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1 Zusammenfassung

Die Anzahl der Genmutationen, die mit bestimmtekr&mrkungen in Verbindung gebracht werden,
steigt kontinuierlich. Um die Funktion der betrgféa Gene und daher auch die Pathomechanismen,
welche durch deren Mutationen ausgeldst werdensebegu verstehen, werden verschiedene
Tiermodelle herangezogen. Eines dieser Tiermodslder Zebrafisch§anio rerio), der sich sehr gut
eignet, da er als Embryo oder Larve fast durchigiclt und bei geringen Kosten und hoher
Fekunditat leicht gezichtet und gehalten werdennkafudem ist sein Genom inzwischen
durchsequenziert und somit weitgehend in Datenbaakeufbar.

KCNQ bezeichnet eine Klasse spannungsabhangigeiurilenale die evolutiondr von einem
gemeinsamen Vorlaufer abstammen. Beim Menschenemubis Februar 2010 furKCNQ-Gene
erforscht, die in verschiedenen Geweben unterslittiedxprimiert werden und bei Mutationen zu
unterschiedlichen phéanotypischen Erscheinungsiildéhren. So ist daiKCNQLGen mit dem
autosomal-dominanten Romano-Ward-Syndrom (RWS) dédern rezessiven Jervell-Lange-Nielsen-
Syndrom (JLNS) assoziiert. Mutationen in den GeR&NQ2 und KCNQ3 kdnnen zu benignen
familiaren Neugeborenenkrampfen fuhrelCNQ2 ist auRerdem mit dem Krankheitsbild der
Myokymie assoziiert. Bei Mutationen iIKCNQ4 kann es im frihen Erwachsenenalter zu einer
dominanten nicht-syndromalen Form des progresdil@werlustes kommen, der rapide fortschreitet.
Als bisher letztes Gen d&CNQ-Familie wurde im Jahr 200QRCNQ5 identifiziert. Bisher sind noch
keine Mutationen in diesem Gen bekannt, die migrelfrkrankung assoziiert sind.

Der Zebrafisch wurde ausgewéhlt, um zu prifen, ich slieser als Tiermodell fir funktionelle
Untersuchungen anKCNQ-Genen und damit fir die Erforschung der pathogsciein
Zusammenhdnge beKCNQassoziierten Krankheiten eignet. Hierzu wurdentnems die
verschiedenerKCNQ-Gene beim Zebrafisch identifiziert, ihre evolutimen Beziehungen zu den
menschlichen Orthologen analysiert und vergleickendntersuchungen der SpleiRvarianten
durchgefuhrt. Dabei wurden acht Loci erfasst, dign@oge Gene zu den human&ECNQGenen
darstellen. Da es bei den Strahlenflossern in detuion zu einer weiteren Genomduplikation kam,
existieren von etwa achtzig Prozent der humaneneGawmei Co-orthologe beim Zebrafisch. Im
Wesentlichen sind die orthologfdCNQ-Gene zwischen Mensch und Zebrafisch stark koreseyvi
vor allem an funktionell essentiellen Bereichen.

Bei allen funf humanerKCNQ-Genen wurden SpleiBvarianten nachgewiesen. Beibrafisch
konnten in vier der acht Gene SpleiRvarianten gifanwerden, die mit denen der orthologen
humanen Gene weitgehend Ubereinstimmen.

Die durch das Online-Programm ClustalW analysiénthologie deiKCNQ-Gene zwischen Mensch
und Zebrafisch konnte durch die konservierte Syatbai sieben der acktngGene vom Zebrafisch

bestétigt werden.



2 Einleitung

2.1 lonenkanale

lonenkanale sind an einer Vielzahl physiologisdPerzesse des menschlichen Korpers beteiligt, wie
etwa der Erregungsausbildung und —fortleitung imvidie, dem Herzen oder der Skelettmuskulatur.
Dabei handelt es sich um porenbildende Transmemlotgine, die den Durchtritt von lonen durch
die Lipiddoppelschicht der Zellmembran ermoglichdintsprechend der transportierten lonen
unterscheidet man selektive und nicht-selektive.mionen- und Kationenkandle, entsprechend des
Aktivierungsmechanismus dagegen spannungs- unadegebhéandige lonenkanale [1, 2].
Spannungsabhangige Kationenkanale, wie etwa Natriumd Kaliumkanédle bestehen aus einer
porenbildenden -Untereinheit und einer akzessorischen, klasseiigoden -Untereinheit. Durch
die Wirkung eines Spannungssensors kann der lonahkaine Konformitat andern und so zwischen
einem Offen- und einem Geschlossen-Zustand wechsein so genanntegating Dadurch wird die
Leitfahigkeit verdndert und damit die Grundlage filie Ausbildung von Membranpotenzialen
geschaffen [1-3].

Zu den spannungsabhangigen Anionenkandlen zah&nder neun CIC-Kandle, die sich in ihrer
Struktur stark von derer anderer lonenkandle urtteiden. CIC-Kandle kdnnen in der &ufReren
Zellmembran oder auch in intrazelluldaren Membrangartimenten lokalisiert sein. Die -
Untereinheit setzt sich aus 18 Transmembrandomdmsammen, wobei sich jeweils zwet
Untereinheiten zu einem CIC-Kanal zusammenlagethawei Kanalporen ausbilden. Beispielsweise
bildet CIC1 einen funktionellen homodimeren Kanafigbdex, der in der Skelettmuskulatur exprimiert
wird, wohingegen CLCNKA und CLCKB ausschlieZlichder Niere exprimiert werden [1, 2]. CIC-
Kandle sind unselektive Anionenkanale, die ein tbseiSpektrum unterschiedlicher Anionen
permeiren lassen. Dagting erfolgt nicht auf dem klassischen Weg wie bei #e@tionenkanélen,
sondern uber einen extrinsischen Spannungssensalyreh sich die Chloridleitfahigkeit von der
extra- und intrazellularen Chloridkonzentration kohieren lasst [2].

Neben den spannungsabhéngigen lonenkandalen gdnioksligandenaktivierte lonenkanéle, die aus
vier bis funf Untereinheiten bestehen. Sie werdanchi einen Transmitter bzw. Liganden aktiviert und
sind auf den postsynaptischen Raum beschranktiggdndengesteuerte Kationenkanéale werden auch
als exzitatorische Rezeptorkandle bezeichnet, wé#hreman unter ligandenabhangigen
Anionenkanélen auch inhibitorische Rezeptorkan&esteht. Erstere werden unter anderem durch
Glutamat und Acetylcholin aktiviert und ermoglichea den Durchtritt von Natrium-, Kalium- und
teilweise Calciumionen, wohingegen letztere durcAB& und Glycin aktiviert werden und
hochselektiv fur Chloridionen sind [2].

Mutationen in Genen, die fir lonenkanale kodierféiren zum klinischen Bild der so genannten
Kanalopathien [1, 2]. Molekulargenetisch lassenhsiowei Arten von solchen Mutationen

unterscheiden, einerseits solche, die zum Funkterhsst des Genddss of functiopfiihren. Hierbei
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kann es sich beispielsweise ufmgnsenseMutationen handeln, die zum Einbau eines vorgeiti
Stoppcodons und damit in der Regel zum Kettenalbipec der Translation fihren. Andererseits gibt
es auch Mutationen wie die sogenanntbtissens&Mutationen, bei denen es zum Austausch einer
Aminosaure kommt und die sowohl eine Einschréankilogs of functioh aber auch eine Steigerung
der Funktion nach sich ziehen kdnngaif of functiof [1, 2].

In dieser Arbeit geht es um dCNQ-Genfamilie, die fur die -Untereinheit eines Kaliumkanals

kodiert und fur die Mutationen bei einer Reihe Wanalopathien beschrieben sind.

2.2 Kaliumkanale

Der erste Kaliumkanal, dessen Gen kloniert wurdar, @er spannungsabhangigeosophila shaker
Kanal. Danach folgte die ldentifikation weitereraspungs- und ligandenabhangiger Kaliumkanéle,
wobei die spannungsabhangigen Kationenkanéle digtgiFamilie darstellen [4]. Bis heute sind beim
Menschen (ber 80 Geneloci identifiziert, die fir likmkandle kodieren [5]. Die
spannungsabhangigen Kaliumkanale gehéren zu eiaermilie, die sich vermutlich aus einem
gemeinsamen Vorlaufer entwickelt hat. Sie bestehieEnvier meist identischexrUntereinheiten und
optionalenb-Untereinheiten. Die aus sechs Doménen (S1-S6g¢testiera-Untereinheiten lagern
sich so zusammen, dass eine Kanalpore entstehD@ignen S1, S2 und S3 bilden zusammen mit
der positiv geladenen Doméane S4 den Spannungss&eatenb-Untereinheiten handelt es sich um
assoziierte Proteine, die fur die Integritat undlion des Kanals wichtig sind, jedoch nicht dirakt
der Bildung der Kanalpore beteiligt sind. Sie sirér die N-terminale T1-Doméne detJntereinheit

an den Kanal angelagert. Einige Kaliumkanale, daruauch die durch diKCNQ-Gene kodierten
Kanéle, die in dieser Arbeit behandelt werden,tberianstelle einer T1-Doméne eine zusatzliche C-
terminale Sensordomane (Abbildung 1). Zwischen darzelnen Domanen dex-Untereinheiten
befinden sicta-helikale Segmente. Die so genannte P-Doméne widgelzen Segment funf und sechs
liegt, ist fur die Selektivitdt der Kanéle verantilich [6]. Spannungsabhangige Kaliumkanéle werden
durch Depolarisation aktiviert, wodurch es zum Ans®s der Kaliumionen gegen den elektrischen

Gradienten aus dem Zellinneren kommt. Dies fuhrtRepolarisation der Membran [1].
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Ho om0 CNB, Kgy, HCN. eaglerg, BK, 5K

MiRP, BKa

Abbildung 1: Aufbau eines Kaliumkanals (nach [@])nks: Kaliumkanal mit T1-Doméne, rechts:
Kaliumkanal mit C-terminaler Sensordoméne.

Storungen  dieser physiologischen Prozesse bei iKklnalmutationen fihren  zu
Erregungsrickbildungsstorungen. Ursache hierfinkérHaploinsuffizienz, bei der das haploide Gen
eine zu geringe Menge des Proteins produziert @dedominant-negativer Effekt sein, wobei hier die
Mutation Einfluss auf das nicht mutierte Allel h47]. Einerseits fuhrt eine fehlerhafte
Proteinzielsteuerung dazu, dass mutierte Untergerhaicht in die Zellmembran eingebaut werden.
Die hierbei reduzierte Anzahl an Kaliumkanalen fiiw einem Funktionsverlust von bis zu 50 %
(Haploinsuffizienz). Andererseits fihren defektendke, die in die Membran eingebaut werden zu
einer Reduktion der Kanalspannung, was zu einenmktieursverlust von mehr als 50 % fihrt
(dominant-negativer Effekt) [7].

Eine Subspezies der Kaliumkanale wird durch KIitNQ-Genfamilie kodiert [1]. Mutationen in den
KCNQ-Genen konnen beispielsweise zu Long-QT-Syndrom amderen Herzrhythmusstérungen,

Taubheit und Epilepsie fuhren [8].

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

2.3.1.1 Long-QT-Syndrom

Unter dem Long-QT-Syndrom (LQTS) versteht man eingestimmte Form von
Erregungsrickbildungsstérungen am Herzen, die zwk&en, polymorphen ventrikuldren
Tachykardien torsades de pointgsind plotzlichem Herztod fihren kénnen. Neben Héafigeren
erworbenen Formen gibt es auch verschiedene arggehaturch Genmutationen verursachte Formen,
deren Pravalenz auf 1 von 2500 geschatzt wird [9].
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Die Diagnose des Long-QT-Syndroms wird durch dieikthe Symptomatik und das 12-Kanal-EKG
gestellt. Da die im EKG in Ableitung Il und V5 ode6 gemessene QT-Zeit von der Herzfrequenz
abhéngig ist, verwendet man die frequenzkorrigi€@TeZeit, die als QTc-Zeit bezeichnet wird. Diese
wird durch die Bazett-Formel bestimmt, obwohl| si¢ allem bei Brady- oder Tachykardie zu Unter-
oder Uberkorrektur der Werte fiihrt [10]:

J -

1-15 Jahre mannliche Erwachsen weibliche Erwachsene
normal <440 <430 <450
Grenzwert 440-460 430-450 450-470
Verlangerung > 460 > 450 > 470

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

LQT1, LQT2, LQT3, LQT5 und LQT6 sind die klassisohgenetischen Formen des Long-QT-
Syndroms. Bei den zugrunde liegenden Genen sitgbigher 300 verschiedene Mutationen bekannt
[11], wobei 95% der bekannten Mutationen zu LQTISQTS2 oder LQTS3 fuhren [12]. Handelt es
sich um genetisch bedingte Ursachen des Long-QTh®yms, so war man vor einigen Jahren noch
der Ansicht, dass vor allem der Genotyp die Mothidund Letalitat bedingt [13]. Neuere Studien
zeigen dagegen einen starken Zusammenhang zwiddiméschen Risikofaktoren wie QTc-Zeit,
weiblichem Geschlecht, Anzahl der Synkopen, Synkdpaer und einem kardialen Ereignis, wéahrend
der Genotyp selbst keinen signifikanten Einflust[ihd, 15]. Geschlechtsabhangig treten Ereignisse
in unterschiedlichem Lebensalter auf. So sind Rrauerrangig im Erwachsenenalter, Manner
hingegen eher in der Kindheit betroffen [14, 15heEErklarung dafir ist die QTc-Verkirzung in der
Adoleszenz junger Manner. Obwohl der genaue Meshaus noch unklar ist, geht man von einer
Verkiirzung der QTc-Zeit durch Androgene und einerl&hgerung durch Ostrogene aus [16].

