76 <+—
GGACTCTGACTGAGAGTCAGTGTCGGCCTTCTACCTCATGGCACCAGCAGG
T L T E S QQ C R P S T S W H Q O D

ATGAGCATCCCCTCAGCGTGCCTCTCTGGAACAACAGTCGAGGAGTGTCAC
E H P L SV P L W NN S R G V S P

CGATTGGTACCGATGACCCATCACTGTACCGCTTACCGCCTCCGCCATTCC
I 6 T b b P s L Y R L P P P P F H

ATGAGAGCACGGACAACAGCCGCTCACGCAGGTCCAGGAGACCCGTCCAGC
E S T b N S R S R R S R R P V Q0 Q

AGCAGGCTGCTGTCGAAAGTGACACATCCCTCTCCATTCCCTCAGTGGACC
Q A AV E S D T S L S I P S V D H

ATGAGGAGCTAGATCGCTCTTTCAGTGGCTTTAGCATTTCCCAGGCCAGGG
E E L DR S F S G F s I S Q A R E
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DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:

AAGAGGATTACGTGCCTCCAGTAAGTCTGGGGCCTTTCGGTGGAGGCGGCG
E DY V PP V S L G P F G G G G G
Inal2
GGACGCTGTGTACCCGAATCAGACCATATCTAGCAGAGGGCGAATCAGATA
T L ¢ T R I R P Y L A E G E S D T
4_
CAGACTCTGACCTGTATACGCCGGGAGCACCATCCCCTICTCTCGTTTACAG

+3:

L Yy T Pp G A P S P L S F T G
Inald <4—

DNA: GGGAGGGAACTTTCGGGGACAGGATGTGGCCTGGAATGAAGTAGTTTIG

+3:

F G D R M W P G M K *
Ina246 <+—

TTGAAAAAATTTCCTGGATGTAGCTGATGGACGTTT

6.2.2.2 Vergleich der Aminoséduresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

KCNQ2
kcngb_e

MVQKSRNGGVYPGPSGEKKLKVGEFVGLDPGAPDSTRDGALLIAGSEAPKRGSILSKPRAG
MVKKSANGEVYLPPAGEKKPKVGEFVGLDPGAAETSRDGALLIAGSESTKRGSILCRPRSS

KKk e kk KKk KK Kekhkhkk KAKAKAKAAKAAKAAKX oo ohkhhhkhkhkhkhkhhhkes K hkkkkk k%o

GAGAGKPPKRNAFYRKLONFLYNVLERPRGWAF IYHAYIFLLVFSCLVLSVFST IKEYEK
ISRGSIAHKRNARYRRLONFLYNALERPRGWAF IYHAYIFVLVFSCLVLSVFAT IKEYKK

Kk kK ‘k‘k ******* **************** *********** ‘k‘k‘k‘k‘k *

SSEGALYI.IVT IVVFGVEYFVRIWAAGCCCRYRGWRGRLKFARKPFCVIIIMVL IASI
SSESALYI.IVT IVVEGVEYIVRIWAAGCCCRYRGWRGRLRFARKPEFCI IIIMVLFASV

KA K KKK KAKAAKAKAAAKAAAAKAAK s AR A A A A A A A AAAA A A A K e kA A hA A Ak e Ak hAhh ke kK.

AVLAAGSQGNVFATSALRSLRFLQI LRMIRMDRRGGTWKLLGSVVYAHS.LVTAWYIGF
SVLAAGSQGNVFATSAIRSLRFLQI LRMLRMDRRGGTWKLLGSVVYAHS.L ITAWYIGF

s kA A A A A A A A A A A A Ak e kA A A A A A A Ak e kA A A A Ak A Ak kA kA Ak kA Ak hk ko Ak kkk k&

LCLI LASFLVYLAEKGEN*DHFDTYADALWWG.TLTT IGYGDKYPQTWNGRLLAATFTL
LCLI LASFLVYSVEKDDNAEMFETYADALWWG.TLTT IGYGDKFPVIWNGRLIAATFEFSL

* ok ok ok ok k ok ok ok ok k khk ek o kekkhkhkhkhkhkhkhkkoehkhkhkhkhkhkhkhkhkk ok khkkkkhkkokkkhkk ok

IGVSFFALP.I LGSGFALKVQEQHRQKHFEKRRNPAAGL I.AWRFYATNLSRTDLHST
IGVAFFALP.I LGSGFALKVQEQHRQKHFEKRRNPAAGL I.AWRFHATNLSRTDLFST

hhkkoehkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkoehkhkkhkhkoekhkhkhkhkhkhkkk Kk

WQYYERTVTVPMYISQTQTYGASILIPPLNQLELLRNLKSKSGLAFIKDPPPEPSPIKGS
WDFYAQTVSVPMY—————————— ILIPPVNQLDILRSLKGKS**AFIKDSQIDVTPISEI
*::* :**:**** *****:***::**'**'** *****' . :**'
g

PCRGPLCGCCPGRSIQKVSLKDRVFSSPRGVAAKGKGSPQAQTVRRSPSADQSLEDSPSK
SHKDTLCGCCPRTNIRKPSVKE 7777777777777 KGSPSKSTGGKEARTDG-VKESPSK
. “‘****** “k:‘k ‘k:‘k: ‘k‘k‘k‘k‘ “k .. :‘k :::‘k‘k‘k‘k
VPKSWSFGDRSRARQAFRIKGAASRONSE—————————————————————— IASLPGEDI
VTKSLSFTDRNKAKHAFKMKDGASRQNSEILIELQDEDFAMKRSPIIEGLIIASLP*EDL
‘k“k‘k * % **‘:*::**::*“******* :‘k‘k‘k‘k ‘k‘k:

VDDKSCPCEFVTEDLTPGLKVSIRAVIVMRFLVSKRKFKESLRPYDVMDVIEQYSAGHLD
GDDRGYNCEFLPH—LSPGLKVTIRSIIVMRFLLSKRRFKESLRPYDVMDVIEQYSAGHLD

‘k‘k:‘ ‘k‘k‘k:“ *:*****:**::‘k‘k‘k‘k‘k‘k:‘k‘k‘k:***********************
MLSRIKSLQS————————————————— IVDQIVGRGPAITDKDRTKGPAEAELPEDPSMM
MLSRIKNLQSII DL IVGPPPPSTPRHK.VDQIVGKGASAGEKDKPK——SDTEVPEDPSMM

*kkkkk  Kkkk sk kA KKk K ok . e kK. K e ek ek kKKK kK
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60
60

120
120

180
180

240
240

299
300

359
360

419
408

479
454

517
513

577
572

620
630



KCNQ2 GRLGKVEKQVLSMEKKLDFLVNIYMQRMGIPPTETEAYFGAKEPEPAPPYHSPEDSREHV 680
kcngb_e GRLNKMEKEVGAMDLKLNFLVSIYTAQMGIPRSETEALLGFKIAYPAPPYHSPDEKSEKV 690
***‘*:**:* :*: **:***‘** :**** :**** :* * . ********::‘ *:*
KCNQ2 DRHGCIVKIVRSSSSTGQKNEFSAPPAAPPVQCPPSTSWQPQS-HPR—————— QGHGTSPV 733
kcngb_e PDE-————-— DENKGKSPSPINPGPNGTLTESQCRPSTSWHQODEHPLSVPLWNNSRGVSPI 745
‘*“ * .. : . * x *****: *‘ * x :‘:*‘**:
KCNQ2 G-DHGSLVRIPPPPAHERSLSAYGGGNRASMEFLRQEDTPGCRPPEGNLRDSDTSISIPS 792
kcngb_e GTDDPSLYRLPPPPFHESTDNSR——-SRRSRRPVQQQAAV-—————————— ESDTSLSIPS 792
* *‘ * x *:**** * x : ] ‘* * . ::*: : :****:****
KCNQ2 VDHEELERSFSGFSISQSKENLDALNSCYAAVAP————— CAKVRPYIAEGESDTDSDLCT 847
kcngb_e VDHEELDRSFSGFSISQAREEDYVPPVSLGPFGGGGGTLCTRIRPYLAEGESDTDSDLYT 852
******:**********::*: . . e *:::***:*********** *
KCNQ2 PCGPPPRSATGEGPFGDVGWAGPRK 872

kcngb_e PGAPSPLSFTGEGTFGDRMWPGMK—- 876

* * Kk ok kkkk kkk *  *

6.2.2.3 Alternative Exons

6.2.2.3.1 Splicevariante kcngb_e mit alternativem Exon 11 erstellt tiber ClustalW

kcngb_ea AFRKDSQIDVTPSSGISHKDTLCGCCPRTNSRKPSVKEKGSPSKSTGGKEARTDGVKESP 60
kcngb_eb AFRKDSQIDVIP—————————————————— SRKPSVKEKGSPSKSTGGKEARTDGVKESP 42
* ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k hhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhhkkhkhkhkhkkhhkhkxkkhxk

6.2.2.3.2 Splicevariante kcngb_e mit alternativen Exons 13 und 14 erstellt iiber ClustalW

kcngb_ed RNKAKHAFKMKDGASRONSEVLIELQDEDFAMKRS —————— PEASLPEDLGDDRGYNCEF 54
kcngb_ee RNKAKHAFKMKDGASROQNSE—————————————————————— EASLPEDLGDDRGYNCEF 38
kcngb_ec RNKAKHAFKMKDGASRONSEVLIELQDEDFAMKRSPAIEGLIKASLPEDLGDDRGYNCEF 60

dk kA hk Kk hkhk Ak khkhkhkKhkkKk* ek hkKkkhk Ak KA kK Ak KKk Kk K

6.2.2.3.3 Splicevariante kcngb_e mit alternativen Exons 17 und 18 erstellt iiber ClustalW

kcngb_ef SRIKNLQSRIDLIVGPPPPSTPRHKKVDQIVGKGASAGEKDKPKSDTEVPEDPSMMGRLN 60

kcngb_eg SRIKNLQS————————————————— RVDQIVGKGASAGEKDKPKSDTEVPEDPSMMGRLN 43
Kk Kk ok Kk kk ok :**********************************

kcngb_ef KMEKEVGAMDLKLNFLVSIYTAQMGIPRSETEALLGFKIA 100

kcngb_eg KMEKEVGAMDLKLNFLVSIYTAQMGIPRSETEALLGFKIA 83

R R R R T T R R

Sind beide Exons herausgespleifit, so kommt es zur Leserasterverschiebung.
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6.2.3 kcngc

6.2.3.1 DNA und Aminosduresequenz mit Primern und Intron-Exon-Grenzen

Ina81 —>
ATGAGCTTGATGCCTGCACTTGTCA

DNA: GTAGGTGATCCTGTTATTTACATGTAATGCTAAAGAAAAAAGAAGAACAAT

DNA: AAAACACTCAATGTTTTTACACAGGGAACTGTGAATCTCGTGTACAGCTTC

Ina252 —>
DNA: TTTGTATGTGCGCACCGCTGGTGCCAGACGCGCGTTTCCAGCCTGCGCTGG

DNA: TGATGCGATGCCCCGCAACCACAGCGGCGATGAGGGCGGTGCTGGTCTICTG
@PRNHSGDEGGAGLW

DNA: GATGAAGACCTCGCAGCACTATGGCATGAAAGATGTTGAAGCCGGTCGCGG
+2: M K T S Q H Y G M K D V E A G R G
Ina83 —>
DNA: GACGATGAACAACGCGACCAGGAATGCCGACAGTCTACTGTCGGCGCCGGG
+2: T M N N A T R N A D S L L S A P G
Ina82 <+—
DNA: TACAACAGGTGCAGGAGGCTCCGAGAACCAGAGGAGAAATCAGGGCGCCCG
+2: T T G A G G S E N Q R R N Q G A R

DNA: TCTAAGCCTGCTGGGGAAGCCGCTCGCATACAGCGCGCAGAGCGGCCGGAG
+2: L S L L G K P L A Y S A Q S G R R

Ina3l —
DNA: AAACGCGCGCTACAGGAAGCTCCAGAACTACCTCTACAATGTCCTGGAGCG

+2: N A R Y R K L 0 N Y L Y N V L E R

DNA: ACCGCGAGCCTGGGCATTCGTTTACCATGCCTTTG@TTCACATTGGTCTT
+2: P R A W A F V Y H A F V F T L V F

DNA: TGGCTGTCTGGTITCTGTCTIGTGITCTCCACCATCCCGGCTCACATGGACCT

+2: 6 ¢C L VvV L S V F S T I P A H M D L
Ina84 <+—

DNA: CTCCAATCACTGTCTCCTAATAC#[EAGTTTGTGATGATTGTTGTGTTTGG

+2: s N H C L L I L & F V M I V V F G

DNA: TCTGGAGTACATCATCCGCATCTGGTCTGCTGGATGCTGCTGCCGGTACAG
+2: L E Y I I R I W S A G C C C R Y R

DNA: GGGATGGCAAGGACGACTGCGCTTCGCTAGAAAACCATTCTGTGTGATAGA
42: 6 W Q 6 R L R F A R K P F C V I D

DNA: CATTATTGTGCTCATAGCATCCATCGCAGTGGTTTCAGCTGGTAGCCAGGG
+2: I I v L I A S I A V V S A G S Q G

DNA: CAATATTTTTGCCACGTCTGCACTTCGCAGTCTGCGTTTTTTGCAGATTCT
+2: N I F A T S A L R S L R F L O I L

DNA: GCGCATGGTGCGCATGGACCGGCGAGGCGGTACCTGGAAACTGCTTGGATC
+2: R M V R M D R R G G T W K L L G S

DNA: TGTAGTCTACGCTCACAGCAAGGAGCTTGTGACTGCCTGGTACATTGGCTT
+2: V. V Y A H S K E L V T A W Y I G F

DNA: CTTGGTCCTGATCTTTTCTTCATTCTTGGTCTACTTGGTGGAGAAAGAATT
+2: L v L I F S S F L VvV Y L V E K E F

DNA: TAACAAACAGTTTGCCACCTATGCTGATGCCCTCTGGTGGGGTAC@TTAC
+2: N K Q0 F A T Y A D A L W W G T I T

DNA: CCTCACAACCATTGGATATGGGGATAAGACTCCACAGACCTGGACCGGACG
+2: L T T I G Yy G b K T P Q T W T G R
Ina33 —>

DNA: ACTTCTITTCCGCAGGGTTIGCTTTGTTGGGCATCTCGTTCTTCGCTTTGCC
+2: L L. S A G F A L L G I S F F A L P

Ina32 <+—
DNA: TGC@GTATTCTCGGCTCTGGTTTTGCTCTGAAGGTCCAAGAGCAGCACAG
+2: A ¢ I L G S G F A L K V Q E Q H R
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DNA:
+2