Lasst man verschiedene Kklinische Risikofaktoren eaucht, kann man drei Risikogruppen
unterscheiden. Die Hochrisikogruppe umfasst Patientlie in der Vergangenheit schon einmal
Kammerflimmern oder Torsade de Pointes Tachykardlmrlebt haben. Ein mittleres Risiko tragen
Patienten mit zeitabhangigen Synkopen und einer-Zgicvon lber 0,5 Sekunden. Ein geringes
Risiko an einem kardialen Ereignis zu sterben hasgmptomatische Patienten mit einer QTc-Zeit
von maximal 0,5 Sekunden [7].

Eine Therapie mib-Blockern verbessert das Uberleben signifikant,altam bei LQTS1 oder LQTS2
oder einer QTc-Zeit von mehr als 0,5 Sekunden 174, Fur Hochrisikogruppen stehen therapeutisch
aulRerdem implantierbare Cardioverter-Defibrillatooeler die linkszervikothorakale Sympathektomie

zur Verfigung [16].
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Um die Grundlagen fiur spatere Studien zur Entstghles Long-QT-Syndroms am Tiermodell zu
schaffen, wurden in der vorliegenden Arbeit Studiem homologen KCNQ-Genen an

Zebrafischembryonen durchgefuhrt.

2.3.1.2 Epilepsie

Nach den Leitlinien der Deutschen GesellschaftN@urologie versteht man unter Epilepsie eine in
der Regel voriibergehende plétzliche Dysfunktion destralen Nervensystems, wobei es zu einer
hochsynchronen und hochfrequenten pathologischeitlica begrenzten Entladungsserie einer
unterschiedlich grof3en Gruppe von Neuronen kommats Brscheinungsbild variiert dabei je nach
Ursprungsort erheblich und kann von fokalen Anfaleit Zuckungen einer Extremitat tber Absencen
bis hin zu komplexen Bewegungs- und Bewusstseimgphéanen und zu klassischen tonisch-
klonischen Anfallen fihren [18].

Die altersspezifische Pravalenz fur Epilepsien @ntzaleuropa betragt fur Kinder und Jugendliche
4,5-5 von 1000, fur Erwachsene 6 von 1000 und igiBevolkerung tber 65 Jahre sogar 7 von 1000.
Die Gesamtpravalenz betragt 5,2 pro 1000 Einwoft®r Die Diagnose Epilepsie wird gestellt auf
Basis von Anamnese, Fremdanamnese, neurologisch@rduchung, EEG, MRT und teilweise
Laboruntersuchungen einschlief3lich genetischeningsin [20].

Epilepsien werden neben der atiologischen Eintgilum idiopathische, kryptogene und
symptomatische Formen auch nach der Lokalisationepédeptogenen Zone in fokale epileptische
(33-65 % der Falle), generalisierte (17-60 % ddiefraind unklassifizierbare Anfélle (2-8 % der
Falle) unterteilt [19-21]. Diese strikte Abgrenzudgr einzelnen Formen der Epilepsie findet zwar
klinisch weiterhin Anwendung, erscheint nach deneeéidigen Stand der Forschung aber nicht mehr
sinnvoll [22].

Obwohl rein genetisch bedingte Epilepsien seltel,sspielen genetische Faktoren bei fast allen
Epilepsieformen eine wichtige Rolle [22]. Unter dgmdromatischen Epilepsien haben beispielsweise
die Lafora-Erkrankung, dasnverricht—Lundborg-Syndrom, verschiedene Lissehab@-Syndrome
und die mitochondrial vererbten EnzephalomyopatiienMERRF (myoclonic epilepsy with ragged
red fibreg einen genetischen Hintergrund [23]. Die genetisbiterminierten idiopathischen
Epilepsien lassen sich entsprechend der zugruederiden Mutationen in lonenkanalgenen bzw.
Nicht-lonenkanalgenen izwei Subtypen unterteilen [23]. Wichtige Nicht- émkanalgene sindGI1
(leucine-rich glioma inactivated gene, Ijelches zu einer autosomal-dominanten familidaesralen
Temporallappenepilepsie (ADLTE) fuhrt [23-25YJASS1/VLGR1welches in seltenen Fallen zu
febrilen Anfallen fihren kann [23] un&FHC1, welches als erste Genmutation bei juveniler
myoklonischer Epilepsie beschrieben wurde [25, P&. meisten Mutationen, die bei idiopathischen
Epilepsien gefunden wurden, betreffen dagegen lamalgene. Bildung und Weiterleitung eines

Nervenimpulses erfolgt durch Aktionspotentiale, eteBasis lonenkanale darstellen. Jede Art der
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Mutation in einem lonenkanal kann die neuronalee@arkeit direkt beeinflussen und somit zur
Epilepsie filhren [27]. Durch den Einstrom von Natrikommt es zur Depolarisation, wahrend die
Repolarisation durch Ausstrom von Kalium entstélime Unterbrechung der schnellen Natriumanale
oder des verminderten Kaliumausstroms fiihrt zureifeererregbarkeit und spontanen Serien von
Aktionspotentialen. Verlangsamte Natrium- und Kagiromesind die haufigsten Mechanismen in
der Pathophysiologie der Kanalopathien. Wéhrendwenige verschiedene Natriumkanale mit hoch
konservierter Funktion bekannt sind, existiert eMielzahl verschiedener spannungsabhangiger
Kaliumkanale mit jeweils spezifischen elektrophysgischen Eigenschaften [27]. Zu den
idiopathischen Epilepsien mit Mutationen in lonemidgenen gehdren beispielsweise die benignen
familiaren infantilen Krampfe (BFIC), ein genetissbhr heterogenes autosomal-dominantes partielles
Epilepsiesyndrom[22]. Die Anfalle beginnen gewdhnlich zwischen dem téer und sechsten
Lebensmonat und sistieren bis zum Alter von drérela Bei derseltenen kombinierten benignen
familidren neonatalen/infantilen Konvulsionen (BE)kommen Neugeborenenkrampfe und infantile
Anfélle in der gleichen Familie vor. BFNIC werdeeileinigen Patienten durch eine Mutation im
spannungsabhangigen Natriumkai®IN2Ahervorgerufen [22]Fieberkrampfe sind der haufigste
Anfallstyp beim Menschen. Sie betreffen etwa flisfZehn Prozent der Kinder unter sechs Jahren. Es
handelt sich in den meisten Fallen um ein oligoerogolygenes Vererbungsmuster, jedoch wurden
auch Genloci beschrieben, die zu autosomal-doménarererbung dieser Fieberkrampfe flhren. In
manchen Familien persistieren die Anfélle jedoclridas Alter von sechs Jahren hinaus und kénnen
zudem noch mit verschiedenen afebrilen epileptischefallen kombiniert sein, ein Syndrom, das als
»generalisierte Epilepsie mit febrilen Anfallen pf(GEFS+) bezeichnet wird. Die afebrilen Anfélle
des GEFS+ konnen generalisiert oder fokal sein. Bie der Vererbung ist derzeit noch nicht
vollstindig geklart, es wird aber von einer oligoiigchen Vererbung ausgegangen, in die
verschiedene lonenkandle, meist jedoch Natriumkainéblviert sind [22, 28].

Die in der vorliegenden Arbeit behandelte Form akopathischen Epilepsie sind die benignen
familiaren Neugeborenenkrampfe. Sie wurden erstrh@@! von Rett und Teubel beschrieben [29].
Es handelt sich dabei um eine seltene, autosormairdmt vererbte Form der Epilepsie, die sich in
den ersten Lebenstagen in Form haufiger kurz amddee Anfalle manifestiert, die meist nach
einigen Wochen bis Monaten spontan sistieren [Bé]. etwa 10-15% der Betroffenen kommt es
jedoch im weiteren Leben erneut zu Anfallen, digeuranderem durch Schlafmangel provoziert
werden koénnen [22, 30]. Die Anfallsdauer variieabdi von einigen Sekunden bis zu drei Minuten,
beginnt tonisch und kann von Tachykardie oder kufganoe begleitet sein. Die generalisierte oder
fokal klonische Phase wird haufig durch Vokalisiereoder Kaubewegungen des Kiefers
eingeleitet [31].

Neben dem oben beschriebenen LQT-Syndrom warebetiggen Neugeborenenkrampfe die zweite
Erkrankung, deren funktionelle Erforschung Anlaasdie 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 kurnder Geburt von einer starken Schwerhdrigkeit
betroffen [32]. Die Horschwelle liegt bei jungensgaden Erwachsenen zwischen O und 20 dB, die
Schmerzschwelle bei 120 dB [33]. Von Schwerhdriglsprricht man, wenn der Horverlust 25 dB
ubersteigt, von Taubheit, wenn der Verlust mehi8alsiB auf beiden Ohren betragt [34]. HOrverlust
kann leitungs- oder sensorineural bedingt sein, cm@al besteht eine Kombination aus beiden
Formen. Ein leitungsbedingter Horverlust betrifisdauRere Ohr sowie die Gehorkndchelchen des
Mittelohres, wahrend ein sensorineuraler Horveriitstikturen des Innenohres wie die Cochlea, den
N. vestibulocochlearis (VIII. Hirnnerv), den audigchen Hirnstamm oder den Cortex betrifft [33].
Die Haarzellen im Innenohr sind die Rezeptorzelttss Cortiorgans und wandeln mechanische
Stimulation in elektrische Potentiale um. Die irererHaarzellen sind dabei vor allem fir das
elektrische Potential verantwortlich, die auRerexatdellen dienen als Reizverstarker, indem sie das
Rezeptorpotential in mechanische Kraft umwandeinete und dufRere Haarzellen befinden sich in
der von Endolymphe umspllten Scala media. Im Gedersi normaler extrazellularer Flissigkeit
weist die Endolymphe eine hohe Konzentration aniugdbnen (150 mM) und ein positives
Membranpotential von etwa + 80 mV auf. Der dem léégang zugrunde liegende Kaliumstrom wird
durch Kaliumkanéle in den Haarzellen und den Deifttitzzellen bewerkstelligt [33].

Man geht davon aus, dass in entwickelten Landerm®&o der Horgeschadigten eine Genmutation
die Ursache ihres Horverlusts ist, 30 % davon imrRen eines Syndroms [32, 33]. Bei den 70 %
nicht-syndromalen genetischen Formen der Taubhed stwa 80 % autosomal-rezessiv, 20 %

autosomal-dominant, sehr selten X-chomosomal odtechondrial 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 SchwerhdrigKkedch [33]).
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Die autosomal-rezessive Form ist dabei die schevdfgtrankungsform und wird fast ausschlief3lich
durch Defekte der Cochlea bedingt (sensorineuraebfieit). Autosomal-dominante Formen sind
gewohnlich post-lingual und progredient [32]. Dérrzend tber 400 verschiedene Formen genetisch
bedingter Taubheit bekannt, denen Uber 40 versehedsendefekte zugrunde liegen. Auch eine
Kombination aus genotypischer Vulnerabilitat und whtifaktoren bedingt haufig einen Horverlust
im Alter [33]. Je nach Vererbungsmodus unterschemgn DFN-, DFNA- und DFNB-Gene (DFN
steht dabei fir ,DeaFNess”). Gene, die autosomaiidant vererbt werden, bezeichnet man als
DFENA, autosomal-rezessiv vererbte GeDENB. X-chromosomale Vererbungsmuster werden als
DFN bezeichnet [33]. Unter den 19 verschiedenen bisleschriebenen, Uberwiegend autosomal-
dominant vererbteDFNA-Genen finden sich auddFNA- Gene, die je nach Mutation dominant oder
rezessiv vererbt werden kdnnen [35].

Die haufigsten Formen syndromaler autosomal-donb@maiorverluste sind das Waardenburg-
Syndrom, das Branchio-oto-renale-Syndrom und dakI&t-Syndrom. Auch die Neurofibromatose
Typ 2 kann durch ein bilaterales vestibulares Scimwen in seltenen Fallen zum Gehérverlust fuhren
[33]. Die haufigsten autosomal-rezessiv vererbtgnd®me, die mit einem Hdorverlust einhergehen
sind das Pendred-Syndrom, das Strukturdefekte dete@porale und des Innenohres aufweist und
darlber hinaus zu einer euthyreoten Struma fulag, dsher-Syndrom, welches im Laufe der Jahre
zusatzlich zur Erblindung fihrt, das Jervell-Ladgjelsen-Syndrom, welches zusatzlich eine QTc-
Verlangerung aufweist, Biotinidase-Defekte sowr Befsum-Erkrankung [33].

Die haufigste Form der Schwerhdrigkeit setzt spgtleetrifft meist das Reizleitungssystem und kann
durch ein Horgerat beeinflusst werden. Diese Ant 8ehwerhdrigkeit nimmt vom 20. zum 80.
Lebensjahr um das 36-fache zu. Uber diese Art adrwsrhorigkeit ist derzeit wenig bekannt,
atiologisch spielen genetische Komponenten, Présisys Infektionen und Umweltlarm eine
Rolle [34].

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

Zebrafischembryos charakterisiert wurden.

2.3.2 Die einzelnen KCNQ-Gene

KCNQ bezeichnet eine Klasse spannungsabhangigeiurilednéle, die evolutiondr von einem

gemeinsamen Vorlaufer abstammen [36].

16



2.3.2.1 KCNQ1und assoziierte Mutationen

KCNQL1 befindet sich auf Chromosom 11 an der Lokalisatidpl5.5 [37]. Friher wurde das
KCNQ1Gen alsKvLQT bezeichnet und wurde als erstes als ein Gen bgkdessen Mutationen eine
erbliche Form des Long-QT-Syndroms hervorruft [Bieses Gen kodiert fur die porenbildende
Untereinheit eines spannungsabhéngigen Kaliumkandds fir die Repolarisationsphase des
Aktionspotentials am Herzen verantwortlich ist. ssin Heteromultimere mit KCNE1 (minK oder
IsK), KCNE2, KCNE3 und KCNE4 formen, die die-Untereinheit darstellen [37]. Je nach
Kombination variieren dabei Funktion und Lokalisativon KCNQ1. Ist es beispielsweise mit
KCNE1 kombiniert, fihrt es zur Repolarisation amrzé®m und reguliert die transepitheliale
Kaliumsekretion im Innenohr [8], bei der Assoziativpon KCNQ1 mit KCNE3 verdndert es die
Kanaleigenschaften in den Mozyten [38].

Dominant-negative Mutationen KCNQL1undKCNE1flhren zu einer speziellen Form des Long-QT-
Syndroms, das erstmals von Romano (1963) und W& beschrieben wurde [7]. Die Mutationen
betreffen den beKCNQ-Genen hoch konservierten N-Terminus und fihrereiner fehlerhaften
Proteinzielsteuerung, wodurch die Proteine im Efa®patischen Retikulum verbleiben. Somit
werden auch die Proteine, die keine Mutation aufamiin geringerer Zahl in die Zellmembran der
Kardiomyozyten integriert [39]. Bei homozygoter Mtibn beider Allele vorKCNQ1 oder KCNE1
kommt es zum Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom (JLNS)er erstmals 1957 beschriebenen rezessiven
Form des Long-QT-Syndroms, das mit hochgradigeatdrialer Schwerhorigkeit einhergeht [7, 40].
Die Mehrheit der Falle ist durch MutationenKENQ1bedingt und betrifft somit die-Untereinheit,
wodurch es zu einem hochgradigen FunktionsverlestRioteine kommt [41]. Bei einegain-of
functiorf-Mutation vonKCNQ1kommt es zum so genannten Short-QT-Syndrom [4RE Herartige
Mutation kann des Weiteren auch mit einer autosatoatinanten Form des Vorhoffimmerns
assoziiert sein. Durch die absolute Arrhythmie wilid Messung der QT-Zeit erschwert, es kann
jedoch davon ausgegangen werden, dass auch heeveskiirzte QT-Zeit vorliegt [37].

In einer Studie mit 77 verschiedenen MutationenrKi@NQ1-Gen konnte gezeigt werden, dass eine
deutliche Genotyp-Phanotyp-Korrelation bestehtwsode bei Mutationen der Transmembranregion
eine signifikant hdhere Ereignisrate gefunden als Ndutationen im C-Terminus. Mutationen, die
einen dominant-negativen Effekt bewirken, zeigaredingere QTc-Zeit und héhere Ereignisrate als
Mutationen, die zu einer Haploinsuffizienz fuhrefuch Missense-Mutationen flhren zu einer
héheren Rate an Ereignissen, sind aber kein unglginRisikofaktor [43]. Einige Mutationstrager
sind asymptomatisch, bei anderen kommt es trotanaler QT-Zeit zu kardialen Ereignissen.
Asymptomatische Trager besitzen eine Pradispositi@th Einnahme bestimmter Medikamente
Arrhythmien zu entwickeln [44].

Bei der Produktion der kaliumreichen Endolymphelimenohr spielen KCNQ1/minK-Kanéle eine
wichtige Rolle. Mutationen ilKCNQZ2- oderKCNELGenkdnnen durch einen Defekt in der Synthese
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der Endolymphe zu angeborener Taubheit fihren [3&hei handelt es sich um eine syndromale mit
einem Long-QT-Syndrom vergesellschaftete Form @eibheit [35].

Auch aulRerhalb von Herz und Innenohr spielt KCN@ik avichtige physiologische Rolle. In Kolon
und Intestinum bildet es zusammen mit KCNE3 eind&M-aktivierten Kaliumkanal, der den
transepithelialen Transport reguliert. Im Magemwetet man eine Rolle von KCNQ1 und KCNEZ2 bei

der Sauresekretion [45].

2.3.2.2 KCNQ2 KCNQ3und assoziierte Mutationen

1989 wurde das putative Gen, dessen Mutationergberfamiliare Neugeborenenkrampfe (BFNC)
verursachen, uber Kopplungsstudien Chromosom 2Cardget. Auf diesem Lokus (20913.3)
befindet sich das GelKCNQ2 (EBNY), das fiir ein Protein aus bis zu 844 Aminosaumestiekt [46,
47]. Die erste Mutation irKCNQ2-Gen wurde bei einer australischen Familie mit besngfamiliaren
Neugeborenenkrdmpfen beschrieben [47]. Da nichllen BFNC-Familien Mutationen il{CNQZ2
Gen vorkamen, wurde tber Kopplungsstudien ein weit&enlokus fur BFNC detektiert [29]. Auf
diesem Genlokus auf Chromosom 8024 befindet $EMINQ3 (EBN2, ein Paralog zZlKCNQ2
Mutationen iImMKCNQ3Gen, die zu benignen Neugeborenenkrampfen fulk@mmen viel seltener
vor als Mutationen it CNQ2[47, 48].

KCNQ2 kann mit KCNQ3 Heterotetramere bilden [48], jedoch nicht mit KCNQ1, KCNQ4 oder
KCNQ5 assoziiert [50]. Selten wird prasynaptisck&NQ2 auch ohne Assoziation mit KCNQ3
exprimiert [4]. KCNQ3 kann sowohl mit KCNQ2 als &umit KCNQ4 und KCNQ5 assoziiert sein
[48, 50]. Beide Kanale bilden den sogenannten M#Btr eine langsam aktivierende und
deaktivierende Kaliumleitfahigkeit. Der M-Strom rteigrt die Frequenz der Aktionspotentiale durch
anhaltende Membrandepolarisation und stabilisiert das Membranpotential. Dadurch kdnnen
Uberschiel3ende neuronale Erregbarkeit und Anfabemieden werden [22]. Die gemessene
Stromstéarke von KCNQ2 ist etwa zehn Mal so starimvKCNQ2 mit KCNQ3 coexprimiert wird
[27]. Schon eine relativ geringe Anderung im M-8trast ausreichend, um epileptische Anfalle
hervorzurufen [27]. Mutationen in d&¢CNQ-Genen sind in zwei Regionen angehdauft, erstedeiin
P-Doméne zwischen den Segementen S5 und S6 delpkienand zweitens in der Region des langen
C-Terminus [27]. Sowohl KCNQZ2 als auch KCNQ3 werden in fast allen Regionen des
Zentralnervensystems exprimiert, in besonderem M@@ech im Kleinhirn, im Neokortex, im
Hippocampus sowie im Gyrus dentatus [30].

Den benignen familiaren Neugeborenenkrampfen lidgeationen inKCNQ2 (20913.3) [47, 51]
und selteneiKCNQ3 (8g24) zugrunde [52]. Bis jetzt wurden mehr alsMo0tationen beschrieben,
darunter Missensemutationen in den Transmembrandemé&erkirzende MutationeftNgnsense-,
Insertions-, Deletions- oder Splicemutationen) oglerfie Deletionen. Die meisten Mutationen sind

dabei familienspezifisch [22Wenige Mutationen haben einen dominant-negativifekEauf die
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Kanalfunktion und reduzierten diese um mehr al¥®0Eine davon (R207WKCNQ?2 betreffend,
fuhrt zu BFNC und Myokymie, eine spontane, repsitinicht bewul3t unterdrickbare Kontraktion
von Muskelgruppen [22]. Myokymie ist das Ergebriisee Ubererregbarkeit des 2. Motoneurons im
Vorderhorn des Riuckenmarks, wo die Expression sbwahKCNQ2als auclKCNQ3nachgewiesen
werden konnte. Es wird postuliert, dass es duretKd@iNQ2Mutation zu einem unterschiedlichen
Erregungsmuster in den Motoneuronen im Vergleich Zentralnervensystem kommt, was durch den
verlangsamten Spannungsaufbau zum Symptom der Myiekijihrt [50].

Eine Theorie warum die epileptischen Anfélle benigeen familidren Neugeborenenkrampfen
insbesondere neonatal auftreten ist, dass das rG@hidiesem Lebensabschnitt vulnerabler fir
Krampfanfalle ist, als im spéateren Leben [27]. Eiamdere Erklarung konnte die veranderte
Expression von Kaliumkanélen wéahrend der Zeit dienndifung sein. Dabei kénnte sich es um eine
erhohte Expression dekCNQ-Gene oder um eine reduzierte Expression anderdiurflaandle
wahrend der Neonatalperiode handeln [30]. Die Béheuny der BFNC ist mit Retigabin als Aktivator
des M-Stroms mdglich, jedoch sind die benignen fiamein Neugeborenenkrampfe auch ohne
Therapie meistens benign und selbstlimitierend B2, 54]. DaKCNQ2 und KCNQ3 speziell in
Neuronen exprimiert werden, sind NebenwirkungenRletigabin am Herzen, wo vor alleCNQ1
exprimiert wird, kaum zu erwarten [27]. Derzeit evidiskutiert, ob diese Art der Epilepsie tatsadhlic
immer ,benign“ ist, da Falle mit atypischem Verldagschrieben wurden. Die Patienten zeigten eine
erhohte Frequenz an Anféllen und waren haufig rish vierten Lebensmonat nicht anfallsfrei. Es
wurden zudem Falle einer medikamentenresisteneledSe oder epileptischer Enzephalopathie mit
Beginn kurz nach der Geburt beschrieben, die eahe/ere psychomotorische Retardierung nach sich

zogen [22].

2.3.2.3 KCNQ4und assoziierte Mutationen

KCNQ4wurde Uber seine Homologie KICNQ3kloniert, befindet sich auf dem Genlokus BRFNA2
auf Chromosom 1p34 und kodiert fUr ein Protein lsisszu 695 Aminosauren [35]. KCNQ4, das wie
KCNQ2 und KCNQ3 Charakteristika des M-Stroms au$iyebildet homomere Kanale, die bei
Depolarisation langsam aktivieren [8, 35]. KCNQ4kausammen mit KCNQ3 Heteromere bilden,
Verbindungen von KCNQ4 mit KCNQ1, KCNQ2 oder KCN®&nnten jedoch nicht nachgewiesen
werden [48]. In der Cochlea wiKICNQ4in den auf3eren Haarzellen exprimiert. Auch in H&hirn
und in der quergestreiften Muskulatur zeigt sicheeschwache Expression vdACNQ4 Bei
Mutationen imKCNQ4Gen kommt es zu einer nicht-syndromalen Form deubheit mit stark
dominant-negativem Effekt auf das nicht mutiertéelAlin der zweiten bis dritten Lebensdekade
kommt es zuerst zum Horverlust in den hohen Frezprender dann rapide fortschreitet [32]. Uber
den tatséchlichen Wirkungsmechanismus von KCNQ4dam &AufReren Haarzellen wird noch

spekuliert, jedoch deutet der langsame Horverlasauf hin, dass KCNQ4-Stréme nicht fur den
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Horvorgang per se wichtig sind. Vielmehr liegt defrverlust ein langsamer degenerativer Prozess
zugrunde, der durch eine Uberladung der aullererzélen mit Kalium zustande kommt. Larm, der
zu einem schnellen Kaliumeinstrom fuhrt, kann dalesi Pathomechanismus verstarken [8].
Mutationen inKCNQ1 und KCNQ4 fihren zu Hérverlust, unterscheiden sich jedocWeénlauf und
Auspragung. So ist die Form der Taubheit KENQ1-Mutation syndromatisch, rezessiv, kongenital
und beeinflusst die Sekretion von Kalium in die &gcthphe, wohingegen Mutationen beCNQ4

eine dominante, langsam progrediente, nicht-syndtische Schwerhorigkeit hervorrufen [35].

2.3.2.4 KCNQ5

KCNQS5ist das zuletzt erforschte Gen der Subfami@NQ5 befindet sich auf Chromosom 6q14. Es
besteht aus 14 Exons und kodiert fir ein Protein8a7 Aminosauren [55], wobei wie bei anderen
KCNQ-Genen auch verkurzte SpleiRvarianten bekannt 6§l KCNQS5 wird hauptséchlich im
Gehirn und in der quergestreiften Muskulatur [55], &ber auch in weiteren Geweben wie der glatten
Muskulatur und dem Testis exprimiert [5].

Bis heute konnten keine Erkrankungen nachgewiesmdem, die mit Mutationen irKCNQ5Gen
vergesellschaftet sind [55, 56]. Bei Familien ménlgnen familiaren Neugeborenenkrampfen oder
frihen infantilen Krampfen wurden Mutationsanalysdurchgefihrt. In diesen Familien konnten
keine Mutationen ikKCNQ2oderKCNQ3nachgewiesen werden. Auch KENQ5Gen wurden keine
Mutationen gefunden, so dass eine Rolle K&NQ5bei benignen familiaren Neugeborenenkrampfen

unwahrscheinlich erscheint [55].

2.4  SpleiRvarianten

Fur alle oben beschriebenKICNQ-Gene sind SpleiRvarianten bekannt. Alternativegei®en ist ein

im gesamten Genom bekanntes Phanomen [57]. Dabeiekdaus der selben DNA und pra-mRNA
durch regulatorische Elemente unterschiedliche m&N#zeugt und dadurch unterschiedliche
Proteinisoformen gebildet werden [58].