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2

ACAGAAGCACTTTGAAAAGAGGCGAAACCCAGCCGCCAGTCTCATACAEQC
Q K H F E K R R N P A A S L I O

TGCGTGGCGTCTCTACTCCACAGACCTGTCCAGATCATACCTGAGTGCCAC
AW R L Yy s T DL S R s Y L S A T

ATGGCTGTTCTATAAAAGTGTTCTCCCTCCTCAAAGGRAAGACCAGGGGGA
W L F Y K SV L PP QR KD Q G E

ATCCATCAGCAE]CAAAAGTTAAGTTTCCGTGAGCGAGTGCGCATGGCCAG
s I s 5 ¢ K L s F R E R V R M A S

CCCGCGTGGTCAGAGTGTAAAGAGCAGACAGATGTCTGTTAACGACCGGCG
P R G Q S V K S R Q M S V N D R R

CTCTCCTGGCACAGAGGTGGCAGTGGAGGGCAGCAGTCCAGCCAAGGTCCA
s p G T E V A V E G S s P A K V Q

GAAGAGCTGGAGCTTCAATGACCGAACACGCTTTCGACCGTCGCTCAGGCT
K s w s F N D R T R F R P S L R L

CAAGAGCCAGTCACGCACAACGACTGAAE]TGACACCACTCTTGGACCGGA
K s ¢ s R T T T E A D T T L G P D

TGATGCTTTTGATGATAAGGCTTGCCACTGTGATGTGACAGTAGAAGATCT
b A F DD KA AU CHTCDV T V E D L

GTCAGCTCCGCTAAAGGCAGTGATCAGGGCCATCAGGATAATGAAGTTCCA
s AP LKAV IRATI®RTIMEKTF H

TGTGGCCAAAAAGAAGTTTAAGGAGACACTGCGGCCGTATGATGTGAAAGA
vV A K K K F K E T L R P Y D V K D
Ina35 —> Ina34 <4—
TGTGATCGAGCAATACTCCGCTGGACACCTAGATATGTTATGTCGTATCAA
v I E Q ¥ S A G H L D M L C R I K
Ina9l —p
GAGTCTGCAGACTNaaGTGGATCAGATACTGGGCAAGGGCCAGATTTCAGT
s L. T rR v D @ I L G K G Q I s V

GGACAGAAAAGGCAGAGAGAAAATCCTCCCAGAAGGAGAGTCTCTGGAGCA
b R K G R E K I L P E G E S L E H

Inal83 —>
TGACATGAGCATGCTTGGCCGCGTCTGTAAAGTAGAGAGACAEQTCCAGTC
b M s M L G R V C K V E R O V Q S

CATAGAGTCAAAGTTGGACTCATTGCTGGATATATACCGGCAGGTGTTGCA
I E s K L D s L L D I Y R Q V L Q

GAAAGGCTCCTCTTCGATGCTCGGGTTGTCTGCTTTGCCACTATTTGAGCT
K 6 s s s M L G L s A L P L F E L
Inal79 <+—

GGATCAGACCTCTGACTACCAAAGTTCCCTCCATAGCAAGGAATCTTCCTC
b o T s b Y Q S S L H S K E S S S

CCAGCTCACCGGTAGTGGAGTGTCTCGTTCCTGCAGCAGTAACCTGCACCG
Q L. T G s G vV S R s C S S N L H R
Ina92
CGGTCTTCATCTTGCTTTGGCCCCTAGTGAACTCAATTTGGGTACCGGTTA
G L H L A L A P S E L N L G T G Y
<
CCCACATTCAGCCTCCTICTTTCTCACCTTCCCCTCTCCTCAACAACCAACC
P H S A S s F s P S P L L N N Q P

TTCCAGTCCAGACAGTTTCTACCCATCATCCCCTCCTCCAATTCTCACCCC
s s p D S F Y P S s P P P I L T P

CAACAACCTCTCCAGAAGCCACCAGCGGTTTAGTGAGTTAACCAGGCCTGT
N N L S R S H QR F S E L T R P V

CCCAACAGTCCATTCAACCTCAACAACCCTTCAGCTCCCGCCAATGGTACC
p T v H s T s T T L Q L P P M V P

AGCGCCTCCAGGTCGGCCTACCAGCCTCATCCCAGAGACTCTACAGGAGAG
A P P G R P T s L I P E T L Q E S

CCGGGCTGAGTGTCCGACAAATTGCCTGCTGGGGACCCAAAACGAGGTTGA
R A E C P T N C L L G T Q N E V E
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DNA:
+2

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2

DNA:
+2:

DNA:
+2:

DNA:
+2

DNA:
+2:

GTCAGACAAGGAGGCTGAGAGTATTCCAAGCACGGTACAGCTTCGGGACAA
s DK E A E S I P s T V Q L R D K

GCCTGAGCGCAACTCCAAGGAAGATGGGTCCTGGAGAAGACATTTGAGCCT
P E R N S K E D G S W R R H L S L
Inal84 <4+—

TGACATTGATCCACTGATGCTCATGTCTTCCACAGCAGCTGCTTCGCTACA
p 1 b p L. M L M S S T A A A S L Q

GGTCGAGCGTGGACTCGGTAAGTCTCTTTCAGCTCAGAACCTCATGCTACC
vV E R G L G K S L S A Q N L M L P

AACTGCTGCTGACTGCCACCCTGCATTGTCCACTCGGAGCAGCGGCAGCAG
T A A D C H P A L S T R S S G S S

CAACAATGAGTCCAGCGACCGCGAGCCGCTGACCGACTGGGGCGAAACGGA
N N E S S DR E P L T D W G E T E

Inal97 —

ACTCTTTATCAGTGACAAAGAGATGGACTTCCTCCACCAACAGAGCAACGA
L ¥ I S D K E M D F L H Q QO S N D

CACCAACTTCTCTTCTGAGCTGCTACGGACAGGGGCCAGCGGGACGTCTCC
T N F s s E L L R T G A s G T s P

CAGTCAGGCTGGACCAAGAGATGTTCTCGAGTCCCATAACTTGCCTCACGT
s ¢ A G P R DV L E S H N L P H V
Inal85 <4+—
ATGCCTCGAATAACCCCAACGGAGCACAGCAACCTCACTGTGGAGACTG

*

6.2.3.2 Vergleich der Aminosauresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ5
kcngce

KCNQ5
kcngce

KCNQ5
kcngce

KCNQ5
kcngce

KCNQ5
kcngce

KCNQ5
kcngce

KCNQ5
kcngc

KCNQ5
kcngc

MPRHHAGGEEGGAAGLWVKSGAAAAAAGGGRLGSGMKDVESGRGRVLLNSAAARGDGLLL
MPRNHSGDE--GGAGLWMKT—————————— SQHYGMKDVEAGRG—--TMNNATRNADSLLS
***:*:*‘* *‘****:*: ******:*** :*‘*: “*‘**

LGTRAATLGGGGGGLRESRRGKQGARMSLLGKPLSYTSSQSCRRNVKYRRVONYLYNVLE
A-—-PGTTGAGGS—--ENQRRNQGARLSLLGKPLAYS-AQSGRRNARYRKLONYLYNVLE

* kK kK K ek e kkAk ke kA AAKAKAK o k. s kK KAk ek ke e kkAkKAKAKAKKAK

RPRGWAF IYHAFIFLLVFGCL ILSVFSTIPEHTKLASSCLL I.FVMIVVFGLEF IIRIW
RPRAWAFVYHAFIFTLVFGCLVLSVFST IPAHMDLSNHCLL I.FVMIVVFGLEYI IRIW

KKKk KAk Kehkhkhkhkhkk K hkhkhkhkkoehkhkhkhkkkk *x * * . R R R R R R I

SAGCCCRYRGWQGRLRFARKPFCVIITIVLIASIAVVSAKTQGNIFATSALRSLRFLQIL
SAGCCCRYRGWQGRLRFARKPFCVIIIIVLIASIAVVSAGSQGNIFATSALRSLRFLQIL

KAKKKKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAKAAAKAAAKAAAAK, AAKAKAAAAAA A A, sk kA A A AR AR A A A A KKK

RMVRMDRRGGTWKLLGSVVYAHS.L ITAWYIGFLVLIFSSFLVYLVEKDANKEEFSTYAD
RMVRMDRRGGTWKLLGSVVYAHS.LVTAWYIGFLVL IFSSFLVYLVEKEFNKQFATYAD

dhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkoehkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhke Khkokokkhkkhkk

ALWWGEETLTTIGYGDKTPLTWLGRLLSAGFALLGISFFALPRGILGSGFALKVQEQHRQ
ALWWGEITLTTIGYGDKTPQTWIGRLLSAGFALLGISFFALPAGILGSGFALKVQEQHRQ

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhk hkhk hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

El @
KHFEKRRNPAANL I.VWRSYAADE KSvS IATWKPHLKALHTCSPTIKEQGEASSIQKL
KHFEKRRNPAASL I.AWRLYSTDLSRSYLSATWLFYKSVLP***PQIKDQGES I SIQKL

*********** *** ** * . :* :* * * % . . * * *** * k k Kk k

SFKERVRMASPRGQSIKSRQASVGDRRSPSTDITAEGS-PTKVQKSWSEFNDRTRFRPSLR
SFRERVRMASPRGQSVKSROMSVNDRRSPGTEVAVEGSSPAKVQKSWSEFNDRTRFRPSLR

khkekhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkoehkhkhkk hhk hhkkkhkkhk Kheoo hhkk Kkoekhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk
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60
46

120
99

180
159

240
219

300
279

360
339

419
396

478
456



KCNQ5 LKSSQPKPVIDIDTALGTDDVYDEKGCQCDVSVEDLTPPLKTVIRAIIIMKFHVAKRKFK
kenge LKS-QSRTTTEADTTLGPDDAFDDKACHCDVTVEDLSAPLKAVIRAIRIMKFHVAKKKFK
* K K *':“ :***:**‘**‘:*:*‘*:***:****:‘***:**************:***
KCNQ5 ETLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLCRIKSLQTIVDQILGKGQITSDKKSREKITAEHETTD
kcngce ETLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLCRIKSLQTIVDQILGKGQISVDRKGREKILPEGESLE
******************************************: *:*'**** '* *:
KCNQ5 7DLSMLGRVVKVEK.QSIESKLDCLLDIYQQVLRKGSASALALASFQIPPFECEQTSDY
kenge HDMSMLGRVCKVERQVQSIESKLDSLLDIYRQVLOKGSSSMLGLS--ALPLFELDQTSDY
*:****** ***:**********'*****:***:***:* *'*: :* * % :*****
KCNQ5 QSPVDSKDLSGSAQNSGCLSRSTSANISRGLOFILTPNEFSAQTFYALSPTMHSQATQVP
kcngce QSSLHSKESSSQLTGSG-VSRSCSSNLHRGLHLALAPSELNLGTGYPHSASSFSPSPLLN
**':'**: *" '** :*** *:*: ***:: *:*'*:' * *' *': '*
KCNQS e ISQSDGSAVAATNTIANQIN————— TAPKP---AAPTTLQIPPPLPATIKHLP
kcngce NQPSSPDSFYPSSPPPILTPNNLSRSHQRFSELTRPVPTVHSTSTTLQLPPMVPAPPGRP
L S S *oxox HER S R *
KCNQ5 R-—-PETLHPNPAGLQESISDVTTCLVAS-KENVQVAQSNLTKDRSMRKS——————————
kcngce TSLIPETLQESRAECPTNCLLGTOQNEVESDKEAESIPSTVQLRDKPERNSKEDGSWRRHL
****: . * . * * Kk K * I :*:‘ *:*
KCNQ5 —-FDMGGETLLS—----VCPMVPKDLGKSLSVONLIRSTEELNIQLSGSESSGSRGSQ————
kcngce SLDIDPLMLMSSTAAASLQVERGLGKSLSAQNLMLPTAADCHPALSTRSSGSSNNESSDR
:*:‘ *:* .. * :‘******‘***: ‘* ‘:‘****
KCNQ5 DEFYPKWRESKLFITDEEVGPEETETDTFDAAPQPAREAAFASDSLRTGRSRSSQSICKAG
kcngce EPLTDWGETELFISDKE-————————— MDFLHQQSNDTNFSSELLRTGASGTSPSQAGPR
. "* *::***:*:* :* * T *:*: *k Kk Kk Kk :* *
KCNQ5 ESTDALSLPHVKLK 932
kcngce DVLESHNLPHVCLE 936
. '**** *:
6.2.4 kcngf