Im Durchschnitt besteht ein menschliches Gen aus BExons, die wiederum durchschnittlich aus
145 Basen zusammengesetzt sind. Die jeweiligeoratsind etwa zehn Mal so grof3, kénnen diese
GroRRe jedoch um ein vielfaches Uberschreiten [BIAn geht davon aus, dass das Genom aus etwa
20.000 bis 25.000 Genen besteht. Aufgrund desnaligen Spleil3ens ist die GrolRe des Proteoms
jedoch viel gréfZer [59].

Es werden verschiedene Mdglichkeiten des altersatSpleil3ens unterschieden wie beispielsweise
das Uberspringen eines Exons, das Beibehalten dmgsns, den Austausch zweier Exons
gegeneinander oder die Verkirzung oder Verlangerwog Exons durch das Benutzen

unterschiedlicher 5' oder 8plice sites[58]. Alternatives Spleil3en betrifft mehr als digilfte aller
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menschlichen Gene. Die aus den unterschiedlichemMAsRtranslatierten Proteine haben eine
unterschiedliche, teilweise sogar entgegengesEtat&tion [57]. Beim alternativen SpleiRen kann es
zur Insertion oder Deletion einzelner Aminosauremm Verschieben des Leserahmens oder zum
vorzeitigen Einbau eines Stopcodons kommen. Alter@s: Spleil3en kann auch die Genexpression
betreffen, indem regulatorische Elemente entfeddr ceingefiigt werden, die die Translation, die
Stabilitat der mRNA oder deren Lokalisation begaff57]. In vielen Fallen unterscheiden sich die
alternativen Isoformen in kleinen Anderungen fuokéller Elemente oder Domanen. So kann etwa
ein Protein in I6slicher oder membrangebundenemFgorkommen. Dabei hat letztere Isoform
zusatzliche Exons, die fiur die Transmembranregices dProteins kodieren, wobei es in
unterschiedlichen Situationen zu unterschiedlicarksetr Auspragung einzelner Spleivarianten
kommen kann [60, 61]. Jedoch hat nicht jede Isofde® Genprodukts einen funktionalen Effekt auf
den Organismus, woraus sich der Begriff des funidien SpleiRens entwickelte. Bei einer nicht
funktionellen SpleiRvariante kann etwa ein vorgeii Stoppcodon zur Degradation der mRNA
fuhren. Auch wenn mehr als die Halfte der menshklicGene von alternativem Splei3en betroffen
ist, bleibt unklar, wieviele dieser Splei3produtaeséchlich funktionell sind [60, 61].

In den letzten Jahren konnten verschiedene Sturléyen, dass alternatives Spleil3en bei vielen
Organismen vorkommt und dadurch eine Vielzahl dgstar biologischer Prozesse reguliert [60, 61].
Studien zum genauen Ausmafd der Konservierung diakernativen Spleildvarianten zwischen
verschiedenen Spezies lieferten widersprichlictgelidrisse. Man nimmt an, dass insgesamt etwa
zwei Drittel konserviert sind, wobei bedeutenderik@n in bis zu 98 % erhalten sind [60]. Zwischen
Vertebraten und wirbellosen Tieren bestehen ertlebliUnterschiede im alternativen Spleif3en, so
dass man davon ausgeht, dass sich bei den Wirkeltiweitere, komplexe Mdglichkeiten des
alternativen SpleiRens im Laufe der Evolution eokelt haben [62].

Im menschlichen Herz konnte eine verkirzte KCNQfdsm nachgewiesen werden, die
physiologisch exprimiert wird, jedoch den Kaliunesir supprimiert und einem dominant-negativen
Effekt aufweist [45]. Es existieren verschiedenéeBwarianten des menschlichen KCNQ2, die sich
vor allem im C-Terminus unterscheiden. In einerdi&uwurden eine lange und eine verkirzte
SpleiRvariante miteinander verglichen. Uber Nork@iot-Analysen konnte hierbei gezeigt werden,
dass die lange Variante vor allem in differenziefdeuronen exprimiert wird, wahrend die verkirzte
Variante vor allem im fetalen Gehirn, in undiffererten Neuroblastomzellen und in Hirntumoren
vorkommt und (berdies keine Kaliumstrome ermdglidd6]. Auch fir KCNQ3 wurden
SpleiBvarianten beschrieben [35]. BECNQ4 ist eine SpleilRvariante bekannt, bei der das Exon
herausgespleifdt ist [35]. Von KCNQ5 konnten im nohilishen Gewebe bisher zwei verschiedene
Isoformen nachgewiesen werden. Die im Gehirn expria Isoform aktiviert schneller, deaktiviert
jedoch langsamer als die Variante, die im Skeletitalivorkommt. Am Mausmodel konnten drei
verschiedene Spleil3varianten ohne pathologischeseldéb nachgewiesen werden. Jedoch wurden in
den glatten Muskelzellen immer verkirzte Isoformengefunden, 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 vBICNQ-Genen und die funktionelle Bedeutung ihrer Splailanten zu
untersuchen, eignen sich insbesondere Tiermodé#leetwa der Zebrafisch, der im lateinischen als
Danio rerio bezeichnet wird.

Beim Zebrafisch handelt es sich um einen Vertehrader sich gut als Modelltier fir menschliche
Erkrankungen eignet. Seit den 1930er Jahren diealseTiermodell, da die Embryonen und Larven
eine gute Ubersichtlichkeit aufweisen und sich aghf manipulieren lassen [63)anio rerio ist ein
Modelltier, das sich, anders als die meisten Wik, einfach zlchten lasst, Eigenschaften, die
ansonsten nur wirbellose Modelltiere zeigten. DimbByonen und Larven bieten eine gute
Ubersichtlichkeit Gber die Entwicklung. Der Zebsafi kann einfach befruchtet werden-yitro-
Fertilisation) und weist eine hohe Fekunditat &ih Weibchen kann alle finf bis sieben Tage bis zu
300 Eier produzieren. Der Zebrafisch entwickelhschnell mit einer Generationenzeit von etwa drei
Monaten und kann aufgrund seiner GroRe auf kleifitaam bei geringen verbundenen Kosten
gehalten werden [63-65]. Des Weiteren ist das Zedotagenom weitgehend sequenziert. Dabei setzt
sich die Sammlung der DNA aus 1,481,241,295 bpliy%23 Fragmente unterteilt zusammen. Der
durchschnittliche Deckungsgrad betragt 6.5-7, dathjedes Fragment ist im Durchschnitt 6,5 bis 7
Mal jeweils Uber verschiedene Individuen sequehziarden. Die letzte Aktualisierung auf dem
Browser von UCSC wurde fur Dezember 2008 vermehktp{//genome.ucsc.edu) (Stand Februar
2010). Der Zebrafisch weist eine gute Balance ZvaacEinfachheit und Komplexitat verschiedener
Organsysteme auf, etwa beim Nervensystem [63, BS]ist einfacher strukturiert als etwa beim
Nagetier, jedoch weist es im allgemeinen eine mepréative Anatomie zum Nervensystem des
Menschen auf [63].

Bei den so genannteforward-geneticswird ein, durch Mutationen hervorgerufener, Phapoty
beobachtet und im Anschluss erfolgt die Genotypisig@ [63]. Im Zebrafisch kénnen mit dem
Mutagen Ethylnitrosurea (ENU) besser Punktmutatiorervorgerufen werden als in anderen
Vertebraten. Auch durch retrovirale Methoden konnggfolgreich Mutationen erzielt werden [63].
Eine Methode die unter anderem das Mutagen ENU emuet sind die so genannteforyard-
genetic-screeriswobei die Transparenz der Embryonen und Larves Zebrafisches diese Methode
vereinfacht [63]. Die Genotypisierungen konnen irolpm MalRstab ohne grof3en technischen
Aufwand durchgefihrt werden, da das Zebrafischgenagitgehend sequenziert und somit die
Klonierung schneller durchfihrbar ist [63, 66]. Dhr,large-scale forward-genetic screérnsgnnten
daher einige Mutationen in Genen gefunden werdés, i orthologen Genen beim Menschen

Krankheiten verursachen. Dabei zeigen sich eindeythénotypische Korrelate [66].
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Durch Manipulationen am Embryo sind weitere Untehsungen auf molekularer und zellularer Ebene
leicht durchfiihrbar. In der Entwicklungsbiologie rdlen héufig Zeitrafferaufnahmen gemacht, die
beim Zebrafisch ohne grof3en Aufwand durchfihrbad gi63]. Das Tiermodell Zebrafisch hat
weiterhin den Vorteil, dass die meisten Untersuglemnam ganzen Organismus vorgenommen
werden konnen. Manchmal zeigen Mutanten deanio rerio phanotypische Parallelen zu
menschlichen Erkrankungen, was die Untersuchungkarimter molekularer Ursachen ermdglicht.
Auch fur erworbene Krankheiten eignet sich der débch aufgrund der einfachen Manipulierbarkeit
hervorragend als Modelltier [63]. Saugetiere konn@t in groRer Zahl untersucht werden, so dass
oftmals zuerst Zellkulturen untersucht werden. Megistieren jedoch Unterschiede zwischen
einzelnen Zellen und ganzen Organismen (TabelleTahelle 3) [64]. Auch hier bietet sich
Danio rerio als geeignetes Tiermodell an.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Tiermodell éédisch verwendet, um die Expressionsmuster
und die funktionelle Vielfalt vorKCNQ-Genen im Detail zu untersuchen. Als Studienobyektde
dabei nicht das adulte Tier verwendet, sondern &isoh-Embryonen in unterschiedlichen

Entwicklungsstadien.
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2.5.2 Gegenuberstellung verschiedener Tiermodelle

Fliege
Praktikabilitat
Haltungskosten
Jahreskosten pro Tier
anatomische Ahnlichkeit -
molekulare/genetische Ahnlichkeit +
pathologische Ahnlichkeiten -
Aufbewahrung z.B. Spermaproben -
molekularbiologische Mdéglichkeiten
transgene Tiere ++
gezielte Genmodifikationen +
transientan vivo Assays ++
TILLING +++
Durchfuihrbarkeit umfangreicher genetischer Screens++++
Bezahlbarkeit umfangreicher genetischer Screens ++++
fortschreiten der Sequenzierung +++
fortschreiten des Wissens ++

zellbiologisches Werkzeug
Zelllinien und Gewebekulturen ++

vorhandene Antikorper ++

Modellorganismus

Zebrafisch

++

++

++

++++

++++

+++

+++

++

++

+

+

Maus

++

+++

+++

++

++++

++

++

+++

++++

++++

++++

Ratte

++
+++

+++

++

++

++

+

++

Tabelle 2: Gegenuberstellung verschiedener Tierffeo@each [63]). -: nicht relevant oder schwach,
+-++++: relative Starke;: gering, : 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, enthaé_nthélt z.T. G_end_uplikationen durch
alle Gene der Vertebraten die Genomduplikation
Wassertier, enthalt einen
Anatomie Vertebrat stromgunstigen Korper und
unterschiedliche Lokomotorik
Nahrungsspektrum Poikilothermisch, optimales

und Metabolismus

Allesfresser Wachstum bei 28,5°C

determinierte  Grolie, saltatorisches'starke Tendenz zur Regeneration

Wachstum Verschiedener Gewebe wie Herz,

Wachstum .

Flosse und Retina

juvenile und adulte Wachstumsphase

zum ZeltpL_mkt der ReprO(.jUkt'\."tat’S-S Jahre, Generationen von 3
Lebenserwartung altersspezifische phys|olog|sch(|3\/lonanten

Veranderungen wie etwa kognitive

Funktionen

Stadien und Prozesse der Zellteilun@ehr schnell, nicht- plazentar, ex-vivo,
Embryologie Strukturierung, Gastrulation,Einfluss ~ maternaler  Transkripte,

Somitogenese, Organogenese Schlipfen

axiale Muskulatur und Muskulatur des

Bewegungsapparates, topographisch getrennte, schnell- und
Muskulatur quergestreifte, glatte undangsam zuckende Muskeln, Flossen-

Herzmuskulatur vorhanden, schnellantrieb, Bewegungsapparat schwach

und langsame guergestreiftausgepragt

Muskulatur

representative Anatomie mit

Vorderhirn, Mittelhirn, Kleinhirn,

Dienzephalon, Telenzephalondas Telenzephalon besitzt nur einen

Nervensystem und
Verhalten

Zerebellum, peripheres Nervensystemudimentaren Kortex

mit motorischer und sensorischefischspezifische sensorische Organe
Komponente, enterisches unevie das Seitenlinienorgan

autonomes Nervensystem; das Verhalten und die kognitiven
spezialisierte sensorische Organe wiaunktionen sind im Vergleich zum
Augen, Geruchsorgan und Ohren; Menschen stark vereinfacht

integrierte  neuronale  Funktionen,

Gedéachtnis, Konditionierung und

soziales Verhalten

, . Atrium und Ventrikel vorhanden,Fehlen eines separaten
Kardiovaskuléres . o . .
S Blutzirkulation in Arterien und Venen,Lungenkreislaufs parallel zum
ystem ” - S
separates Lymphsystem Kdrperkreislauf; keine Lymphknoten
keine geschlechtsspezifischen
. . ... Chromosomen,
Keimzellentwicklung, zellulare

Reproduktion

Geschlechtsbestimmung ungewiss,
'Fertilisation erfolgt ex vivo, Oozyten

sind von Chorion umgeben, nicht von
einer Zona pellucida, keine Saugetiere

Anatomie  von  Keimzellorganen
Testikeln und Ovarien

Genomstabilitat

Mutationen durch die sogenanntehohe Inzidenz an spontanen Tumoren
“forward-genetic screehs oder Tumoranfalligkeit

Tabelle 3: Gegeniberstellung vom Modelltier Zelscfizum Menschen (der Bereiche, dieK@NQ
entscheidend sind) (nach [63]).
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2.5.4 Entwicklungsstadien des Zebrafischembryos

Es werden sieben Stadien der Embryogenese untedechidie Zygote, die Furchung, die Blastula,
die Gastrula, die Segmentation, die PharynguladasdSchliupfen (Tabelle 4) [67].