6.2.4.1 DNA und Aminosduresequenz mit Primern und Intron-Exon-Grenzen

Inal23 —>
CTCTCCCGTCTTCCGGAGATACA

DNA: ACAACACGCATGCCACGCGCATTTIGGGTCCGCGTTGGTGATGCCATGCCCC

P R
DNA: GCAACCACAGCGGAGATGAGGCCGGTTCCGGCCTCTGGATGAACACCTCTC
+3: N H S G D E A G S G L WMN T S P
DNA: CAGGGCACCACGCCGAAAGTTACGGATTGCATAATGTGGAATGTGATAATA
+3: G H H A E S Y G L H N V E C D N R
DNA: GAATGAAGAACAATTGTTCGCGGCCGGGGGACGGCCTGTITGICCGCATICTC
+3: M K N N C S R P G D G L L S A S H
DNA: ATGCCGGCACAGGTGCATCGGGCACGGAGAGAGACCGCGGGAAGCAGGGCG
+3: A G T G A S G T E R D R G K Q G A
DNA: CTCGGCTGAGTCTGCTCGGGAAGCCGCTGGTGTACGGCACGCAAAGCGGCA
+3: R L s L L G K P L V Y G T QQ S G R

Inals —

DNA: GGAGAAACGCGCGCTACCGGAGGATTCAGAACTACCTGTACAACGTGCTGG
+3: R N A R Y R R I QO N Y L Y N V L E

88

538
515

598
575

657
633

717
692

761
752

807
812

858
872

918
922



DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

Inal24
AGAGACCAAGATCATGGGCTTTTATCTACCACGCGTTCGEQTTTGTGCTGG
R P R S WAUVF I Y HAVF V F V L V

—
TCGTTTGGCTGCTTGGTTCTGTCTGTCTTCTCTACTATTCCAGATCACCAGG

rF G C L v L s VvV F S T I P D H Q E

AAATGGCCTCTCAGAGTCTTCTGATTTTEQAGTTTGTGATGATCGTTGTGT
M A S @ S L L I L &£ F V M I V V F

TTGGGTTGGAGTACATCATTCGCATCTGGTCTGCTGGTTGTTGTTGCCGGT
G L E Yy I I R I W S A G C C C R Y

ACAGAGGATGGCAGGGACGTCTTCGCTTTGCAAGGAAGCCATTCTGTGTCA
R G W Q G R L R F A R K P F C V I

TAGAICATAATAGTGCTGATTGCCTCAGTTGCTGTGGTTTCGGCGGGGAGTC
DI I vV LIASV VAVYV SAGS OQ

AAAGCAACATTTTTGCAACGTCTGCTCTGCGAAGCTTAAGATTTCTACAAA
s N I F A T S A L R S L R F L 0O I

Inal7
TCCTGCGAATGGTACGCATGGACCGCCGCGGAGGAACTTGGAAGCTTCTGG
L R MV R M DI RI R G G T W K L L G

—>

GATCTGTAGTTTATGCACACAGCAA@AACTGGTCACTGCCTGGTACATTG
s v v Y A H S K E L Vv T A W Y I G

Inalé <4+—
GGTTCCTTGTIGCTCATCTITTCCTCTTTCCTGGTTTATCTGGTGGARAAGG

F L v L I F s S F L V Y L V E K E

AATTCAATAAAGACTTTGCCACCTATGCTGATGCATTATGGTGGGGCACEE
F N K D F A T Y A D A L W W G T I

TCACTCTAACCACTATTGGATATGGGGATAAGACTCCTAAAACCTGGACCG
T L T T I G Y G D K T P K T W T G

GACGAATGCTGTCTGCTGGGTTTGCTTTGCTCGGCATCTCCTTTTTCACAC
R M L s A G F A L L G I S F F T L

Inal34 —>
TGCCTGCEQGTATTTTGGGTTCAGGTTTTGCCTTGAAGGTTCAAGAGCAGC
p »~ ¢ I L G S G F A L K V Q E Q H

Inal72 —>
ACAGACAGAAGCACTTCGAGAAGAGAAGGAACCCTGCTGCCTGCCTCATAC

R ¢ K H F E K R R N P A A C L I Q

AG@TGTGTGGCGTAGCTATGCGGCTGATGAGAACTCGGTTTCCGTTGCTA
G v W R S Y A A D E N S V S V A T

CCTGGARACCTCATTTGAAGGCGTTGCATACCTGCAGTCCTACAARGAAGG
W K P HL KA ATLTBHTTCS P T K K D

ATCAGGGAGAGTCAGCAACAA@CAGAAACTGAGTTTTAAGGACCGGGTAA
Q G E s A T s 9 K L s F K D R V R

GAATGGCAAGTCCACGTGGACAGAGCATTAAAAGCAGGCAGACGTICTGTTA
M A S P R G O S I K S R O T S Vv T

Ina234 <4+—
CGGACAGGCGCTCGCCTGGAGCTGAAATCAGCACTGATGGATCGAGTCCTG
b R R S P G A E I S T D G S S P A

CCAAGGTCCAGAAGAGTTGGAGTTTTAATGACCGCACCCGATTCAGGCCCT
K v K SsS W sSsS F N DR T R F R P S

Inal37
CCCTCCGTCTCAAGAGCCAATCACGGTCCACGCCCGAAGETGAGGCTAACG
L RLEKSOQSURSTZ®PESGEANYV

<«
TTACTGTGGATGAGGCTTTTGATGAGAAAGGATGTCATTGTGACATGTCGG
T v b E A F D E K G C H C D M S V
Ina263 —>

TGGAGGATCTGCCGTCTGCGCTGAAGACCGTCATCAGAGCAGTGAE@ATCA
E DL P S A L K T V I R A V R I M
Inal?74 e
TGAAATTCCATGTGGCAAAGAAGAAGTTTAAGGAAACTCTGCGCCCATATG
K F H vV A K K K F K E T L R P Y D

89



DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

Ina208
ATGTGAAGGATGTAATAGAGCAATATTCAGCTGGTCATCTGGACATGCTCT
V KDV I EOQYSAGHTILDMTL C

—> Inal8 <4—
GCCGAATTAAGAGTCTGCAAACCAGEGTTGATCAGATTCTTGGTAGGGGCC
R I K S L O T XV DOQTITULGURG O

AGATGCCTGTGGATAAGAAGGTCAGAGAARAGCTGTTATCTGACGGAGACA
M PV DZ XKV REZ KTLTILS DG D I
Ina207 —> Inal76 —>
TTCTGGAAGATGTGAGCATGCTGGGAAGGGTGTGCAAGGTTGAAAGACHG]
L EDV SMTLGTZ RVCZEKV ER O V
Ina264 4— Inal73
TACAATCTATTGAGTCTAAGCTGGACTCGTTGCTGGACATCTACCGGCAGG
© s IT E S K ULDSTLTLTDTI Y R Q V

TTCTGCAGAAGGGTTCTTCCACAGCCCTCACGTTTTCCTCTICTTCCTICCTT
L o K G s s T A L T F s s L P P F

TTGGTTTGGAGGAGAATTCAGATTATCAGAGCACCGTCCTTAGTAAGGATC
G L E E N S D Y Q S T V L S K D L

TCTCTTGTGCGTCACAGGTCAGCCAGTCCATCTGTGGCAATCACCCTAGGG
s ¢ A S Q V S 9 s I C G N H P R A
Inal75 <+—
CCCTCCAGCTAATATTAGCCCCCRAATGAACTCATGAACCTCAACCAGAACA
L ¢ L I L. A P N E L M N L N Q N N

ACTCCACAACATCTTCCCCAGGACTCAATCCAGCGTCCGCCTCTCCTTTTA
s T T s s p G L N P A S A S P F N

ACCTGTCGACCTTCCAGGTTCCTTCAACCCCATCACTGGAGTGTCCGTCAG
L s T F Q V P s T P S L E C P S A

CACAAGGCAGTCCATCTCAGATCCTAAACGCCAACAGTTTTCACTCCICTA
Q G s p s ¢ I L N A N S F H S s I

TAGGCCACTTTCCAAGCGTGGGTCAACCACCTCCACCTICTCTCATCCACAA
G H F P S V G Q P P P P L S S T T

CCACTTCAAAATATCAACTTTCCACAGTTCCTTCACAAGCAGGCCATGCTC
T S K ¥y ¢ L. T v P S Q A G H A R

GCAGTATGGGACCCACTAGGTCGGATCCCGCAGACTATGCCAAGTCTTGCT
s M G P T R S D P A DY A K s C F

TCAGAGGAGTTGGGATAGACCTTGGACTCAACTCTAGTATGATCTGCAAGC
R 6 v 6 1 DL G L NS S M I C K L

TTCAGCAGAAAAACAGACCCAGTGCTAAAGAAGACAGTTCTTGGAGAAGAC
Q 9 K N R P S A K E D S S W R R H

ATATAAGTCTGGATTCAGAGGTGGAGATGGACCCCCTTGCTCCAGTCTCAC
I s L b s E V EM D P L A P V S P

CTCTTGCCCCAGTTCAAGGCCAGTGCAGTGGGGACAGAGGACTGGGGAAGT
L AP V Q G ©Q C S G b R G L G K s

Inal77 <4+—
CCCTATCAGTGCAGGATCTCATTCAACCCGCTTTGGAGGGTGTGGGTGTGG
L s v oo b L I QQ P A L E G V G V D

ACACGCATTCTAGCCAGGCTAGTTTCTCCACCAGCATCAGCAGCAGCCAGG
T H s s ¢ A S F S T S I S S S Q D

ACTCTTCAGCTGGTGGTATTGAGATGGGCGCAGGGGGCTGGGGAGAAGCTG
s S A G G I E M G A G G W G E A D

ATCTCTTTATCAGCGATAGAGACTTGGAGACATCAACAAAGGCACATAATC
L ¥ I S DR DL E T S T K A H N Q

AAGGGTTTGACTTTCTCTCCCAGGCCCCCATTGATGCGTCTTACTCTTCCG
G ¥ D F L S Q A P I DA S Y S S E

AGCTGCTTAGGACAAGCACTGCGGCTGGTGCTAGTCACAGCCTAGCAAGTG
L L. R T S T A A G A S H S L A S G

GACATACATCCAACACAGGCAGCAATGAGACTATTAATATGCCACATGTCC
H T s N T G S N E T I N M P H V R

90



Ina209 +— Inal78
DNA: GGCTAAAATAAGACTCTCTTAATGAGTTGTACACTCTAAGAATCTGCCTCT
+3: L K *
<«
DNA: GATGGAATGAATCTTTGATA

6.2.4.2 Vergleich der Aminosauresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ5 MPRHHAGGEEGGAAGLWVKSGAAAAAAGGGRLGSGMKDVESGRGRVLLNSAAARGDGLLL 60
kcngf MPRNHSGDEAG--SGLWMNTSPGHHAES————— YGLHNVECDN--RMKNNCSRPGDGLLS 51
R Froorko. A
KCNQ5 LGTRAATLGGGGGGLRESRRGKQGARMSLLGKPLSYTSSQSCRRNVKYRRVONYLYNVLE 120
kengf 0 ————= ASHAGTGASGTERDRGKQGARLSLLGKPLVYG-TQSGRRNARYRRIQONYLYNVLE 105
*: ‘* *‘ . * *******:******* * :** ***‘ :***:*********
KCNQ5 RPRGWAFIYHAFNFLLVFGCLILSVFSTIPEHTKLASSCLLIBEFVMIVVEGLEFIIRIW 180
kcngf RPRSWAFIYHAFNFVLVFGCLVLSVFSTIPDHQEMASQSLLIBEFVMIVVEGLEYIIRIW 165
***‘**********:******:********:* ::**‘ ‘***************:*****
KCNQ5 SAGCCCRYRGWQGRLRFARKPFCVIBTIVLIASIAVVSAKTQGNIFATSALRSLRFLQIL 240
kcngf SAGCCCRYRGWQGRLRFARKPFCVIBIIVLIASVAVVSAGSQSNIFATSALRSLRFLQIL 225
dAhkhkkhkhkkhkhkkhk kA hkrkhhkkhkhkhhkrkhkhkk,hkxkx ******:***** :*'*****************
KCNQ5 RMVRMDRRGGTWKLLGSVVYAHSKELITAWYIGFLVLIFSSFLVYLVEKDANKEFSTYAD 300
kcngf RMVRMDRRGGTWKLLGSVVYAHSKELVTAWYIGFLVLIFSSFLVYLVEKEFNKDFATYAD 285
khkhkkhkkhkkkhkkkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk . **********************: * % . * . * * k%
KCNQ5 ALWWGEETLTTIGYGDKTPLTWLGRLLSAGFALLGISFFALPRGILGSGFALKVQEQHRQ 360
kengf ALWWGEITLTTIGYGDKTPKTWIGRMLSAGFALLGISFFTLPAGILGSGFALKVQEQHRQ 345
khkkkhkhkkhkkhkhkkhkhkkkkkkk *k **:*************:********************
‘ l
KCNQ5 KHFEKRRNPAANLIPEVWRSYAADEKSVSIATWKPHLKALHTCSPTRKEQGEASSEOKLS 420
kcngf KHFEKRRNPAACLIQGVWRSYAADENSVSVATWKPHLKALHTCSPTKKDQGESATEOKLS 405
khkkkkkkkkkk Kkkk *********:***:******************:***: . :*****
KCNQ5 FKERVRMASPRGQSIKSRQASVGDRRSPSTDITAEGS-PTKVQKSWSFNDRTRFRPSLRL 479
kcngf FKDRVRMASPRGQSIKSRQTSVIDRRSPGAEISTDGSSPAKVOKSWSFNDRTRFRPSLRL 465
**:****************:** *****' . :*: . :** *:********************
KCNQ5 KSSQPKPVIDADTALGTDDVYDEKGCQCDVSVEDLTPPLKTVIRAIRIMKFHVAKRKFKE 539
kcngf KS- QSRSTPEIEANVTVDEAFDEKGCHCDMSVEDLPSALKTVIRAV.IMKFHVAKKKFKE 524
** ok REIN : ] : '*:‘ ***** ** ***** . ******* ********* * Kk Kk Kk
KCNQ5 TLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLCRIKSLOTRVDQILGKGQITSDKKSREKITAEHETTDD 599
kcngf TLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLCRIKSLOTRVDQILGRGOMPVDKKVREKLLSDGDILED 584
*************************************:**: . * k x ***: ] : :*
KCNQ5 LSMLGRVVKVEK@VQSIESKLDCLLDIYQQVLRKGSASALALASFQIPPFECEQTSDYQS 659
kcngf VSMLGRVCKVER@QVQSITESKLDSLLDIYRQVLQKGSSTALTFSS—-LPPFGLEENSDYQS 642
:****** ***:**********‘*****:***:***::**:::* :*** *:'*****
KCNQ5 PVDSKDLSGSAQNSGCLSRSTSANISRGLQFILTPNEFS————-—— AQTFYALSPTMHS- 711
kcngf TVLSKDLSCASQ--—-VSQSICGNHPRALQLILAPNELMNLNQNNSTTSSPGLNPASASP 698
* * kK kx ::* * * . ‘* * ** ** *** : : * * *
KCNQ5  —————— QATQVPISQSDGSAVAATNTIANQINTAPKPAAPTTLQIPPPLPAIKHLPRPET 765
kcngf FNLSTFQVPSTPSLECPSAQGSPSQILNANSFHSSIGHFPSVGQPPPPLSSTTTSKYQLS 758

* * . * . ko okokkk
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KCNQ5 LHPNPAGLQESIS———————— DVTTCL-———————— VASKENVQVAQSN---LTKDRSMRK 806
kcngf TVPSQAGHARSMGPTRSDPADYAKSCFRGVGIDLGLNSSMICKLQQKNRPSAKEDSSWRR 818
kKK LR LLt* : . . O
KCNQ5 SFDMGGETLLS----VCPMVPKD———————— LGKSLSVONLIR-——————————— STEEL 842
kcngf HISLDSEVEMDPLAPVSPLAPVQGQCSGDRGLGKSLSVQDLIQPALEGVGVDTHSSQASF 878
“““ *‘ s . * * . ‘* : ******** **
KCNQ5 NIQLSGSESSGSRGSQDFYPKWRESKLFITDEEVGPEETETDT-FDAAPQPAREAAFASD 901
kcngf STSISSSQODSSAGGIEMGAGGWGEADLFISDRDLETSTKAHNQGEDFLSQAPIDASYSSE 938
* * . ‘*‘: * : * * *** * R .. . : * x ‘*“
KCNQ5 SLRTGRSR-SSQSICKAGES———-TDALSLPHVKLK 932
kcngf LLRTSTAAGASHSLASGHTSNTGSNETINMPHVRLK 974
Fhx o A * A
6.2.4.3 Alternatives Exon
6.2.4.3.1 alternatives Exon 8, erstellt iiber ClustalW
kcngfa PAACLIQIVWRSYAAD ENSVSVATWKPHLKALHTCSPTIKDQGESATSQKLSFKDRVRM 59
kcngfb PAACLIQIAWRYYSTDGSRPYLQATWHPYESTIPIR***IKDQGESATSQKLSFKDRVRM 57
******* ** * . :* . *** * R ********************
6.2.5 kcngg

6.2.5.1 DNA und Aminosduresequenz mit Primern und Intron-Exon-Grenzen

DNA:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

Inal82 —» Inal00
GTTTTGAAGTGAGAAATCAGGCGTGA

«—
AAGTCTCTCCTCAACCGCGGTATGACCTCCCCAGCTCACAGTACAGCCACC

T S P A H S T A T

GAGGCTTCATGGACTGCTGGAGCCGCAGACCTGCAGATGACCGAGGCTCTG
E A S W T A GAAD L QM T E A L

CACCTGCGGAATGACGGCGTGCGCTTCCCCTCCTCGGTGCCCGTGGATCCG
H L R N D G V R F P S S V P V D P
Inal —»  Ina97 —»
GCGGTGATCACGCAGCACCCGCCGTCTCACCTCCATCCCCGCATGTCCGTG
AV I T Q H P P S H L H P R M S V
Ina79
TACAGCGCCACACGCCCCACACTCTCCAGGTCCTTCCTTCAAGGACGTGTT
Yy s A T R P T L S R S F L Q G R V
—> Inal02 <4—
TATAATTTCTTGGAGAGACCCACGGGTTGGAAATGCTTTGTGTATCATTTT
Yy N F L E R P T G W K C F V Y H F

ACAGEHTTCCTCATTGTGCTTTCTTGCCTGATCCTCAGTGTGCTGTCCACC
T v ¥ L I Vv L s ¢ L I L S VvV L S T

ATCGACGAGTATCAAGCACTGGCTAATAAAACGCTATTCTGGATE@AATTA
I D E Y Q A L A N K T L F W M E L

Inal33 <+—
GTGCTGGTAATGTTCTTTGGTGTGGAGTACCGTGGTCCGTCTGTGGTCAGCT
v L v M F F G V E Y V V R L W S A

GGATGCCGGAGTAAATATGTGGGAATTCTGGGCAGGCTTCGCTTTGCCCGA
G ¢ R S K Yy VvV G I L G R L R F A R

AAGCCAATTTCTGTTATTEECCTGATTGTGGTGGTGGCTTCTATTATTGTA
K p I s v 1 O L I v v v A s I I V

TTGGCATTTGGCTCTAATGGCCAGGTATTTGCTACCTCTGCTGTCAGAGGA
L AF G SNGUOQVFAT S AV R G
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DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

DNA:
+1:

Ina201 <+—
GTCCGCTTCCTTCAAATTCTGCGAATGCTGCATGTGGATCGACAAGGTGGA
vV R F L ¢ I L R M L H V D R Q G G

ACATGGCGGTTGCTTGGATCAGTAGTGTTTATACATCGACAGGRACTGATC
T W R L L G S V vV F I H R 0O E L I

ACAACTCTCTATATCGGATTCCTGGGGCTCATCTTCTCCTCCTACTTTGTG
T T L ¥ I G F L. G L I F S S Y F V
Ina80 €4—— Ina3 —p
TATCTGGCAGAGAAGGATGCGGTGGATGACCACGGTAACTCTGGGTTTGGC
Yy L A E K D A V D D H G N S G F G
Ina2 <+—

AGCTACGCCGA TGCTCTGTGGTGGGGTGT@TAACAGTAACCAC TATTGGC
s 'Yy A DAL W WG VvV v T V T T I G
Ina98 <+ Inal89
TACGGAGACAAGGTTCCTCAGACTTGGATAGGAAAGACTATTGCATCATGT
Yy G b K v P 0 T wWw I G K T I A S C

—
TTCTCTGTCTTCGCTATCTCCTTTTTTGCCCTCCCTGC@GAATCCTGGGC
F S V F A I S F F A L P A G I L G

TCCGGTTTTGCTCTGAAGGTACAGCAGAAACAGAGACAAAAACATTTCAAC
s G F A L K V O Q0 K Q R Q K H F N

AGGCAAATTCCTGCAGCTGCGAGTCTCATACA@CGTCCTGGAGGTGTTTC
R ¢ I P A A A S L I O A S W R C F

GCCTTGCTGAACCCTGATTCTGCCACATACAAGTTATTTGTGAAACGAAAT
AL L N P D s A T Y K L F V K R N

CTCAGCAGTTCAGGGTCTAGCCCTAAATTAAAGGTGAAGATGAGGAGGAAA
L S S S 6 S S P K L K V KMUR R K

ATGAAGATTAGTGACCGGAATAACGGGCAGAATTCTCCTGCAGTACCTTCC
M K I S D R NN G Q N S P A V P S

ATAACCTATGACTCCTTTGATGATGGAAGGGACAGCAGGCAAGAGACACTG
I T vy b s ¥ D D G R D S R Q E T L

ACCAGTCTTCAACAGTCA@ACGAGCGCCGTCCTGGAACTCTCTGTCCTCG'
T S L Q0 @ S B R A P S W N S L S S
Inal90 <+—
TTCCAGTTCTCCACACCTCCA@CACGAAGCCTGGGGTTTTCGAGGTCTCA
F Q F s T p P A T K P G V F E V S

TCTCGGCCCACGCTTCAGAGGAGCAGCAGCATTGCAGATGATATGGAGACT
S R P TL QU RS S S I ADUDMTET
Inalgl <+—
GAGCCGGAGCGAGAGATTGTGCTCATTCCAGTCGCTCATGTGTCTCRAGTTG
E P ERE I V L I PV A HUV s 0 L
Inal93—P Inalée9 €4—— Inal94
CGGGATTCTCATCGAGCAGCCATCCGTGTGATCCAGAGAAT GTACTACTTT
R DS HRAATITU RTVGYTIOQURMTY Y F
—> Ina4 <4— Inal70 €4—
GTGGCCAGAAAGAAGTTTCAGJAAGCACGTAAGCCATATGATGTGCGGGAC
VvV AR K K F 0O 0O A R KUP Y DV R D
Inal50 —> Inal07
GTCATTGAGCAGTATTCACAGGGCCATCTCAACCTCATGGTGCGCATCAAG
Vv I E Q Y S Q G H L N L MV R I K
—>
GAGCTGCAMRAGANGAICTGGATCACTCTTTAGGGAAGCAGTCCCTTTTCCAG
E L 0 R R L DUHSULGTZ KIOQS L F Q