Zeitpunkt Stunden Beschreibung
Zygote 0 das frisch befruchtete Ei beendet dereiZelizyklus
Furchun 3, zweiter bis siebter Zellzyklus, diese verlaufen reth und
9 4 synchron

schnelle metasynchrone Zellzyklen acht und neustgldiel3ende

1
Blastula 2 Vi langer andauernde asynchrone Zyklen, Beginn ddrdiiei

Morphogenetische Involutionsbewegungen, Konvergemx
Gastrula 5% Extension von Epiblast, Hypoblast und der embryemahchse
bis zum Ende der Epibolie

Entstehung von Somiten; primordialer Schlundbogend u
Segmentation 10 Neuromere entwickeln sich, primare Organogeneséhefr
Bewegungen, der Schwanz entsteht

Stadium des phylotypischen Embryos, Korperachsel ilver
Pharyngula 24 den Dottersack gestreckt, Zirkulation, = Pigmentation
Flossenentwicklung

Abschluss der schnellen Morphogenese der priméaren
Schlipfen 48 Organsysteme, Knorpelentwicklung am Kopf und an der
pectoralen Flosse, Schlipfen geschieht asynchron

Die Schwimmblase entfaltet sich, Beginn der Futiehge und
aktives Vermeidungsverhalten

Tabelle 4: Stadien der frihen Entwicklung des Zidrhembryos (nach [67]).

frihe Larve 72

Die Einteilung in das jeweilige Stadium erfolgt é&ghenden Embryo mittels Mikroskop. Ab der Phase
der Segmentation entstehen Somiten, die Zellerréffizieren sich morphologisch und es kommt zu
den ersten Korperbewegungen. Bei den Somiten haesiedich um mesodermale Komponenten der
frihen Rumpf- oder Schwanzsegmente oder MetameeseDormen die Myotome, Sklerotome und
eventuell die Dermatome, wobei nicht nachgewiesénab diese beim Zebrafisch existieren. Die
Einteilung in Somiten ist genauer als die AngabeSmnden bei der Entwicklung, da einzelne
Embryonen unterschiedlich schnell die einzelners@halurchlaufen [67].

Ab der Phase der Pharyngula (24-48 Stunden) istEseibryo so weit entwickelt, dass man die
Morphologie mit der anderer Vertebratenembryonerrgleechen kann. Pigmentzellen und
verschiedene Strukturen des ZNS differenzieren $dels kardiovaskulare System bildet sich aus, im
Herz entstehen Kammern und es beginnt zu schi&@pntieRlich kommt es zu einer Entwicklung des
Verhaltens. Es entstehen eine taktile Sensitivitdt Schwimmbewegungen.

Das Schlupfen (48-72 Stunden) ist nicht als Stadidailung zu verwenden, da individuell sehr grol3e
Unterschiede bestehen. Bei Standardtemperatur digsniber den gesamten dritten Tag oder spéater
verteilt sein. Dabei sind die Individuen, die sclymschliipft sind nicht weiter entwickelt, als diée

noch im Chorion verbleiben. Bis zum Ende des driffages spricht man von Embryonen und spater
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von Larven, unabhangig davon, ob sie bereits gaptthdind oder noch nicht. Ab dem dritten Tag hat
die geschlupfte Larve fast ihre gesamte Morphogebesndet und wachst weiterhin schnell [67].

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchudgr KCNQHomologen und ihrer
SpleiRvarianten ausschliesslich Entwicklungsstadam18 Somiten (ab 10 Stunden) und 96 Stunden
verwendet, da diese Stadien bisher am haufigstesleinForschung Verwendung fanden und der
Zebrafischembryo in frihen Entwicklungsstadien gréRAhnlichkeiten zum menschlichen Embryo
hat. FUr spatertn-situ-Hybridisierungereignen sich die frihen Entwicklungsstadien selty da der
Embryo noch durchsichtig ist und somit als Ganzes it Proteinase-K angedaut und anschlie3end
angefarbt werden kann, was beim adulten Tier niotghr mdglich ist. Fir dieln-situ-
Hybridisierungeneignen sich besonders Zebrafischembryonen zwis2hemnd 48 Stunden, was in

friheren Studien gezeigt werden konnte [68].

2.6  Fragestellung

Evolutiondr gesehen haben viele Gene, die bei Wieben vorkommen schon bei wirbellosen Tieren
existiert. DieKCNQ-Genfamilie, die auch bei wirbellosen Tieren [68] Drthologe zur humanen
KCNQ-Familie aufweist sollte beim Zebrafisch reprasemtsein. Nachdem in verschiedenen Spezies
unterschiedlich viele Gene dkCNQ-Genfamilie definieren, stellte sich die Frage, wiele Gene
beim Zebrafisch fukcngvorhanden sind und ob jedes hum#&@NQ-Gen mindestens ein Ortholog
beim Zebrafisch hat. Bei den human€@NQ-Genen wurden verschiedene Spleildvarianten gefunden
Auch beim Zebrafisch sollte deshalb nach mdglicBeteil3varianten gesucht werden und diese mit
den humanen Orthologen verglichen werden. Zusamamsahd sollte somit in der vorgelegten Arbeit
geklart werden, in wie weit die Gene zwischen dpazis Mensch und Zebrafisch konserviert sind
und ob der Zebrafisch als geeignetes Modelltier flie Erforschung der pathogenetischen

Zusammenhange bei menschlichen Erkrankungen ire kagmt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Agar Nahrboden/ LB-Medium

Agar Fluka

Ampicillin (D[-]- -Aminobenzylpenicillin) Sigma

Aqua bidest. H. Kernd|

Dimethylforamid Sigma

IPTG Isopropylthio--D-galactoside Carl Roth

NaCl Merck

Trypton Fluka

Xgal: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-D-galactoside Carl Roth

Yeast extract Fluka
DNA-Extraktion

Nucleo Spin ® Extract Il Clontech
Elektrophorese

Agarose Sigma

Aqua bidest. H. Kernd|

Ethidiumbromid (10 mg/ml) Sigma

fast ruler™ DNA-ladder middle range Fermentas

gene ruler™ (0,5 pg/ul),50 bp DNA-ladder Fermentas

gene ruler™ (1 pg/ul) 1 kb DNA-ladder Fermentas

Loading dye Fermentas

TAE-Puffer Invitrogen
Klonierung

dATP Fermentas

MgCl, 50 mM Invitrogen

Rekombinante Tag-DNA-Polymerase 5 U/ul Invitrogen

Tag-Puffer 10x PCR Rxn Puffer (-Mggl Invitrogen

Ligation:

Salt solution 1,2 M NacCl, 0,06 M Mgg£l Invitrogen

TOPO llI-Vector pCR®II-TOPO®-Vektor Invitrogen

TOPO TA cloning ® Kit Dual Promotor Invitrogen

Transformation:

QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen

TOP10F kompetente Zellen Invitrogen
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Reamplifikation

H,O HPLC Fluka

Titaniumpuffer Takara

Titaniumtaq Takara
Restriktionsenzyme und Puffer

Enzym 10 U/ul, Puffer mit BSA 10x

EcoRl  Unique Fermentas
RNA-Gewinnung aus Zebrafischembryonen

Chloroform Fluka

Ethanol Merck

Isopropanol Merck

Trizol Invitrogen
RT-PCR

dATP 100 mM Fermentas

dCTP 100 mM Fermentas

dGTP 100 mM Fermentas

dTTP 100 mM Fermentas

RNAsin Promega

Titan One Tube RT-PCR System Roche
3.1.2 Geréate
Elektrophorese

Electrophoresis Power supply EPS200 Pharmacia @icd
Fluoreszenz

UV-Transilluminator 302 nm Bachofer
Kamera

Kaiser RT1 Herolab

Kamera Avt Horn Sony
OD-Messung

GeneQuant RNA/DNA Calculator Pharmacia
PCR

PCR: MJ Research PTC-200 Bio Rad

RT-PCR: Applied Biosystems GeneAmp PCR-System 2408pplied Biosystems
Waagen

Mettler AC 100 Mettler Toledo

Mettler P 1210 Mettler Toledo
Zentrifugen

Biofuge fresco Haereus

Picol7 Centrifuge Haereus
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Sonstiges

Agarplatten Greiner
Autoklav Schiitt
Eisschrank Scotsman
Eppendorfgefalie Eppendorf
Gefrierschrank -20 °C Liebherr
Gefrierschrank -80 °C Siemens
Inkubator (fir Agarplatten) Uniquip-Laborgerate
PCR-GefalRe Sarstedt
Pipetten 2-1000 pl Eppendorf
Pipettenspitzen 2-1000 pl Eppendorf
Schuttelinkubator Unitron- Infors
Thermomixer compact Eppendorf
10mm Ultramikrovolumenzelle Hellma
Vortex Heidolph
Wasserbad Koéttermann

3.1.3 Oligonukleotid-Primer fur die PCR

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

Die verwendeten Primer sind im Anhang aufgefihrt.

3.1.4 LOsungen

Die Herstellung der Losungen ist im Teil Methoderen 3.2.7 beschrieben.

3.2 Methoden

Die Zebrafischembryonen (Wildtyp) im Alter von k@a 96 Stunden wurden zur Verfligung gestellt
von der Arbeitsgruppe Dr. Laure Bally-Cuif aus de@SF (Forschungszentrum fir Umwelt und

Gesundheit). Sie wurden in TRIzol oder Methanoagett.

3.2.1 RNA-Gewinnung

3.2.1.1 RNA-Isolation aus Zebrafischembryonen in TRIzol

Die Eppendorfbehélter mit Zebrafischembryonen (8nifen bis 4 Tage) in TRIzol wurden auf

Raumtemperatur aufgewarmt. Pro Milliliter TRIzol relen 200 | Chloroform hinzugefiigt. Danach
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wurde alles gut gemischt und 2-3 Minuten bei Raumptratur inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation bei 10.000 U/min fur 15 min und 4.°Qabei wurde eine Phasentrennung von RNA,
DNA und Proteinen erreicht. Die obere wassrige Plesmshielt die RNA und wurde vorsichtig mit der
Pipette entnommen und in ein neues Eppendorfgefiitiprt. Je Eppendorfgefall wurden 500
Isopropanol hinzugegeben, wieder geschuttelt usd@emisch bei Raumtemperatur fir 10 Minuten
inkubiert. Mit 13.000 U/min wurde erneut bei 4 °Qr f15 Minuten zentrifugiert. Hiernach war die
RNA am Boden des EppendorfgefaRRes als kleinestRatletbar. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet mit 1 ml Ethanol (75 %) gewaschen undchiieRend mit 13.000 U/min bei 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, dagdhdorfrohrchen anschlieRend kurz zentrifugiert
und der Rest des Ethanols vorsichtig abpipetiizat Pellet wurde kurz fir 2-3 min. angetrocknet, um
das restliche Ethanol verdampfen zu lassen. Allerie erfolgten mit RNAse-freien Materialien.
Danach wurden, je nach GroRRe des Pellets, 10-2@asser hinzugefugt und kurz gevortext, um das

Pellet zu l6sen. Die gewonnene RNA wurde bei -8@éfagert.

3.2.1.2 Konzentrationsbestimmung der gewonnenen RNA undif@tskontrolle

Uber die Messung der optischen Dichte (OD) kannkbezentration der RNA bestimmt werden.
Hierzu wurde der GeneQuant RNA/DNA Calculator vamdet. Die Referenzprobenmessung erfolgte
mit reinem HO bei einer Wellenldnge von 260 nm, die dem Absongmaximum von Nukleinsauren
entspricht. Im Folgenden wurde zur Messung jewgilgl RNA mit 99 ul HO in einer 10 mm
Ultramikrovolumenzelle verdinnt. Je nach Konzergratwurden fir die RT-PCR 0,5-2 RNA
verwendet.

Zur Uberpriifung der Qualitat der RNA wurde IIRNA mit 9 | H,O und 3 | loading dye verdiinnt
und auf ein 1%-Agarosegel aufgetragen. Zur Kordrelurden 51 H,O, 3 | loading dye und 5I
gene Ruler 1 kb DNA ladder verwendet. Die Elektargise lief bei 190 mA etwa 90 Minuten. Unter
UV-Licht erfolgte die Qualitatskontrolle, wobei drébosomale 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 Yervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen
entwickelt. Die Zielsequenz muss dabei von andé&ekannten Sequenzen flankiert sein [71]. Zur
Durchfiihrung der PCR werden neben der Ziel-DNA netchPrimerpaar, dass mit den bekannten,
angrenzenden Sequenzen hybridisiert, alle vier Xésmukleotidtriphosphate (dATP,dTTP, dCTP
und dGTP zusammengefasst als dNTP) und die hitaEst®NA-Polymerase bendtigt. Diese
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Polymerase stammt aus dem thermophilen Baktefinermus aquaticusnd bleibt bei Temperaturen
von 90-95 °C stabil.