ACAAGTTCA@GCGCTTGAAAGACAAAGGCACAAACACTATTGGCTCCAGA
T s s £ R L K D K G T N T I G S R

CTCAACAGAATGGATGAGAA@TCACACACATGGACAGGACCCTCAACAGC
L N R M D E K I T H M D R T L N S

ATTGCTGAGTCGCTCAACCTCATGCTGGCGAGGGAGAGACGGGGGGATCTG
I A E S L N L M L A R E R R G D L

GCCAGGGGGAAGGAGCAGCGGAGCACCATGCGCCGACAGTCAGCCACGTTC
AR G K E Q R S T M R R Q S A T F

93



DNA: AGCCTGTCAGTGCCGGACAGCAGCGAGCAACTGTCCACAACAACTGCTATT
+l: s L. s v P D S S E Q L s T T T A I

DNA: CATGAGGACAGCTGAGTCACCAACGGAGCTICTTIGCTICACAAAGTGCCTACT
+l1: H E D s *
Ina204 +—

DNA: GGGGCCTTTTCGGCTTGATTTAGTAGAGAAGTTTGGCTCAGGTTCAGCATCAGATGA

6.2.5.2 Vergleich der Aminosiuresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ1 MAAASSPPRAERKRWGWGRLPGARRGSAGLAKKCPFSLELAEGGPAGGALYAPIAPGAPG 60
kcnag ——-MTSPAHSTATEASWT—————— AGAADLQMTEALHLRND—————————————————— G 33
HEGh Lo O *
KCNQ1 PAPPASPAAPAAPPVASDLGPRPPVSLDPRVSIYSTRRPVLARTHVQGRVYNFLERPTGW 120
kcnag VRFPSS--VPVDPAVIT---QHPPSHLHPRMSVYSATRPTLSRSFLOGRVYNFLERPTGW 88
*:* '*' *'* . :** *'**:*:**: **'*:*:':**************
KCNQ1 KCFVYHFAUFLIVLVCLIFSVLSTIEQYAALATGTLFWMEIVLVVEFFGTEYVVRLWSAGC 180
kcngg KCFVYHFTUFLIVLSCLILSVLSTIDEYQALANKTLFWMELVLVMFFGVEYVVRLWSAGC 148
*******:****** ***:******: :* ***' ******:***:***' * ok ok ok ok ok kkk ok k
g
KCNQ1 RSKYVGLWGRLRFARKPISIIPLIVVVASMVVLCVGSKGQVFATSAIRGIRFLOILRMLE 240
kcnag RSKYVGILGRLRFARKPISVIPLIVVVASIIVLAFGSNGQVFATSAVRGVRFLOILRMLH 208
******: ***********:*********: :**' . **:********:**:**********
KCNQ1 VDRQGGTWRLLGSVVF IHROELITTLY IGFLGLIFSSYFVYLAEKDAVNESGRVEFGSYA 300
kcngg VDRQGGTWRLLGSVVF THROELITTLYIGFLGLIFSSYFVYLAEKDAVDDHGNSGFGSYA 268
************************************************:: *‘ Kk kKK
KCNQ1 DALWWGIMTVTTIGYGDKVPQTWVGKTIASCFSVFAISFFALPEAGILGSGFALKVQQOKQR 360
kcngg DALWWGMVTVTTIGYGDKVPQTWIGKTIASCFSVFAISFFALPAGILGSGFALKVQOKQR 328
***********************:************************************
;
KCNQ1 QKHFNRQIPAAASLIQEAWRCYAAENPDSSTWKIYIRKAPRSHTLLSPSPKPKKSVEMKK 420
kcnagg QKHFNRQIPAAASLIQASWRCFALLNPDSATYKLEVKRN-—-—— LSSSGSSPKLEWKMRR 383
****************::***:* ****:*:*::::: * *““** ‘* ..
KCNQ1 KKFKLDKDNG-VTPGEKMLTVP————————-—— HITCDPPEERRLDHFSVDGYDSSHR-- 466
kcnag KMKISDRNNGONSPAVPSITYDSFDDGRDSRQETLTSLOQSERAPSWNSLSSFQFSTPPE 443
* *::** :‘k‘ :* :‘k‘ ‘** . * . ] *‘
KCNQ1 KSPTLLEVS-MPHFMRTNSFAEDLDLEG--ETLLTPITHIS@LREHHRATIKVIRRMQYF 523
kcnag TKPGVFEVSSRPTLQRSSSIADDMETEPEREIVLIPVAHVSQLRDSHRAAIRVIQRMYYF 503
'* ::*** * . *:'*:*:*:: * * :* *::*:****: ***:*:**:** * %
KCNQ1 VAKKKF@@ARKPYDVRDVIEQYSQGHLNLMVRIKELQRRLDQSIGKPSLFISVSEKSKDR 583
kcnag VARKKFQOARKPYDVRDVIEQYSQGHLNLMVRIKELORRLDHSLGKQSLFQTSSERLKDK 563
**:**************************************:*:** * % % . **: **:
KCNQ1 GSNTIGARLNRVEDRMTQLDQRLALITDMLHQLLSLHGGSTPGSGGPPREGGAHITQPCG 643
kcngg GTNTIGSRLNRMDEKITHMDRTLNSIAESLNLMLARERRGDLARG-—~KEQRSTMRR——— 617
*:****:****:::*:*::*: * *:: *: :*: . . . * :* . . .
KCNQ1 SGGSVDPELFLPSNTLPTYEQLTVPRRGPDEGS 676
kcngg -—QSATFSLSVPD----SSEQLSTTTAIHEDS- 643

* * ek o Kk Kk . .
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6.2.6 kcngh

6.2.6.1 DNA und Aminosduresequenz mit Primern und Intron-Exon-Grenzen

Inal09 —>
DNA: CGCCCTTCCTCGCGCCTCCCTCTCTGAACGAGGTCCTTAAATGACCCACGA

DNA: CCACTAAGAAGCTCGTGCTTTCCCTGTCCGGATCATGGCATGCGCCCCATC

Inal87 — > Inaé60
DNA: CCGGACTTCCACACGCGCGGCGCCGAGGCTCGAGAGCAGTGRAACATGGGGA
M G I
‘_
DNA: TCAGGTCCAGAAATGCCGCTAACAGCGCCGAGGACTCGCGCGAGCGTAAAA
+3: R S R N A A N S A E D S R E R K S

DNA: GCGCGCTGGCCGGAGACCTGGAGCAGTGCGCGGGGCAGGAACGGGACGGCG
+3: A L A G D L E Q C A G Q E R D G A

DNA: CGCTGCTGCTCGTCGGCTCGGGGAGGGAAGTGGACTTCAAAAGGGGCTCGC
+3: L L L VvV G S G R E V D F K R G S 0Q

DNA: AGAACATCGGGCTGCTCGCCAAGACGCCCCTGGGATACACGCGCCCCGTGA

+3: N I G L L A K T P L G Y T R P V K
Inal9 —>

DNA: AGAGGAATAATATCAGGAAGCGACGGATCCAGAACCTCATTTACGACGCGC

+3: R N N I R K R R I QQ N L I Y D A L

Inab2 <4—
DNA: TCGAGAGACCACGAGGATGGGCGCTGCTCTACCACGCGTT TG@T TTCTGA

+3: E R P R G W A L L Y H A F V F L I
Inal88 <+— Inal32
DNA: TTGTTTTGGGATGTCTGATTCTGTCGATATTAACAACATTCAAAGAGCACG
+3: v L. 6 ¢ L I L S I L T T F K E H E
«—
DNA: AGAAGGATTCGGCTCACTGGCTGGTGATTCT@AGACGTTTACCATCTTTA
+3: K b S A H W L Vv I L E T F T I F I

DNA: TTTTTGGAGGTGAGTTTGCGTTGAGGATATGGGCCGCCGGCTGCTGCTGTC
+3: F G G E F A L R I W A A G C C C R

DNA: GATATAAAGGCTGGAGAGGACGGCTCAAATTCGCCCGCAAACCGCTGTIGTG
+3: ¥ K G W R G R L K F A R K P L C V

DNA: TCCTG@TATTTTTGTTCTGATCGCTTCGGTGCCGGTGGTTGCCGTACGTA
+3: L O I F V L I A S V P V V A V R N

Inall0 +—
DNA: ATCAGGGRAAATGTGTTGGCCACGTCGCTGCGCAGTCTGCGTTTCCTGCAGA
+3: 0 G N V L A T S L R S L R F L Q I

DNA: TCCTCCGGATGCTGCGAATGGACAGACGCGGAGGAACCTGGAAACTGCTGG

+3: L R M L R M D R R G G T W K L L G
Ina2l —>
DNA: GATCTGCAATATACACACACAGCAA@AGCTGATCACAGCGTGGTACATCG
+3: s A I Y T H S K B L I T A W Y I G
Ina20 <4+—
DNA: GCTTCCTGTCATTGATCCTIGGCTITCTTTCCTGGTGTACCTGGTCGAGAAGG
+3: F L S L I L A S F L V Y L V E K D

DNA: ACGATGAGACCACAGAGCTCCACAGAGACACTGATGGCCCTTCACCGACAC
+3: D E T T E L H R D T D G P S P T P

DNA: CGGCCCCGCAGGACTTTGACACCTATGCAGACGCCCTCTGGTGGGGACT@
+3: A P Q D F D T Y A D A L W W G L I

DNA: TCACTTTGACCACCATCGGTTACGGTGACAAGACCCCAAAGACATGGGCAG
+3: T L T T I G Y G D K T P K T W A G

DNA: GGCGTCTTCTGGCCGGGACCTTCGCTICTTATTGGCGTATCATTCTTTGCAC
+3: R L L A G T F A L I G V S F F A L

DNA: TTCCAGC@GCATTCTTGGTTCAGGTCTGGCTCTGAAAGTTCAGGAACAGC
+3: p A ¢ I L G S G L A L K V Q E Q H

DNA: ACAGACAGAAACACTTTGAGAAACGCAGACATCCCGCAGCTTCATTAATAC
+3: R Q K H F E K R R H P A A s L I O
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DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

A@CTGCATGGAGATATTACTCCACCAACCCCGTCAGAGAAGATCTCATCG
AA W R Y Y s T N P V R E D L I A

CCACATGGAGATTCTATGAGACTGTGATCTCTCTGCCATGCTTCAGGRAGG
T W R F Y E TV I S L P CF 2 K D

ATCCTCTTGAAGTTATGGCCA@CAGAAGTTGAGTTTGCTGGATCGTGTTC
P L EV M A S Q K L s L L D R V R

GTCTGTCGACTCCGAGGCCATCCACAGTGAGAGCCCGCGTCATGATGCCTG
L s T P R P S T V R A RV M M P A

CTGCCAATCCTGAAAGTGTGCCAGGGAACTGTGGGCCGGCGGAGGCCATTG
AN P E S V P G N C G P A E A I E

Ina23 >
AAGAGAGTCCATCAAAAGAGGGCAAACCAGCGGGATTCAGTAACAGAGAGA
E s P S K E G K P A G F S N R E R

Ina22 <4+—
GATTTAGAACTGCTTTCAGAATGAAGGCCTACGCCCTGAGACAGAGCTCTG

F R T A F R M K A Y A L R Q S S E

AG@TACTGGTGGTCTTCCTGATCCCACCCCTGAGGAGAAGGGCTTCCCGC
o T GG G L P D P T P E E K G F P P

CTGATATACTGCTGGAGGAGATGATTCCCACTCTCAAACTAGTGATACGAG
p I L L E E M I P T L K L V I R A

CACTGC@ATTATAATGTTCCTGCTGAATAAGAAGCGTTTTAAGGAGACTC
L r I I M F L L N K K R F K E T L

TGAGGCCATATGATGTGAAGGATGTGATTGAACAGTATTCTGCTGGACACC
R p Y DV K D V I E Q Y S A G H L

TCGACATGCTCACCAGAATCAAATATCTGCAGACAC@TTAGATCTGATTC
b M L T R I K Y L © T R L D L I L

TGACTCCTGGACCAACTCTGACTCCAAAACACAAGAAGCCCCAGAAAACTC
T P G P T L T P K H K K P Q K T P

Inal98 —>
CATTTCCGTACCCATCCCAGCAGTCTCCTd[ECAGGAGTCGTACCTTGCCA
F P Y P S Q QO S P R Q E S Y L A K

AAACAAGCCTGCCAGATCCCGAAGACCAAAGCATGATGGGTAGATTTGTGC
T s L p D P EDOQ S MMG R F V R

Ina25 —> Ina24
GGGTGGAGAGACHGYTCGAAGACATGEAGAAGAAACTGGAC TTCCTGGTGE
V ER OV EDMETZ KTZ KTLDTF L V D

ACATGCATATGCAACATGACTTCACAGGCCCGGGTCACATGACCATGGAGC
M H M 0 H D F T G P G H M T M E R

GCTGCGACCCCACATTAACCGTTAGCGTAGCGGGCGACCGCGTTTACTGCA
¢c p pp T L T V S V A G D R V Y C S

GCTACGGCCCCCCGCTACACAACACCCCATACTACACACATCCGCCGAGAC
Yy G P P L HN T P Y Y T H P P R P

CGACCGTCCTGCCAATTAGCCCACTGCCAAGCCACTCGCCATCCTCCAACG
T v L. p I s P L P S H S P S S N V

TCAGCCAAACTGGTGGCCATCGGGTCGGGACACCACTCTCGCTCCTGTCGG
s ¢ T G G H RV G T P L S L L S V

TCACTCACGAGGAGCTGGAGCGGTCACCCAGCGGATTTAGCATCTCAGCGG
T H E E L E R s P S G F S I S A E

AGAAAGAAGAGGTCACGGGGAAGGCCTCGGGGTTAACAGCAGGGTCGAGTT
K E E v T 6 K A S G L T A G S S W
Ina53 —> Ina26

GGGGCCGTGACCGCCGATATTTAGCCGAGGGAGAGACGGATACAGACACTG
G R DR R Y L A E G E T D T D T D

<

ATCCCTTTACACCCAGCGGACCTGTTCCTCCATCCTCCACCGGAGATGGCT
P ¥ T P S G P V P P S S T G D G F

TTCAGTCGGACGGAGCGTGGGGTACACCACCCTAAAACCCCCACACACACT
g s b G A W G T P P *
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Inal99 <+—

DNA: CTCTTTATAAAGACTTGTACAGCACAAAACATGACG

6.2.6.2 Vergleich der Aminosduresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

KCNQ3
kcngh

MGLKARRAAGAAGGGGDGGGGGGGAANPAGGDAAAAGDEERKVGLAPGDVEQVTLALGAG
MGIRSRNAANSAED-——————————————————————— SRERKSALA-GDLEQC————— AG
Kkee ek Kk ok LLURRK Kk kk ok k * %
ADKDGTLLLEGGGRDEGQRRTPQGIGLLAKTPL--SRPVKRNNAKYRRIQTLIYDALERP
QERDGALLLVGSGREVDFKRGSONIGLLAKTPLGYTRPVKRNNIRKRRIQONLIYDALERP

ek K kAR K kK sk K kKKK AKKAK kKKK AKK . AKkA KA KKK KKAK

RGWALLYHALIFLIVLGCLILAVLTTFKEYETVSGDWLLL.TFAIFIFGAEFALRIWAA
RGWALLYHAFIFLIVLGCLILSILTTFKEHEKDSAHWLVI.TFTIFIFGGEFALRIWAA

khkhkhkhkkhkkhkkhkhkoekhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkeookhkhkkhkkhkkhk ok * kk o e kkhkk o kkkhkk  kkkkkkkkk

GCCCRYKGWRGRLKFARKPLCMLIIFVLIASVPVVAVGNQGNVLATSLRSLRFLQILRML
GCCCRYKGWRGRLKFARKPLCVLIIFVLIASVPVVAVRNQGNVLATSLRSLRFLQILRML

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkoehkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkh hhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk

RMDRRGGTWKLLGSAICAHS.L ITAWYIGFLTLILSSFLVYLVEKDVPEVDAQGEE--—
RMDRRGGTWKLLGSAIYTHS.L ITAWYIGFLSLILASFLVYLVEKDDETTELHRDTDGP

Kk kkkkkhhkkkhkhhkh shhkhkhrkkhhkhhhkk s hkk o kkkhxkkkhxx

———-MKEEFETYADALWWGEETLATIGYGDKTPKTWEGRLIAATFSLIGVSFFALPAGIL
SPTPAPQDFDTYADALWWGEETLTTIGYGDKTPKTWAGRLLAGTFALIGVSFFALPAGIL

ek ek hk kA kA hh Ak Ak ke hhkhAhdhhkhkhk*h *hkkek *keoehkkhhhkhkrkhkhkdh*

GSGLALKVQEQHRQKHFEKRRKPAAEL I-AWRYYATNPNRI DLVATWRFYESVVSFPFF
GSGLALKVQEQHRQKHFEKRRHPAASL I.AWRYYSTNPVREDL IATWRFYETVISLPCFEF

Kk hk Ak Kk hkhhkh Ak dkhhkhkhhhkhh e khkx FhkkhkhkkhhAkhkhkehkkhkkx * Hkehkkhkhkdkhkhkekhkeskhkek *

B
IKEQLEAASIQKLGLLDRVRLSNPRGSNTKGKLFTPLN 77777777777 VDAIEESPSKE
IKDPLEVMA.QKLSLLDRVRLSTPRPSTVRARVMMPAANPESVPGNCGPAEAIEESPSKE
**: **' :****'********'** *":'::: * ':*********

B

PKPVGLNNKERFRTAFRMKAYAFWQSSEIAG*TGDPMAEDRGYGNDFPIEDMIPTLKAAI

GKPAGFSNRERFRTAFRMKAYALRQSSEITGGLPDPTPEEKGFPPDILLEEMIPTLKLVI
**'*:'*:*************: *****:* * % '*::*: *: :*:****** '*

RAV.ILQFRLYKKKFKETLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLSRIKYLQTIIDMIFTPGPPST
RALIIIMFLLNKKRFKETLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLTRIKYLQTILDLILTPGPTLT

khkekke Kk Kk hkoekhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkoekhkhkhkhkhkkhkkhkokokokkhkkk *

PKHKKSQKGSAFTFPSQQSPINEPYVARPSTSE IEDQSMMGKFVKVER.QDMGKKLDFL

PKHKKPQK*TPFPYPSQQSPIQESYLAKTSLPDPEDQSMMGRFVRVER.E DMEKKLDFL
Kkok Ak Kk .k kkkkkkk ek Kaks k2 kkkkkAkskkskkkA Kk kKk AKkA KK
VDMHMQHMERLQVQVTEYYPTKGTSSPAEAEKKEDNRYSDLKTIICNYSETGPPEPPYSFE
VDMHMQHDFTGPGHMTMER————— CDPTLTVSVAGDR-—————— VYCSY-—--GPP—————-
* Kk ko sk T Lk Lok * ko

HQVTIDKVSPYGFFAHDPVNLPRGGPSSGKVQATPPSSATTYVERPTVLPILTLLDSRVS
—————————————————————————————— LHENTP---YYTHPPRPTVLPISPLPS—--~

* % * . * k ok ok ok ok Kk *

CHSQADLQGPYSDRISPRQRRSITRDSDTPLSLMSVNHEELERSPSGEFSISQDRD——-DY
——————— HSPSSNVSQTGGHR—————VGTPLSLLSVTHEELERSPSGFSISAEKEEVTGK

* * khkkkkokk khkkkkkkkkkkkkk

97

60
31

118
91

178
151

238
211

295
271

351
331

411
391

460
451

519
511

579
571

639
630

699
670

759
693

816
741



KCNQ3 VEGPNGGSSWMREKRYLAEGETDTDTDPFTPSGSMPLSSTGDGIS-DSVWTPSNKPI 872
kcngh ASGLTAGSSWGRDRRYLAEGETDTDTDPFTPSGPVPPSSTGDGFQSDGAWGTPP-—- 795

* hhkhkk Koo kkhhkhkhhhhkhAhdhdkhkhrxdhdx ok *Khkkhkkk o * *

6.2.7 kcngi

6.2.7.1 DNA und Aminosduresequenz mit Primern und Intron-Exon-Grenzen

Anmerkung: Fiir kcngi wurde die Version Zv6 verwendet, um die Exons zu definieren.

Ina257 >
GATCTCCATGACGGCTGCGCCT

DNA: CCGGGATGGTGCAGAAATCCCGCAACGGCGGCGTGTTTCCCGCCGCCCCGE
M v o Kk s R N GGV F P AATP Q

DNA: AGGCCGAGAAGAAGCTGAAGGTGGGCTTCGTGGGTGTGGAGGCGGGCGCGC
+3: A E K K L K VvV G F V G V E A G A P

DNA: CGGAGTGCAGCCGGGACGGAGCGCTGCTGATCGCGGGAGCCGAGGCGTCGA
+3: E ¢ s R D G A L L I A G A E A S K

DNA: AGCGCGGCAGCATCCTCAGCAAACAGCGCTCCAGCATCTCCGGCAAGCGGC
+3: R 6 s I L 8 K Q R S s I S G K R P

DNA: CGCCCAAGCGCAACGCGTTTTACCGACGCCTGCAGAATTTCCTCTACAATG
+3: P K R N A F Y R R L Q N F L Y N V

DNA: TGCTGGAGAGACCGCGCGGATGGGCGTTCATCTACCACGCTTACGTTTTCC
+3: L E R P R G W A F I Y H A Y V F L

DNA: TGCTGE]TTTCTCCTGCCTGGTTTTATCTGTTTTCTCTACCATCAAAGAAT

+3: L v F S C L VvV L S V F s T I K E Y
Ina37

DNA: ATGAGAAGAGCTCTGAAGATGCGCTGTACATCCTEQAAATCGTGACGATCG

+3: E K S s E D A L Y I L & I VvV T I V
—> Ina2l1l

DNA: TGGTGTTTGGAGTGGAGTATATCGTGAGGATCIGGTCAGCCGGATGCTGCT

+3: v F G v E Y I v R I W S A G C C ¢C
<

DNA: GTCGATATCGAGGATGGAGAGGAAGACTCAAGTTTGCCCGCAAGCCCTTTT

+3: R ¥ R G W R G R L K F A R K P F C

Ina258 <4+—
DNA: GTGTGATCEECATCATGGTGCTGATCGCCTCCATCTCGGTTTTGGCTGCGG
+3: v I L I Mm v L I A S I S Vv L A A G

DNA: GTACGCAGGGGAATGTGTTCGCCACCTCCGCCATCAGGAGTCTTCGATTCC
+3: T ¢ 6 N V F A T S A I R S L R F L

DNA: TCCAGATTCTCCGCATGATCCGCATGGACCGCCGCGGGGGAACCTGGAAGC

+3: I L. R M I R M D R R G G T W K L
Inal58
DNA: TGCTGGGATCCGTCGTCTACGCTCACAGCAA@AGC TGATCACCGCCTGGT
+3: L 6 s v Vv Y A H S K E L I T A W Y
4_
DNA: ACATCGGCTTCCTTTGCCTGATCCTGGCCTICGTITTCTGGTGTATTTGGCAG
+3: 1 G ¥ L C L I L A S F L V Y L A E

DNA: AGAAAGAGGACAACGAGATGTTTGAGACCTATGCAGACGCACTCTGGTGGG
+3: K E D N EMF E T Y A DA L W W G

DNA: GCCTEETCACTCTGACCACCATCGGCTATGGTGATAAATACCCCATCACCT
+3: L1 T L T T I G Y G D K Y P I T W

DNA: GGAATGGTCGTCTGCTGGCCGCCACATTCACACTCATCGGCGTCTCCTTCT

+3: N G R L L A A T F T L I G V S F &
Ina39

DNA: @GCTCTGCCGGCGGGAATTCTGGGTTCTGGGTTTGCCTTGAAAGTTCAGG

+3: A L P A G I L G S G F A L K V Q E
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DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

— Ina38 <4+—
AACAGCATCGGCAGAAACACTTTGAGAAACGGAGAAATCCTGCAGCAGGAC

Q H R Q K H F E K R RN P A A G L

TCATCCAGGCTGCCTGGAGGT TTTACGCCACAAACCTGAATCGTACGGATC
I 0o~ A WRTFVYATNTLINTR RTDL

TCTATTCAACATGGGATTATTATGAGAGGACCATTTCAGTGCCCATGTACA
y s T w b Y Y E R T I S V P M Y R

@CTCATCCCTCCGCTGAATCAACTCGACCTGCTCCGCAACCTCAAGAGTA
L 1 p P L N QL D L L R N L K S K

AATCCGGCCTCTCCTTCAGGAAGGAAGCCCAACCGGAGCCTTCACCAAGTIC
S 6 L S F R KEH AG QTPTEP S P S 0

Inal30 —
AGAAGGTGAGCCTGAAGGAGCGAGTGTTCTCCAGCCCGAGGAATTCAGCGA
K VvV s L KERUV F S S P RN S AT

CCAAAGGCAAAAACTCTCCTCAGGGTCAGCAGTCGCTACGCCGTTCACCCA
K 6 K N S P 0 G Q Q@ s L R R S P S
Ina4l —>
GCGCCAACAGCATTGAAGACAGTCCATCTAAAGTGCCCAARAGTCTGAGTT
A N S I E D S P S K V P K S L S F

Ina254 —p Ina40
TCGGAGACCGCAACCGCGCCAGACAAGCCTTCAGATTTAAAGGAGCGGCGT
G D R N R AIROQAF R F K G A A S

—
CCCGACAGAATTCAGAA@GCTCATTGAGATGCAAGAGGAAGATTTGAGAC
R ¢ N S E v L I E M Q E E D L R H

ACAGGAACTCTCCAGAAGCCAGCCTTCCCGGAGAAGACATTGTTGATGACA
R N S P £ A SLPGETDTIV DD N

ATAAGAGCTGCCATTGTGAGTTTGTCCCTCAGGATTTAACACCAGGACTCA
K s ¢ H C E F V P Q D L T P G L K

Inal08 <+—
AAGTTACCATCAGAGCTGTGT@ATCATGAGGTTTATGGTGTCCAAGCGGA
v T I R AV ¢ I M R F M V S K R K

AGTTTAAGGAAAGTCTGCGGCCGTATGACGTGATGGACGTGATCGAGCAGT
F X E S L R P Y DV M DV I E Q Y
Inalé3
ATTCAGCCGGACATCTGGACATGCTGGCACGCATTAAARACCTGCAGTCCA
S A GHULDMTLA ARTITZKINTLOQ S R
4—
[GAGTGGATCAGATTGTCGGTCGAGGGGCTCCAAT TACAGACAAGGACCGTC
VvV D OIVGRGA APTITTDTZEKDTRP
Inal31l «——|[Ina25§

CTAAAGGAACCACGGATGGAGAACTGCCAGAGGATCCCAGCATGATGGGA]
K 6 T T DGELZPETDTPSMMG R

—» Ina42 <4—
cAcTCGGGAAAGTIGGAGAAACAGETIATGTCAATGGARAGGAAGCTGGATT
L G K VEZ XSO QVMSMETRZ KTLDTF

TCCTGGTGAACATCTACATCCAGCGTATGGGCATCCCGCAGTCTGAGACGG
L vwnN~N I Y I 0 R M G I P QQ S E T D

ACGCGTACTTCGCCTCTAAGGAGCCCGACCCGGCGCCTCCATACCACAGTC
AY F A S K E P D P A P P Y H S P

CGGTGGAGCACATGGTGAAAAGCGGCTCCATCACCAAAATCATCCGCTICCA
v EH M V K s G s I T K I I R S N

ACAGCTCCGCCGGCCAGAAGAACTTCGACCCTCCGCCTTCCACCTGCGTCA
s s A G Q K N F D P P P s T C V N

ACCACCACTGCCCGCCCTCCACCTCCTGGCACCCCCAAACAGCGCCCGAGG
H H C P P S T S W H P Q T A P E A

CCGGCCAGGGTTCATCTCCAATGGGTGACCCCTCACTAGTGCGCATCCCTC
G 9 G s s p M G D P s L V R I P P

CACCACCAGCCAACGAGCGCTCGTTTGGAGGCCACAGCGGAGGCTCCCGCG
P P A N E R S F G G H S G G S R G
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DNA: GACATCATCATTCCCGTGGGACACCGGCTGAAGACGGACGTCCAGCTTCCC
+3: H H H S R G T P A E D G R P A S Q