Jeder PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten. Zwstgatfolgt die Strangtrennung bei 95 °C. Es folgt
die Annealingphase (Hybridisierung der Primer) & °C in der sich die Primer an die
komplementaren DNA-Sequenzen anlagern. Durch defRegr UberschuR and Primern, kommt es
beim Abkihlen nicht mehr zur Doppelstrangbindunge @lgende DNA-Synthese erfolgt bei 72 °C.
Die Tag-DNA-Polymerase verlangert die Primer améeiStrangen in 5’ 3’ Richtung. Die in jedem
Zyklus neu entstandene DNA dient als Matrize fin deuen Zyklus, wodurch die Zielsequenz

exponentiell amplifizert wird [72, 73].

Es gibt bestimmte Kriterien, nach denen Primer erfem werden. So sollten die Primer zwischen 18
und 30 Basenpaare betragen, um die Hybridisierupgmal zu gewahrleisten. Die optimale
Schmelztemperatur liegt zwischen 55 und 60°C, karer stark nach unten oder oben hin abweichen.
Zwischen den jeweils verwendeten Primerpaaren g Differenz in der berechneten
Schmelztemperatur nicht mehr als 2 bis 3°C betrdgéh Um in der vorliegenden Arbeit &hnliche
Primerpaare zu erhalten wurden die jeweiligen Primech folgenden Kriterien entworfen: Jeder
Primer sollte zwischen 20 und 28 Basenpaare laig e Schmelztemperatur (Y der Primer

wurde wie folgt berechnet:

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

Die Primer wurden so entworfen, dass dig Zvischen 74°C und 78°C lag und entsprechende
Primerpaare einer Sequenz dabei moglichst &hnlitemperaturen aufwiesen. Der Anteil der
Basenpaare Guanin und Cytosin sollte mindester%,4maximal 80 % betragen. Die Endung der
Primer wurde mit Adenin oder Thymin festgelegt. Biedung der jeweiligen Primer d.h. die letzten
2-3 Aminosauren sollten nicht kompatibel sein, dacmsten die Gefahr besteht, dass die beiden
Primer aneinander binden. Die Primer durften, weriiglich, keine Palindromsequenzen (wie z.B.

cceccgggg oder cgegegeg) enthalten. Das 3'-Ende teirssner eine sichere Sequenz sein.

3.2.2.1 Reverse-Transkriptase PolymerasekettenreaktionRER)

Bei der RT-PCR wird mRNA als Ausgangsmaterial verdet und mit Hilfe der reversen

Trankriptase in cDNA umgewandelt. Die cDNA dientamem weiteren Schritt als Matrize fur die
Amplifizierung der Zielsequenz [73].

Es wurde das Titan One Tube RT-PCR System verwebgdtei werden die reverse Transkription
und die Polymerasekettenreaktion in einem Ansatzdbedeistet. Die Schritte werden durch einen

Enzymmix gewahrleistet, in dem neben der AMV regefganskriptase auch défigh Fidelity
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Enzymmix aus Tag-DNA-Polymerase und Tgo-DNA-Polyaser fir die PCR enthalten sind. Die
Tgo-DNA-Polymerase besitzt ein8 5’ Kontrolllesefunktion, was die Fehlerrate minimiert
Daneben wird ein einziger optimierter RT-PCR-Pufferwendet.

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

Materialien durchgefiihrt, um das Risiko fir Verunigungen zu minimieren.

Menge Reagenz
11 dNTP
2,5 1| DTT
10 | Puffer
0,5 | RNAsin
30 | H,O
11 Enzymmix
2 | Primer |
2 1 Primer Il
11 RNA

Tabelle 5: Reaktionsansatz fur die RT-PCR.

Der erste Zyklus der RT-PCR bei 50 °C diente deengen Transkription. Zur Denaturierung der
RNA wurdeder Ansatz fir 2 Minuten auf 94 °C erhitzt. Danasfolgte die PCR mit 10 Zyklen

Denaturierung, Annealing und Elongation (TabelleDie Dauer der Elongation richtet sich nach der
Lange der jeweiligen PCR-Fragmente (Tabelle 6)cliudie Lange der zu synthetisierenden DNA-

Fragmente in dieser Arbeit meist 1 Minute.

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

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

Tabelle 6: Auswahl der Zeit fur Elongation (Hersingaber©ne Tube PCRsyst¢m

In den zweiten 25 Zyklen der PCR wurde die Elormgezeit durch das RT-PCR-Gerat automatisch
um 5 Sekunden pro Zyklus verlangert. Am Ende etéolgine einmalige verlangerte DNA-
Synthesephase von 7 Minuten. Danach wurde die slysitrte DNA auf 15 °C gekuhlt (Tabelle 7).

Die Annealingtemperatur ist von der Schmelztemperder Primerpaare abhangig. Gegebenenfalls
wurde die Annealingtemperatur von 65 °C auf 63 éQueiert, sofern auch bei Zugabe von maximal
4 ul MgCl keine DNA-Bande in der anschlieRenden Elektropg®sgchtbar war.

33



Anzahl der Zyklen Temperatur Dauer

1x 50 °C 30 Minuten

1x 94 °C 2 Minuten
94 °C 10 Sekunden

10 x 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 geringfodgte eine Reamplifikation der cDNA
mittels konventioneller PCR. Dazu wurde die cDNAnach Ausgangskonzentration mit HPLC-
Wasser auf 1:100 oder 1:500, selten auch auf 110, 1:20 bzw. 1:50 verdinnt.

Zur nachfolgenden Sequenzierung wurde dann jewlsiochste Verdinnungsstufe gewahlt, bei der

noch eine akzeptable Konzentration an cDNA mit@x¢elektrophorese nachweisbar war.

Menge Reagenz
5ul Titaniumpuffer
1l dNTP
1l Titanium-Taq
40 pl HO
1l Primer |
1l Primer Il
1l DNA (verdinnt)

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

Tabelle 9: Reaktionsbedingungen der Amplifikatiom fitaniumenzym.
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3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Agarose ist ein pflanzliches Polysaccarid, dassGet netzartige Strukturen bildet, durch die die
DNA-Fragmente je nach angelegter Spannung ihreB&eimntsprechend wandern [73, 75].

Die Wanderung geladener Teilchen im elektrischeld Eefolgt vom Minuspol zum Pluspol [75].
Hauptladungstrdger der DNA ist der negativ geladeheker-Phosphat-Teil der DNA. Die
Wanderungsgeschwindigkeit hangt von verschiederadtoFen ab, am wichtigsten ist die Gré3e der
DNA. Lineare doppelstrangige DNA-Molekile wanderrit eschwindigkeiten, die umgekehrt
proportional zum Logarithmus ihrer GroRRe sind. \&@it Faktoren sind die Stromstarke, die
Pufferbedingungen und die Agarosekonzentrationkldmer die aufzutrennenden DNA-Fragmente
sind, desto héher sollte die Agarosekonzentrat&n. sAuch die Form der DNA (z.B. superhelikal
oder offen) beeinflusst die Wanderungsgeschwindigkenearisierte DNA wandert bei gleichem
Molekulargewicht langsamer als superhelikale DNA][7Zur Darstellung der DNA unter UV-Licht
dient Ethidiumbromid, welches dem Agarosegel zugeseird. Dieses bindet an die DNA-
Doppelhelix, verandert dabei sein Emissionsspektund fluoresziert danach intensiv unter UV-
Licht. Bei der Wanderung der DNA durch das Gel klieman die Proben das Ethidiumbromid. DNA-
Fragmente ab 50 ng lassen sich so als Banden nesemy&2].

Es wurde 1%-Agarosegel verwendet, bei kleinerennioldt klar trennbaren DNA-Fragmenten auch
2-3%-Agarosegel. Zur Darstellung der alternativeroris Uber die Gelelektrophorese wurde 3%-
Agarosegel verwendet, da die alternativen Exorlaiése eine geringe Grof3e von minimal 155 bp
besalRen.

Durch die Gelelektrophorese konnten die DNA-Produkbn verunreinigenden Produkten getrennt
werden. Die zu erwartende GroRRe der DNA wurde mih dnitgelaufeneistandard Gene ruler 1kb
DNA ladder verglichen und die Bande dann unter UV-Licht miieen Skalpell ausgeschnitten.
Kontrollen liefen mit 190 mA und zu gewinnende Semgen mit 150 mA 90-120 Minuten in der
Gelelektrophorese. Zur genauen GréfRenbestimmunBMArwurden die Proben teilweise mit bis zu
90 mA flir 6-8 Stunden in der Elektrophoresekamnadadsen. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer

verwendet, der das Gel vollstandig bedeckte.

3.2.4 DNA-Gewinnung

3.2.4.1 DNA-Extraktion von Agarosegel

Die Isolierung der DNA erfolgte mit dehucleo Spifi Extract II. Die Isolierung der DNA beruht auf
der Bindung der DNA an einer Silicamembran in Zusemhang mit chaotropen Salzen.
Kontaminationen wie Salze und andere Makromolekigdeden mit einem Waschpuffer und Ethanol

entfernt.
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Das Gewicht der ausgeschnittenen Banden wurde imgfr geeichten Waage bestimmt. Zunachst
wurde das Gel lysiert. Dafiir wurden pro 100 mg pl NT-Puffer zugesetzt (bei einem 2%-Gel
wurden pro 100 mg 400 pl NT-Puffer verwendet) ura$ dsemisch bei 50 °C im Thermomixer
inkubiert, bis sich das Gel vollstandig gel6st éiaklle zwei Minuten wurde gevortext. Um die DNA
zu binden wurde der NT-Puffer mit dem gel6sten iBetin Nucleo Spifi Extract 1l R6hrchen mit

2 ml Auffangrohrchen pipettiert und bei 13.000 Uinzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und dasNucleo Spifi Extract Il Réhrchen zuriick in das Auffangréhrchen gestellin die
Silicamembran zu waschen, wurden 600 pl NT3-Pufhef die Membran gegeben und bei
13.000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurdeesitnverworfen und die beiden Réhrchen wieder
ineinander platziert. Um die Membran zu trockned dan NT3-Puffer zu entfernen, wurde erneut fir
2 Minuten mit 13.000 U/min zentrifugiert. Danachrde dasNucleo Spifi Extract Il Réhrchen ohne
Auffangbehalter fir 3 Minuten an der Luft getrocknan Pufferreste von der Membran zu entfernen.
Die Eluierung der DNA erfolgte tiber d&pirf’ Extract Il Réhrcherin ein 1,5 ml EppendorfgefaR.
Auf die Membran wurden 30 ul NE-Elution Puffer aefigagen, bei Raumtemperatur 5 Minuten
inkubiert und anschlieBend bei 13.000 U/min fir indde zentrifugiert. Danach wurde der DNA
enthaltende NE-Puffer aus dem Eppendorfrohrchenoemnhen und erneut auf die Silicamembran
gegeben, um die DNA-Ausbeute zu erhéhen. Es wurdeue 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend mit 13.000 U/min zeagiért. Die gewonnene cDNA wurde bei -20 °C
gelagert.

3.2.4.2 Konzentrationsbestimmung und Qualitatskontrolle

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

Zur Qualitatskontrolle der DNA wurde jeweils 1 uDHA mit 9 pul H,O und 3 ulloading dye
gemischt. Als Standard wurden 5 pl einer Fertighmisig DNA ladder middle rangedie 20 ng/ul
DNA entspricht, auf das 1%-Agarosegel aufgetradeie. Elektrophorese erfolgte bei 190 mA fir

90 Minuten. Unter UV-Licht wurden Fotos in versaeaer Beleuchtungsstéarke gemacht.

3.2.5 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgt durch die Didesoxymethadittels kontrollierter Beendigung der
enzymatischen Replikation, die durch Frederick ®ammd Mitarbeitern entwickelt wurde [77]. Die
Sequenzierung wird in einem Reaktionsgemisch ntitebtabiler DNA-Polymerase durchgefihrt.
Zum Reaktionsansatz wird jedoch nur ein Primer Ugesetzt, was im Gegensatz zur regularen PCR
zu einem linearen Anstieg des PCR-Produkts fiht. efner einzelstrangigen DNA wird die

komplementére Basenfolge synthetisiert.
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Zusatzlich zu den vier Desoxyribonukleotidtriphog@m wird eine geringe Menge an 2'3'-
Didesoxyanaloga dem Ansatz hinzugefiigt, was getbgerrum Kettenabbruch fiihrt [77]. Dabei
wird an jedes Didesoxyribonukleotid eine Fluoregrearkierung angebracht, die fiur jedes
Kettenabbruchnukleotid spezifisch gefarbt ist [/Rlrch das fehlende 3’-Hydroxylende kann die
nachste Phosphodiesterbindung nicht geknipft wengdgsh es kommt zum Kettenabbruch. Die
entstandenen Fragmente werden anschlieRemd mikslekrophorese aufgetrennt [77] und die
einzelnen DNA-Banden anhand der unterschiedlichkrorészenz detektiert, deren Abfolge die

Sequenz darstellen [72]. Die Sequenzierung wurdedes Firma MWG Ubernommen.

3.2.6 Klonierung

Eine andere Moglichkeit DNA-Fragmente zu vervigifn ist die Klonierung. Von Vorteil ist dabei,
dass beliebige Mengen in kurzer Zeit gewonnen werkiénnen. Zur Klonierung eignen sich
Bakterien, da fremde DNA leicht einzuschleusenuistl sie eine sehr hohe Vermehrungsfahigkeit
besitzen. Da freie DNA in Bakterien nicht stabi| imuss diese in Form eines Vektors in die Bakterie
kloniert werden. Ist der Vektor in die Wirtszellmgebracht, ist er in der Lage sich unabhangig vom
Wirtsgenom zu vervielfaltigen [73].
In dieser Arbeit wurde daBOPO TA Clonin§ Systenmit dem pCRII-TOPO-Plasmid verwendet, in
welches das PCR-Produkt aufgrund des Adenosine@stach eingefligt werden kann. Das Plasmid
pCR°II-TOPO besitzt im Gegensatz zu anderen Plasmidereaiden Seiten einen so genannten
Promoter (SP6 und T7), so dass nach Linearisierung desnRlasdurch Restriktionsendonukleasen
eine RNA insense oder antisenseRichtung hergestellt werden kann (Abbildung 3)e®ist bei
Plasmiden wie dem pCR 2.1-TOPO mit nur einBromoter T7 nicht mdglich. DasTOPO TA
Cloning® Systerrenthélt Plasmidvektoren mit einem Resistenzgeemdgnpicillin oder Kanamycin.
Die Bakterien, die das Plasmid aufgenommen habénndn auf antibiotikahaltigen Nahrbéden
kultiviert und selektiert werden.
AulRerdem besitzt das Plasmid dasGalaktosidasegen (das so genannte lacZ-Gen). Die
Galaktosidase hydrolysiert das zugesetzte X-G8r@n-4-chlor-3-indoxyl--D-galactopyranosid) zu
Galaktose und dem blau scheinendem 5-Brom-4-chtbwxyl. Nach erfolgreicher Ligation kann die
-Galaktosidase nicht mehr exprimiert werden, woldutas X-Gal nicht mehr gespalten wird und die
Bakterienkolonien daher weil3 erscheinen.
Im Bereich des -Galaktosidasegens besitzen die Plasmidvektorem minltiple Klonierungsstelle
(multiple cloning sitg mit den Schnittstellen fur die Restriktionsenddeasen (Abbildung 3). An
diesen Stellen konnte mit EcoRI geschnitten werdem,eine Grdlienkontrolle der DNA-Fragmente

durchzufiihren oder mit einer anderen Restriktiodsaoklease um das Plasmid zu linearisieren.

37



lacfo ATG

M13 Revarse Primar | Sph Promoter +

CRG GAR ACH GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TRT TTA GGT GARC ACT ATR GRA

GTC CTT TGT CGA TAC THE TAC TAAR TGC GGT TCG ATA AAT CCA CTG TGA TAT CTT
Nsi'l Hir?i:J 11l Ko | Szr::ll B;lrrH I S,cl:usrl

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

Bstx | EuluFEI Eu‘i-FE | EcoR W

it GTE CTGE GRA C GCC CTT I ke GRR
A CAC GAC CTT ARG CGGE GRY PCR Product TTC CCG C AR

B | Mot | Xho | Mail Xbal
CCA TCA CAC TGG CG > GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC
GGT AGT GTG ACC GCC GEC GAG CTC GTA COGT AGA TCT CCC GO ]
TF Promoter M13 (-20) Forward Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AMRT TCH |CTG GCC GTC GTT TThA COf

\ TCA CTC AGC ATA AT[E TTA AGT |GAC CGE CAG CAR AAT

Comments for pCREII-TOPO®
3873 nucleotides

lacZo gene: bases 1-589

Abbildung 3: Plasmidvektor mit Restriktionssteli@bbildung von Invitrogen).

Durch diese Eigenschaften kdnnen die gewlnschtetegenisch veranderten Bakterien selektiert
werden. Nur Bakterien, die das Plasmid enthielt@mnten auf Ampicillin-haltigem N&hrboden
wachsen. Enthielten sie Plasmide ohne Fremd-DN#téa sie sich blau, wéhrend Plasmide mit
eingebauter Fremd-DNA als weil3e Kolonie sichtbarema

Die Klonierung der DNA-Fragmente wurde in folgeriehritte aufgeteilt, 1) Vorbereitung der DNA
fur die Transformation, 2) Verbindung des Vektorg aer DNA (Ligation), 3) Einbringen der
Ligation in kompetente Zellen (Transformation) utjdSelektion der Klone, die das DNA-Fragment

enthalten (Picken).

3.2.6.1 Vorbereitung der DNA fir die Transformation

Der doppelstrangige Plasmidvektor d€®PO TA Clonin§ Kit liegt linearisiert mit einem 3'-

Thymidin-Uberhang vor. Topoisomerase | ist kovakmtden Vektor gebunden.
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Um die Ligation durchfiihren zu kénnen, muss an 8aEnde des PCR-Produkts ein Adenosin
gebunden werden (Abbildung 4). Die Tag-Polymerassitht eine templateunabhéngige terminale
Transferaseaktivitat, die ein einzelnes Desoxyasieran das 3’-Ende des PCR-Produktes anhangt.

Topoisomerase

o
@..

CCCTT FNAGGG
eetta [ CRProduct TTCCC

HO |

—

Topoisomerase

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

Das PCR-Produkt wurde mit dem Reaktionsansatz (l[Eab@) auf Eis pipettiert und danach bei 72 °C
20 Minuten inkubiert. Danach wurde das ProduktEiafgestellt und abgekihlt.

Menge Reagenz

21 ul PCR-Produkt

0,5 ul MgClh

2,5 ul Tag-Puffer

0,5 ul Tag-Polymerase

0,5 pl dATP
gesamt: 25 pl

Tabelle 10: Reaktionsansatz zur Vorbereitung dan3formation.

3.2.6.2 Ligation

Durch die Ligation wurde das cDNA-Fragment mit d8rfdenosiniberhang in den Plasmidvektor
pCRII-TOPO (4kb) eingebaut.

Nachdem der Reaktionsansatz (Tabelle 11) auf Fistipért worden war, wurde das Gemisch bei
22 °C fur 40 Minuten bei unbeheiztem Deckel in B&R-Maschine inkubiert und danach erneut auf

Eis gestellt.

39



Menge Reagenz
4 ul 3'A PCR-Produkt
1l Salt solution
1l TOPO Il Vektor
gesamt: 6 pl

Tabelle 11: Reaktionsansatz fur die Ligation.

3.2.6.3 Transformation

Bei der Transformation wurde das Plasmid miert in die kompetenten E. coli Zellen One Shot

TOP10F" ubertragen. Die kompetenten Zellen wurdera 0 Minuten auf Eis aufgetaut. Danach
wurden 2 pl der Ligation zu den Zellen pipettiertduvorsichtig gertihrt. Die Mischung wurde 1
Stunde auf Eis inkubiert. Nach 30 Minuten wurdesatrumgerihrt. Wahrend der Inkubation erfolgte
die Bindung der Plasmid-DNA an die Zellmembran. durden folgenden Hitzeschock fur

30 Sekunden bei 42 °C im Wasserbad wurde die Zeilman destabilisiert und dadurch die
Aufnahme der Fremd-DNA ermdéglicht. Die transforrteer Zellen wurden danach mindestens 2
Minuten auf Eis abgekuhlt, bevor je Zell-Aliguot @l SOC-Medium bei Raumtemperatur
dazugegeben wurden. Danach wurden die Zellen intit&timkubator bei 220 U/min. 1 Stunde bei
37 °C inkubiert.

3.2.6.4 Ausstreichen transformierter Bakterien und Selekkompetenter Zellen

In der Zeit, in der die kompetenten Zellen mit RiasDNA im Schiittelinkubator waren, wurden die
Ampicillin-Agarplatten in der Trockenkammer gelagarm kondensierte Flussigkeit bei 37 °C zu
verdampfen. Anschliel3end wurden die Agarplattenjen#O pl der Farbstoffe X-Gal (20 mg/ml) und
IPTG (250 mg/ml) bestrichen, die Zellen ausplattiend Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

Nach spatestens 17 Stunden wurden die BakteriedeaaBrutschrank entnommen und Uber Tag bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden \emej Agarplatte durchschnittlich 8 Kolonien
entnommen und in ein mit 5 ml LB-Medium (Luria-Bsni-Medium) befllltes Réhrchen gegeben.
Pro ml LB-Medium wurde 1 pl Ampicillin (100 mg/mBinzugefiigt. Danach wurde das Medium mit
den Zellen wieder tber Nacht mit 230 U/min. unc®@7m Schdittler inkubiert.

3.2.6.5 Miniprep

Das Miniprep erfolgte durch d&3lAprep Spin Miniprep KitZuerst wurden 1,5 ml des LB-Mediums

mit den Uber Nacht gewachsenen Zellen in einem fghpégefall 1 Minute bei 13.000 U/min.
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zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, etne® ml von dem Medium mit Bakterien in das
gleiche Eppendorfrohrchen gegeben und erneut fhsegigit. Nachdem der Uberstand erneut
verworfen worden war, wurde erneut anzentrifugiert der Rest des LB-Mediums mit einer Pipette
vorsichtig abgesaugt. Das Bakterienpellet wurde2%iit pl P1-Puffer resuspendiert.

Nach der Bakterienernte und Resuspension wurden @&ekterien in  NaOH/SDS
(Natriumdodecylsulfat) zusammen mit RNase A untkalesschen Bedingungen mit 250 ul P2-Puffer
lysiert. SDS |0st die Phospholipid- und Proteinkomgnten der Zellmembran und fihrt dadurch zur
Lyse. Die alkalischen Bedingungen denaturieren afimmosomale und Plasmid-DNA sowie die
Proteine. Das Gemisch wurde vorsichtig mit der Hamd und herbewegt, um die Reagenzien zu
vermischen. Zu starke Bewegungen mussten vermigdeten, um die chromosomale DNA nicht mit
der Plasmid-DNA zu vermischen, da die chromosord&lé bei zu starken Bewegungen segmentiert
werden kann und dadurch sich das Molekulargewichliéher wird.

Das Lysat wurde danach schnell mit 350 pl N3-Pufierch hohe Salzkonzentrationen neutralisiert.
Die hohe Salzkonzentration bewirkt, dass chromos®oniNA, denaturierte Proteine, restliche
Zellbestandteile und SDS prazipitieren, wahrendRlasmid-DNA in Lésung bleibt und renaturiert.
Das Gemisch musste gut geschuttelt werden, umadiiggdndige Préazipitation sicherzustellen.

Danach wurde alles 10 Minuten bei 13.000 U/mintrideigiert. Die Plasmid-DNA fand sich danach
in der klaren oberen Fliissigkeit. Der flissige $bmrd wurde auf ein®IA prep spin colunth
gegeben und anschlieRend fir 1 Minute zentrifugider Uberstand wurde verworfen. Die an die
Silicamembran gebundene Plasmid-DNA wurde in eineeiteren Schritt mit 500 pl PB-Puffer
gewaschen und eine Minute zentrifugiert. Es folgteweiterer Waschschritt mit 750 pl PE-Puffer. Es
wurde erneut 1 Minute zentrifugiert, der Uberstardvorfen, erneut zentrifugiert und die Membran
fur 3 Minuten getrocknet. Danach wurde d@kA prep spin colunfhin ein neues Eppendorfgefass
gestellt und 70 pl EB-Puffer auf die Membran aufggen. Die Reaktion wurde 5 Minuten stehen
gelassen und danach 1 Minute zentrifugiert. DefePufit der Plasmid-DNA wurde erneut auf die
Membran gegeben, um weitere DNA aus der Membrdiéisan. Nach erneuter Zentrifugation erfolgte
ein Testverdau und es wurden 2x 15 pl Plasmid-DNASequenzierung zu MWG eingeschickt. Die

Sequenzierung erfolgte mit SP6 und T7.

3.2.6.6 Verdau

Um in der anschlielBenden Gelelektrophorese die &sd@i klonierten DNA-Fragmente bestimmen zu
kénnen und um den Erfolg der Klonierung zu tbemgmiifmuss die DNA aus dem Plasmid
herausgeschnitten werden. Hierzu eignen sich Restrsendonukleasen. Kurz vor und nach der
Stelle der eingebauten DNA gibt es zwei Schnitestefir das Restriktionsenzym EcoR1. Hierzu
wurden 5pul der durch Miniprep gewonnenen DNA mib il Puffer (Unique), 1 pl des

Restriktionsenzyms EcoR1 und 7,5 ubHbei 37 °C fur zwei Stunden inkubiert (Tabelle .12)
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AnschlieRend wurden zu dem jeweiligen Ansatz 3qgalding dyehinzugefiigt und das Gemisch
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und die DNsfade identifiziert. Als Referenz wurde diekb
DNA-ladderverwendet.

Menge Reagenz
5 ul DNA
1,5l Puffer (Unique)
1l Enzym (EcoR1)
7,5l HO

Tabelle 12: Reaktionsansatz fur den Verdau.

3.2.7 Herstellung verschiedener Losungen

3.2.7.1 Agarplatten

Der Ansatz (Tabelle 13) wurde mit bidestilliertema¥8er auf 1 Liter aufgefillt und anschlieend
autoklaviert. Zur Selektion der transformierten ®slen wurden 100 pg/ml Ampicillin in die

abgekihlte Losung gegeben (d.h. 1 pl Ampicillin fpironl Agarlésung). Um die Verunreinigung mit
Umweltkeimen zu minimieren, wurde der Agar untemdé@bzug in Petrischalen gegossen. Die

Agarplatten konnten im Kihlschrank bei +4 °C gefagesrden.

Menge Reagenz

750 Trypton (Pepton aus Casein, pankreatischawerd
3,759 Yeast extract

750 NacCl
11,25¢g Agar

Tabelle 13: Ansatz fir die Agarplatten.