DNA: AAGCGCAAGCCGGAGCTGAAAGCGACACGTCTATCTCCATCCCCTCGGTAG
+3: A Q A G A E S D T s I s I P S V D

DNA: ACCACGAGGAGCTGGAGCGCTCCTTCAGCGGATTCAGCATCTCACAGTCTA
+3: H E E L E R S F S G F s I S Q S K

DNA: AAGAAAACCTGGACTTTCTGAACAACGCCTACTTTAGTGGTGTGTCGCGGT
+3: E N L D F L N N A Y F S G V S R C

DNA: GCACTAAAGTCCGGCCGTACATTGCAGAGGGTGAATCGGACACGGATTICTG
+3: T K VvV R P Y I A E G E s D T D S D

DNA: ACTTGTGCGCTCCTTCGCCTCATTCGGCCACCGGTGATGGTGCATATGCAG
+3: L ¢ A P S P H S A T G D G A Y A D
Ina255 <+—
DNA: ACAGAGGCTGGACTGGCAACAAGTAAAACGAGGAGAGATGAATGAGAAATGGGATT
+3: R G W T G N K *

6.2.7.2 Vergleich der Aminoséduresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ2 MVQKSRNGGVYPG-PSGEKKLKVGFVGLDPGAPDSTRDGALLIAGSEAPKRGSILSKPRA 59
kcngi MVQKSRNGGVFPAAPQAEKKLKVGFVGVEAGAPECSRDGALLIAGAEASKRGSILSKQRS 60
**********:*‘ *"**********::‘***:‘:*********:**‘******** *:
KCNQ2 GGAGAGKPPKRNAFYRKLQNFLYNVLERPRGWAFIYHAYIFLLVFSCLVLSVFSTIKEYE 119
kcngi SISGK*RPPKRNAFYRRLQNFLYNVLERPRGWAFIYHAYVFLLIFSCLVLSVFSTIKEYE 119
: * : Kk ok k kK k ok k : Ak khkhk kA hkhkhhhhkhkhkhkhkhrhhhhhhkhkhkhkhdkrhkhkhhkhkkhkkhkkhkhhhxhk
KCNQ2 KSSEGALYI.IVTIVVFGVEYFVRIWAAGCCCRYRGWRGRLKFARKPFCVIIIMVLIAS 179
kcngi KSSEDALYI.IVTIVVFGVEYIVRIWSAGCCCRYRGWRGRLKFARKPFCVIIIMVLIAS 179
* Kk kK . Kk hkkhkkhkhkhkhkhkhkhkkkkk kK : * Kk kK : hhkkhkhkhkhkhk Ak hhhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhkkhkhkhkhhhhxkhk
KCNQ2 IAVLAAGSQGNVFATSALRSLRFLQILRMIRMDRRGGTWKLLGSVVYAHS.LVTAWYIG 239
kcngi ISVLAAGTQGNVFATSAIRSLRFLQILRMIRMDRRGGTWKLLGSVVYAHS.LITAWYIG 239
* : * Kk Kk kK : Kk ok k kK k ok k : hhkhkhkhkhkhkhhhhkhkhkkhkhkhkhkrhkhhhkkhkhhkhkhhhhhhkk*k : * ok Kk ok kK
.
KCNQ2 FLCLILASFLVYLAEKGENDHFDTYADALWWG.TLTTIGYGDKYPQTWNGRLLAATFTL 299
kcngi FLCLILASFLVYLAEKEDNEMFETYADALWWG.TLTTIGYGDKYPITWNGRLLAATFTL 299
*ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok :*: *:*********************** *kkkkkkkkkkkx
KCNQ2_1 IGVSFFALP.ILGSGFALKVQEQHRQKHFEKRRNPAAGLI.AWRFYATNLSRTDLHST 359
kcnagi IGVSFIALPAGILGSGFALKVQEQHRQKHFEKRRNPAAGLI.AWRFYATNLNRTDLYST 359
hhkhkhkkhkhkkhhhkhkhkhkhkkhhhkhhkhkhkhkrkhkhkhkhkhhkhrkhhkkhkhhhdkhkhkkhxk . * Kk ok ok kkk ok ok . * kx k x . * %
g
KCNQ2 WQYYERTVTVPMYISQTQTYGASILIPPLNQLELLRNLKSKSGLAFIKDPPPEPSPIKGS 419
kcngi WDYYERTISVPMY—-—————————— ILIPPLNQLDLLRNLKSKSGLSFIKEAQPEPSPI*** 406
*:*****::**** *********:***********:***:' * Kk kK ok x
KCNQ2 PCRGPLCGCCPGRSIQKVSLKDRVFSSPRGVAAKGKGSPQ*AQTVRRSPSADQSLEDSPS 478
kengi @00 - QKVSLKERVFSSPRNSATKGKNSPQGQQSLRRSPSAN-SIEDSPS 450
******:*******‘ *:***‘*** *::******: *:*****
KCNQ2 KVPKSWSFGDRSRARQAFRIKGAASRONSE———————————————— IASLPGEDIVDD—K 521
kcngi KVPKSLSFGDRNRARQAFRFKGAASRQNSEILIEMQEEDLRHRNSPIASLPGEDIVDDNK 510
* Kk Kk kK *****‘*******:********** Kh ok ok kkkkhhkkk *
KCNQ2 SCPCEFVTEDLTPGLKVSIRAVIVMRFLVSKRKFKESLRPYDVMDVIEQYSAGHLDMLSR 581
kcngi SCHCEFVPQDLTPGLKVTIRAVIIMRFMVSKRKFKESLRPYDVMDVIEQYSAGHLDMLAR 570
* * * Kk kK ] Kk Kk ok Kk kk Kk : * Kk Kk kK : * K K : hhkkhkh kA hkhkhhkhkkhkhhkhkhkrhkhhhkkhkhkhkdhhxkhk : *
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KCNQ2 IKSLQSRVDQIVGRGPAITDKDRTKGPAEAELPEDPSMMGRLGKVEK@VL SMEKKLDFLV
kcngi IKNLQSRVDQIVGRGAPITDKDRPKGTTDGELPEDPSMMGRLGKVEKQWMSMERKLDFLV
**‘************‘ ‘******‘**‘ ] ‘*******************:***:******

KCNQ2 NIYMQORMGIPPTETEAYFGAKEPEPAPPYHSPEDSREHVDRHGCIVKIVRSSSSTGQKNF
kcngi NIYIQRMGIPQSETDAYFASKEPDPAPPYHSP——-VEHMVKSGSITKIIRSNSSAGQKNFE
***:****** :**:***':***:******** **: . *'*'**:**'**:*****

KCNQ2 SAPP-AAPPVQCPPSTSWQPQSHPRQGHGTSPVGDHGSLVRIPPPPAHERSLSAYGGGNR
kcngi DPPPSTCVNHHCPPSTSWHPQTAPEAGQGSSPMGDP-SLVRIPPPPANERSFGGHSGGSR
"** T . :*******:**: *' *:*:**:** **********:***:""**'*

KCNQ2 -——ASMEFLRQEDTPGCRPPEGNLRDSDTSISIPSVDHEELERSFSGFSISQSKENLDAL
kcngi GHHHSRGTPAEDGRPASQAQAG--AESDTSISIPSVDHEELERSFSGFSISQSKENLDFL
* T, * * :******************************** *

KCNQ2 N-SCYAAVAPCAKVRPYIAEGESDTDSDLCTPCGPPPRSATGEGPFGDVGWAGPRK 872
kcngi NNAYFSGVSRCTKVRPYIAEGESDTDSDLCAPS———PHSATGDGAYADRGWIGNK— 856

Kk e ee ke KekhkhkhAhAhhAhAhkAAKFK o K kekkhkk ok o Kk kKoK

6.2.8 Alternatives Exon

6.2.8.1 Splicevarianten kcngi Exon mit oder ohne Exon 12 erstellt iiber ClustalW

kcngia QAFRFKGAASRQNSEILIEMQEEDLRHRNSPIASLPGEDIVDDNKSCHCEFVPQDLTPGL
kcngib QAFRFKGAASRONSE———————————————— IASLPGEDIVDDNKSCHCEFVPQDLTPGL

* ok kk ok k ok kkkkok ok ok k khkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkk
6.2.9 kcngj

6.2.9.1 DNA und Aminosduresequenz mit Primern und Intron-Exon-Grenzen

Inal27
TAATGATCATAGTAC

DNA:

o>
AGATGAATGCATTAATATTTATCGCAGTTTATGAATATTTATTAAAGCATG

ATCATTATTATTTAACTAAATCTGTATTAGATTTCAAATCAGTTCAGTATA

DNA: TCAGACGCTTAATACAATTAATAGTTATTGGTCGAAACAARATATATGGTGC
Ina253
DNA: ACTAGTTTGCGTGTGTAAACACAATAATGCTGGGTAGTCCTTCCAATAACG
M . ¢ s P s N N G
—>
DNA: GAGGCATCAGGATGCTGGCCCCCCCATCAGCCAATGATGACAGACGGGTTG
+3: 6 I R M L A P P S A N D D R R V E
DNA: AGTTTGTGGCTCTGACTGCTGTTCACACTGAAAGAAGCGAGCCGTCCACTC
+3: F V A L T A V H T E R S E P S T P
DNA: CAGAGCGGGGTCATCCATCCCATCGCACCGGCTTACTGGGCACCCCACTCC
+3: E R G H P S H R T G L L G T P L P
Ina93
DNA: CGGTGCCCCCAGGCCCCAGAGCGACCCCTTCTGCCTCCAGCAAACGCTACA
+3: Vv P P G P R A T P S A S S K R Y R
—>
DNA: GAAAGTTGCAGAACTGCCTGTACAATGTGCTGGAGAGACCCAGAGGATGGG
+3: K L Q0 N C L Y N V L E R P R G W A

101

641
630

701
687

760
746

817
804

60
44



DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

DNA:
+3:

Inal28 <+—
CTTTCATCTATCACGCCTTCAE]TTTCTCCTAGTGTTCAGCTGTCTGGTGC
F I Y H A F I F L L V F S C L V L

TTTCTGTTTTCTCCACCATTCCAGACCATCATAAATTTGCCAACGAGGCGC
s v r s T I P D H H K F A N E A L

TCTTCATCCTGGAGTTTGTGATGATCGTGGTTTTTGGGCTGGAATATTTTG
¥F I L E F VM I V V F G L E Y F V

TGAGGATCTGGGCTGCCGGATGCTGCTGTCGGTACAGGGGATGGCAGGGTC
R I w A A G C C C R Y R G W Q G R

GACTACGCTTTGCCAGAAAGCCTTTCTGTGTCATRGACTTCATAGTGTTTG
L RF ARZ KU®PTFCV I D F I V F V

TGGCGTCCCTGGCAGTGATAGCAGCGGGCACACAGGGAAACATCTTCGCCA
A S L AV I A A G T Q G N I F A T

CATCTGCTCTGCGCAGCATGCGCTTTCTGCAGATCCTGCGCATGGTGCGTA
s AL R S M R F L Q I L R M V R M

TGGACCGCCGCGGAGGAACCTGGAAGCTGCTGGGCTCTGTGGTTTACGCTC
b R R G G T WKL L G S V VY A H

ACAGCAAGGAGCTGATCACGGCCTGGTACATCGGCTTCCTGGTGCTGATCT
S ¥ £ L I T A WY I GFLV L I F

TTGCCTCTTTCCTGGTGTATCTGGCAAAGAAGGAGGATAACCAGGAGTTTT
A S F L VY L A K K E D N Q E F S

CCACCTATGCAGACTCCCTCTGGTGGGGGAC@TAACCCTGACTACGATCG
T Yy A D S L W W G T I T L T T I G

GCTACGGTGACAAGACTCCACACACCTGGCAAGGTCGTCTTTTAGCAGCTT
Yy G D K T P H T W Q G R L L A A C

GTTTTGCCCTTCTGGGAGTTTCTTTCTTTGCCCTGCCCGC@GCATCCTGG
F A L L G V S F F A L P A G I L G
Ina95 >
GGTCAGGCTTTGCTCTGAAAGTGCAGGAGCAGCATCGACAGAAACACTTCG
s G F A L K V Q E Q H R Q K H F E

Ina94
AGAAGAGGAGAACTCCTGCTGCAAACCTCATTCA@CTGCATGGCGTCTCT
K R R T P A A N L I O A A W R L Y

4+— Inal80 —>
ACTCAACAGATGCTCAGCACTCGTATCTCACAGCCACCTGGTATTTICTATG

s T b A Q H s Yy L T A T W Y F Y D

ACAGTATGCTGCCGTCCTTCAGAGAACTGACATTACTGTTCAGTCACCTCC
S M L P S F R ELTTLTLTF s HL Q

AACGGCAGCGTAGCACCAAGAAGGTTCTGCACAACTCCTACCACACCTTGC
R 0 R s T K K V L H N S Y H T L L

TGTCGGGGCTCCGGCCGTACAGCTCCCCCTACCTGGGGGACA@GGGAAGA
s 6 L R P Y S s P Y L G D S5 G K M

TGGGCTTTCGTGACCGCATTAGGATGAATAATTCTCGCTCCTCTCAGGCCA
G F R DR I R M NN S R S S Q A I
Inal35 <+—

TCCGGAGCAAGGCTTCTCCTTTACCTCCAGGTAACGTGCGGTGTTCACCCA
R s K A S P L P P G N V R C S P S

GCACTGAGAACGTCCCAGAAGCCACCAGCCCTGGGAAAGTGCAGAAAAGCT
T E N V P E A T S P G K V Q K S W

GGAGCTTCAATGACCGAACACGTTTTCGCACATCTCTGCGCCTCAAACCAC
s F N D R TR F R T S L R L K P R

Inal39 —>
GACCCGCT GCAGAC@GGAG GGAGTCGGAGAAGAGCACACTGAGGACAAAT
P A A D M E G V G E E H T E D K S

CTTACTGTGACGTGGCCATGGAGGATGTGATTCCCGCAGTGAAGACCCTGA
y ¢ b v AMEDV I P A V K T L I
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DNA: TTCGAGCGGTTCEQATCCTAAAGTTCCTGGTGGCCAAGAGGAAGTTTAAAG
+3: R A v R I L K F L v A K R K F K E

DNA: AAACCCTGCGGCCGTATGATGTGAAAGACGTGATCGAGCAGTATTCGGCTG
+3: T L R P Y D V K D V I E Q Y S A G

DNA: GACACCTCGATATGCTGGGCCGAATCAAAAGCCTGCAGATGAEQGTGGATC
+3: H L D ML G R I K S L O M R V D Q

DNA: AGATCGTGGGCCGTGGCGCCATTCCATCTGATAAGAAGCTGAGGCCTGAAA

+3: I v G R G A I P S D K K L R P E K
Inalé68 —>
DNA: AGGGAGAGAAAACTCCTCCTGAACTGGAACAGATGGATGAATATAGCATGA
+3: G E K T p P E L E Q M D E Y S M M
Ina9%6 <+—
DNA: TGGGACGCGTGGTGAAAGTAGAGAAACd@QTGCAGTCCATCGAAAACAAGC
+3: G RV V K V E K O VvV @ S I E N K L

DNA: TGGACCTGCTACTAAACTTCTACTCGCAGTGCCTGAAAAAGGGCTCGTCCC

+3: b L L L N F Y s Q C L K K G s S H
Inal4l —>

DNA: ACTTCACCCTGTCATCCCTCCTGGAGCCCGATTCCACCTCTGACTACCACA

+3: rF T L S S L L E P D S T S D Y H S

DNA: GTCCCACCGACAAACATGACCTATTCCCCTCCGCAAACACTCTTAATATCT
+3: p T D K H D L F P S A N T L N I S
Inal40 <+ Ina200 <+—
DNA: CCCACTCAGACAGCGGTAACATGGAGTGACCCTCCTCACTTICTGACCTCTGCATCAGGGCAACTCA
+3: H S D S G N M E *

6.2.9.2 Vergleich der Aminosduresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ4 MAEAPPR----RLGLGPPPGDAPRAELVALTAVQSEQGEAGG—---GGSPRRLGLLGSPLP 53
keng MLGSPSNNGGIRMLAPPSANDDRRVEFVALTAVHTERSEPSTPERGHPSHRTGLLGTPLP 60
* :‘k“ *: *“‘* *‘*:******::*:‘*“ * “:* ****:***
KCNQ4 PGAPLPGPGSGSGSACGQRSSAAHKRYRRLONWVYNVLERPRGWAFVYHVEEFLLVFSCL 113
keng ———VPPGPRATP———————— SASSKRYRKLONCLYNVLERPRGWAF I YHAFEFLLVFSCL 109
* kK : . **: ****:*** :************:**‘**********
KCNQ4 VLSVLSTIQEHQELANECLLIBEFVMIVVFGLEYIVRVWSAGCCCRYRGWQGRFRFARKP 173
kcngj VLSVFSTIPDHHKFANEALF ILEFVMIVVFGLEYFVRIWAAGCCCRYRGWQGRLRFARKP 169
****:*** :*:::***‘*:**************:**:*:*************:******
KCNQ4 FCVIBFIVFVASVAVIAAGTQGNIFATSALRSMRFLQILRMVRMDRRGGTWKLLGSVVYA 233
kcngj FCVEDF IVFVASLAVIAAGTQGNIFATSALRSMRFLQILRMVRMDRRGGTWKLLGSVVYA 229
************:***********************************************
[l
KCNQ4 HSKELITAWYIGFLVLIFASFLVYLAEKDANSDFSSYADSLWWGEETLTTIGYGDKTPHT 293
kcngj HSKELITAWYIGFLVLIFASFLVYLAKKEDNQEFSTYADSLWWGEETLTTIGYGDKTPHT 289
**************************:*: *':**:************************
[
KCNQ4 WLGRVLAAGFALLGISFFALPRGILGSGFALKVOEQHRQKHFEKRRMPAANLIQAAWRLY 353
kengj WQGRLLAACFALLGVSFFALPAGILGSGFALKVQEQHRQKHFEKRRTPAANLIQAAWRLY 349
* **:*** *****:******************************* * ok kk ok kkkkk ok kk
el
KCNQ4 STDMSRAYLTATWYYYDSILPSFRELALLFEHVQRARNGGLRPLEVRRAPVPDGAPSRYP 413
kcngj STDAQHSYLTATWYFYDSMLPSFRELTLLF SHLQRQRS————=——=——~~ TKKVLHNSYH 397
* % % '::*******:***:*******:***'*:** *' . . . *
KCNQ4 PVATCHRPGSTSFCPGESSRMGIKDRIRMGSSQ-~RRTGPSKQHLAPPTMPTSPSSEQVG 471
keng TLLSGLRPYSSPYL-GDSGKMGFRDRIRMNNSRSSQATRSKASPLPPGNVRCSPSTENVP 456
. . * K *:‘: *:*‘:**::*****“*: : .. . *‘* .o ***:*:*

103



KCNQ4 EATSPTKVQKSWSFNDRTRFRASLRLKPRTSAEDAPS-EEVAEEKSYQCELTVDDIMPAV 530
kcngj EATSPGKVQKSWSFNDRTRFRTSLRLKPRPAADMEGVGEEHTEDKSY-CDVAMEDVIPAV 515
* Kk Kk kK ***************:*******‘:*: * * :*:*** *:::::*::***
KCNQ4 KTVIRSIRILKFLVAKRKFKETLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLGRIKSLQTRVDQIVGRG 590
kcngj KTLIRAVRILKFLVAKRKFKETLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLGRIKSLOMRVDQIVGRG 575
**:**: :******************************************* * Kk k ok ok ok ok ok ok
KCNQ4 ——PGDRKAR-EKGDKGPSDAEVVDEISMMGRVVKVEKOVQOSIEHKLDLLLGFYSRCLRSG 647
kcngj ATIPSDKKLRPEKGEKTPPELEQMDEYSMMGRVVKVEKQVQSTIENKLDLLLNFYSQCLKKG 635
*'*:* * ***:* *': * :** *****************:******'***:**:'*
KCNQ4 TSASLGAVQVPLFDPDITSDYHSPVDHEDISVSAQTLSISRSVSTNMD 695
kcnagj SSH-—--FTLSSLLEPDSTSDYHSPTDKHDLFPSANTLNISHSDSGNME 680

.k ke oekk hhkkkkkk ko ko kkekk kk ek Kk kko.

6.2.9.3 Alternatives Exon

6.2.9.3.1 alternatives Exon 9 erstellt iiber ClustalW

el
kengja YFYDSMLPSFRELTLLFSHLQROQRSTKKVLHNSYHTLLSGLRPYSSPYLGDEGKMGFRDR 60
kengib YFYDSMLPSFR——-———-———~~ RTDAQC——————————————— o SGKMGFRDR 26

* ok ok k ok k ok ok k ok k * . . * k ok ok ok ok ok ok k

(das alternative Exon9 von kcngjb kann tiber UCSC nicht gefunden werden, daher sind die Intron-
Exon-Grenzen nicht eingezeichnet)
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7 Abkiirzungen

7.1  Allgemeine Abkiirzungen

% Prozent

o Alpha

B Beta

-Blocker Betablocker

°C Grad Celsius

ul Mikroliter

ADLTE autosomal-dominante familidre laterale Temporallappenepilepsie
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

BFIC benigne familidre infantile Krampfe

BFNC benigne familidre Neugeborenenkrimpfe

BFNIC benigne familidre neonatale/infantile Konvulsionen
bp Basenpaare

CaM Calmodulin

cDNA complementary DNA

CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CLC chloride channel protein

COS-Zellen Cercopithecus aethiops- Zellen

CTX p-conotoxin GIIIB

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dB Dezibel

dCTP Desoxycytidintriphosphat

DFN DeaFNess

DENA DFN mit autosomal-dominantem Erbgang

DFNB DFN mit autosomal-rezessivem Erbgang

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsidure (deoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate

dpf days post fertilisation

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

EBNI1 epilepsy, benign neonatal 1 (benign familial neonatal convulsions 1)
EBN2 epilepsy, benign neonatal 2 (benign familial neonatal convulsions 2)
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EEG
EFHCI
EKG
EMS
ENU
ESTs
GABA
GEFS+

hpf
HPLC

IPTG
JLNS
kb
LB-Mediums
LGIl
LQTS
mA
MASS1
mb
MERRF
mg
mg/ml
MgCl,
min.

ml

mM
mmol/l
mRNA
MRT
mV

N.

NBT
ng

OD

Elektroenzephalogramm

EF-hand domain (C-terminal) containing 1
Elektrokardiogramm
Ethylmethansulfonat

Ethylnitrosurea

Expressed Sequence Tags
Gamma-Aminobuttersdure

»generalisierte Epilepsie mit febrilen Anfillen plus*
Stunde

hours post fertilisation

high performance liquid chromatography
Hertz (1/sec.)
Isopropylthio-p-D-galactoside
Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom
Kilobasen

Luria-Bertani- Medium (lysogeny broth)
leucine-rich glioma inactivated gene 1
Long-QT-Syndrom

Milliampere

monogenic, audiogenic seizure susceptibility 1
Megabasen

myoclonic epilepsy with ragged red fibres
Milligramm

Milligramm pro Milliliter
Magnesiumchlorid

Minute

Milliliter

Millimol

Millimol pro Liter

messenger RNA (Ribonukleinsidure)
Magnetresonanztomographie

Millivolt

Nervus

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Nanogramm

optische Dichte
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UTR

nm

PCR

PTZ

RNA
RNAsen
RWS

SDS

sec.
SOC-Medium
SS
TAE-Puffer
Tag-DNA-Polymerase

Tgo-DNA-Polymerase
TILLING

T
TORCH-Infektionen

U/min.
UCSC
UV-Licht
X-Gal
ZNS

untranslated region

Nannometer

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Pentylentetrazol

Ribonukleinsiure (ribonucleic acid)

Ribonukleasen

Romano-Ward -Syndrom

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

Sekunde

Super Optimal Broth- Medium mit Zusatz von 20 mM Glucose
Somiten

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

hitzestabile DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus

hitzestabile DNA- Polymerase des Bakteriums Thermococcus
gorgonarius

targeting induced local lesions in genomes

Schmelztemperatur

Toxoplasmose, ,,others, Roteln, Cytomegalie, Herpes simplex-
Infektionen

Umdrehungen pro Minute

University of California, Santa Cruz
ultraviolettes Licht
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactoside

Zentralnervensystem
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7.2 Gene

ADCY8
C6orf150
CARS
CDKNI1C
CTPS
DDEF1
DDX43
DUSPS8
EEF1Al
ERF3A
HCCA2
IGF2
KCNE

KCNEI, minK

oder IsK
KCNH2

KCNQ
LRRC6
MC3R
NAPILA4
NFYC
PHLDA?2
PPDPF

PREX1

RIMS1
(RIMS=RIM)

RIMS3
SCN2A
SLC13A3
SLC22A18
TRPM5
VLGR1
YTHDFI

adenylate cyclase 8

chromosome 6 open reading frame 150
cysteinyl-tRNA synthetase

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C

CTP synthase

development and differentiation enhancing factor 1
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 43
dual specificity phosphatase 8

eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1
efr3 homolog A, receptor kinase

hepatocellular carcinoma-associated gene 2
insulin-like growth factor 2

potassium voltage-gated channel, Isk-related family
potassium voltage-gated channel, Isk-related subfamily, member 1

potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 2
potassium voltage-gated channel, KQT-like subfamily

leucine rich repeat containing 6

melanocortin 3 receptor

nucleosome assembly protein 1-like 4

nuclear transcription factor Y, gamma

pleckstrin homology-like domain, family A, member 2

pancreatic progenitor cell differentiation and proliferation factor

phosphatidylinositol-3.,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange factor 1
regulating synaptic membrane exocytosis 1

regulating synaptic membrane exocytosis 3

sodium channel, voltage-gated, type II, alpha subunit

solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 3
solute carrier family 22, member 18

transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 5

= GPRI98 = G protein-coupled receptor 98

YTH domain family, member 1
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7.3 Aminosiduren

Einbuchstabencode

*FN " X< HuwxgowzOmR~"zooamommgow»

7.4 Basen

- aQ Q >

Dreibuchstabencode Aminoséiure

Ala Alanin

Asx Aspartat oder Asparagin

Cys Cystein

Asp Aspartat

Glu Glutamat

Phe Phenylalanin

Gly Glycin

His Histidin

Ile Isoleucin

Lys Lysin

Leu Leucin

Met Methionin

Asn Asparagin

Pro Prolin

Gln Glutamin

Arg Arginin

Ser Serin

Thr Threonin

Val Valin

Trp Tryptophan
X

Tyr Tyrosin

Glx Glutamat oder Glutamin

Stopcodon

Adenin
Cytosin
Guanin

Thymin
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
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