3.2.7.2 Agarosegel

Zur Herstellung von 1%-Gel wurden 300 ml 1:10 venatér TAE-Puffer mit 3 g Agarosegel versetzt.
Dieser Ansatz wurde in der Mikrowelle unter dem AdpZur 150 Sekunden erhitzt, umgerthrt und
danach nochmals bis zum Siedepunkt in der Mikraveltwarmt. Nach dem Abkihlen wurden
15 ul Ethidiumbromid zugesetzt und danach vorsjchtid blasenfrei in den Geltrager gegossen. Bei

héherprozentigen Agarosegelen wurden pro Gramm a&sgarb pl Ethidiumbromid (10mg/ml)
zugesetzt.
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3.2.7.3 Ampicillin (D[-]- -Aminobenzylpenicillin)

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

bidestiliertem Wasser gelost. Das Ampicillin konb#& -20°C gelagert werden.

3.2.7.4 LB-Medium

Der Kolben mit dem Ansatz (Tabelle 14) wurde middstiliertem Wasser auf 1 Liter aufgefullt und

autoklaviert.

Menge Reagenz
10g Trypton (Pepton aus Casein, pankreatisch vBrdau
5¢g Yeast extract
10g NacCl

Tabelle 14: Ansatz fir einen Liter LB-Medium.

3.2.7.5 dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Um von einer Ausgangskonzentration von 100 mmalfl @ne Konzentration von 10 mmol/l zu

gelangen, wurde mit bidestilliertem Wasser 1:1@uant. Die dNTP wurden bei -20°C gelagert.

3.2.7.6 X-Gal und IPTG

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

20 mg des X-Gal Pulvers wurden in 1 ml Dimethylfarmd gel6st, um eine Konzentration von
20 mg/ml zu erhalten. Zur Aufbewahrung wurde eipé&mlorfrohrchen verwendet, das mit Alufolie
umwickelt wurde, um daX¥-Gal vor Licht zu schiitzen. Die Proben wurden bei -268&gert.

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

2 g IPTG wurden in 8 ml bidestiliertem Wasser geldisd anschlielend auf 10 ml aufgefillt. IPTG
wurde bei -20°C gelagert.
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4 Ergebnisse

4.1  kcngbeim Danio rerio

Die Datenbanken _ http://www.ensembl.orgund _http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST wurden

verwendet, um nackcngGenen dedanio rerio zu suchen. Hierzu wurde die Aminoséduresequenz
der jeweiligen humaneKCNQ-Gene verwendet um nach der cDNA bzw. den Protemvesuchen.

Wurde die cDNA der orthologen Gene gefunden, wuirder _http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

die genomische DNA gesucht. Alle Angaben in deti@genden Arbeit beziehen sich auf die Version
Zv8 (Dezember 2008) des publizierten Zebrafischgendalls nicht explizit anders beschrieben.

Es wurden 13 Sequenzen gefunden, die Orthologiéscken Mensch und Zebrafisch aufweisen. Die
RT-PCR wurde verwendet, um die entsprechenden Faignru verifizieren und zu verlangern. Es
fanden sich letztendlich acht verschieddmagGene beim Zebrafisch. Sie wurden rkitnga_d
(kenga DN857133 CD59508%cnqd AL921276),kengb_e(kcngb AF164764.kcnge CN321665),
kenge (AL916915), kengf (EB932200), kenqg (CK238868, EB898557),kecngh (C0915259,
CD755064).kcngi (noch kein Zugangscode vorhanden) kodgj (DW642439) bezeichnet. Anfangs
ging man bekcnga kengd kengbundkengevon vier verschiedenen Genen aus. Es stelltejesitdth
heraus, das&cnga und kcnqd bzw. kengb und kenge jeweils ein Gen darstellen, so dass die
Bezeichnundcnga_dbzw.kcngb_egewéhlt wurde.

Fur alle kengGene konnte das gesamte so genannte offene Liesefgpen reading frame)
sequenziert werden, d.h. der Bereich, der zwis@tart- und Stopp-Codon liegt. Aufgrund der noch
vorhandenen Unvollstéandigkeit der Datenbank undd#aturch bedingten Liicken im Genom bei der
anfangs verwendeten Version Zv6 konnte das gesaffére Leseraster vokcnga_dnur aufgrund
der Klone CD605499 und CD595089, die uns freundlieleise von Dr. Song Huaidong zur
Verfiigung gestellt wurden unkicngi nur durch degenerierte Primer der Goldenen Diclapfe
(Pimephalepromela3 und des Atlantischen Lachsé&a(maosalar) sequenziert werden.

Mit den Sequenzen der adktngGene des Zebrafisches konnten diese uber UCSGegasiligen
Chromosomen zugeordnet werden (Tabelle 15). InM#ggsion Zv8 wurdekcnga_dbei UCSC auf
Chromosom 25, gefunden, die letzten vier Exonsgeduf dem so genannteeversestrand In der
Version Zv6 waren die letzten vier Exons noch aufranosom 21 zu finden gewesen. Die
genomische DNA vokengb_ewurde auf Chromosom 8, die vémngcauf Chromosom 13, die von
kcngfauf Chomosom 1, die vdeenggauf Chomosom 7, die vdeenghauf Chromosom 2 und die von
kcngj auf Chomosom 19 des Zebrafischgenoms detektrerdet Version Zvé von Marz 2006 wird
kcngi Chomosom 13 zugeordnet. In der aktuellen Versig® kannkcngi keinem Chromosom mehr
zugeordnet werden. Dabei finden sich auch das enstdetzte Exon, die in der Version Zv6 nicht zu
finden waren und nur durch die degenerierten Pregeguenziert werden konnten.

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

finden kcngcund kenq), allerdings mit unterschiedlichen genomischen idowaten. (genomische
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Koordinaten Zve&kcngcab Basenpaar 3223583&ngi ab Basenpaar 15938297, jedoch nicht Uber das
erste Exon definiert). Da derzeit keine Aussager ilie Lokalisation getroffen werden kann, ist es

fraglich, ob diese ehemaligen Angaben in zukinftigersionen verifiziert werden kdnnen.

Gen kcnga_d kcngb_e kengc kengf kcnqg  kengh kenqi kengj

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

Tabelle 15: Genomische Lokalisation #éengqGene des Zebrafisches.

4.1.1 Orthologien der menschlichen KCNQ-Gene mit den ¥8agen des Zebrafisches

Um die menschlicheilKCNQ-Gene mit denen des Zebrafisches zu vergleichemgemufolgende

Zugangsnummern bzw. Loci verwendet:

Gen Zugangsnummer/Locus Basenpaare
KCNQ1 NM_000218 3262
KCNQ2 NM_172107 3251
KCNQ3 NM_004519 3097
KCNQ4 NM_004700 2335
KCNQ5 NM_019842 3325

Tabelle 16: HumanKCNQ-Gene.

Die phylogenetischen Relationen zwischen den fiefigohlicherKCNQ-Genen und den acktng
Genen des Zebrafisches wurden mittels der Onliiw@oe  ClustalW  erstellt
(http://lwww.ebi.ac.uk/clustalw/). Hierbei zeigteclsi dass alle menschlich&dCNQ-Gene orthologe
Gene beim Zebrafisch haben, d.h. sie stammen wvoeneigemeinsamen friheren Vorlaufer ab,

unabhéngig 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 deRCNQ-Genen des Menschen und des Zebrafisches im
Phylogram (ClustalW).
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Das menschlichkCNQ1weist die héchsten Orthologien rkithga_dundkcnggauf. KCNQ2ist am
besten mikcngb_eundkengizu vergleichenK CNQ3zeigt groRte Ahnlichkeit zkcnghund KCNQ4
zukengj Bei KCNQb5zeigten sich die starksten Orthologien kubhgcundkengf(Tabelle 17).

KCNQ (human) KCNQ1 KCNQ2 KCNQ3 KCNQ4 KCNQ5
kcnq(Zebrafisch, ortholog) kﬁgggg_d kckr;ﬂzi_e kengh kcngj tz?]g?

Tabelle 17: OrthologCNQ-Gene von Mensch und Zebrafisch.

4.1.2 GrofRe der Gene

Mit dem Online-ProgramnBlat search UCSC (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlavurde die

Zebrafischdatenbank durchsucht. Dabei konnte dieméesche Sequzergintron-Exon-Sequenz) aller

kcngGene gefunden werden und so die genomischen Kuah ermittelt werden. Im Anhang
finden sich die Sequenzen der jeweiligen cDNA mdrkrerten Intron-Exon-Grenzen sowie den
verwendeten Primern. Die Grof3e der cDNA sowie @rognischen Koordinaten (genomische DNA)

sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

Gen Yoo Keordnaten e, KOOI gasenpaare (p) DA
kcnga_d 1652250 2150794 (reverse Strand) 2016
kcngb_e 26135332 26189943 2628

kcngce 28134021 28376102 2808

kengf 30828479 31046372 2922

kcngg 49199116 49300036 1929

kengh 42168892 42087787 2385

kenqi keine Aussage moglich 2568

kengj 41380271 41501996 2040

Tabelle 18: genomische Lokalisation dengGene und GrolRe der cDNA. Fir die Gene, bei denen
alternative Exons vorhanden waren, wurde die l@nigskannte Spleil3variante angegeben.

Das Genkcnga_dist auf Chromosom 25 zu finden. Jedoch kann dié3€rder genomischen DNA

nicht mit Sicherheit bestimmt werden, da die letateer Exons auf demeversestrandzu finden sind.

In der Version Zv6 wurden das erste und letzte Egowie Exon 5 vorkcngi in UCSC nicht

gefunden, jedoch wurde das Gen Chromosom 13 zugeiorbh der neuen Version ist die Sequenz

keinem Chromosom zugeordnet (siehe auch 4.1).



4.2  Konservierte benachbarte Gene (Syntenien)

Um die durch ClustalW vorhergesagte Orthologie gsveiligen Gene zwischen Zebrafisch und
Mensch zu verifizieren, wurde die Syntenie bestimldriter konservierter Syntenie versteht man die
evolutionar beibehaltene Nachbarschaft verschied@eme auf einem Chromosom [79]. So finden
sich Gruppen von Genen, die beim Menschen in emgmhbarschaft auf einem Chromosom
lokalisiert sind, auch beim Zebrafisch in dhnlicKenstellation auf einem gemeinsamen Chromosom
[80, 81]. Die genomische Lokalisation der ZebrdfiskcngGene wurde tiber UCSC bestimmt (Tabelle
18), die Syntenie Uber Ensembl berechnet. Dazu evujdweils orthologe benachbarte Gene bei
Mensch und Zebrafisch gesucht. Die Angaben zu gauhwen Koordinaten der jeweiligen Gene
beziehen sich beim Zebrafisch auf die Version Zw8 beim Menschen auf die Version GRCh37.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine I8katenie zwischen dekcngGenen des
Zebrafisches und den humanE@NQ-Genen vorliegt. Ausnahmen bildé&enga_dund kengi Bei
kcnga_dsind die konservierten benachbarten Gene in egréferen Abstand von minimal 21,9 Mb
zu finden. Beikcngi und dessen orthologen menschlichem Gen k&nnene kgameinsamen
benachbarten Gene in Version Zv6 gefunden werdem.irD der Version Zv8kcngi keinem

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

4.3  Splei3varianten

Da sich manche RT-PCR-Produkte nicht sequenziéeen und an den gleichen Stellen am Ende
eines Exons immer wieder multiple Signale vorhandearen, wurde in diesem Bereich nach
alternativen Exons gesucht. Dazu wurde das jeveeR@-PCR-Produkt mit deOPO TA Cloning§
Systenkloniert und nach Abschétzung der BasenpaarediberGelelektrophorese erneut sequenziert.
So lieRen sich baicngb_ekcngf kengiundkengjalternative Exons finden.

Bei kengb_e das die hochste Orthologie nHCNQZ2 aufweist, kann Exon 11 entweder vorhanden
sein, oder beim SpleiRen entfernt werden. Bei deong& 13 und 14 kdnnen entweder beide, nur
Exon 13 oder keines der beiden Exons vorhanden gaich die Exons 17 und 18 sind von
alternativem Splei3en betroffen, wobei entwededddixons, nur Exon 18 oder keines der beiden
Exons vorhanden sein kann. Bengf welches ortholog zKCNQ5ist, wurde eine weitere Form des
alternativen SpleiRens gefunden, in der zwei véegeime Varianten von Exon 8 vorkommen, die
nicht zusammen exprimiert werden. Dabei war Vada®a mit 94 bp nur unwesentlich gréfer als
Variante 8b mit 88 bp. Bekcngi welches dem menschlicheahCNQ2 entspricht, wurde das
alternative Exon 12 gefunden. Baingj dem Orthologen des menschlich6€@NQ4 finden sich zwei
Varianten von Exon 9, die nicht zusammen exprimiggtden, eine ahnliche Konstellation wie bei
kengf (Abbildung 6). Im Anhang sind die jeweiligen AmBiuresequenzen der alternativen Exons

aufgefuhrt. Die Vergleiche wurden Uber das OnlinegPamm ClustalW erstellt.
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Um die Expression der alternativen Exons in derejigen Embryonalstadien zu untersuchen, wurde
mit RNA aus unterschiedlichen Entwicklungsstadizd $omiten, 1 Tag, 2 Tage, 3 Tage und 4 Tage)
eine RT-PCR durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind brijdweiligen Genen beschrieben.

N-terminus S1-S€ C-terminus

13 14 )
, 17 TE -

’ , l_D-DD I_DD R
b-..---.....< %-- —|:|>_ kengb_e

12

NN EEEEEED T M = =
i 9alb
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o [ I I I l/g\' — N O kendf

Abbildung 6: Alternative Exons (a links bezeichulets Protein, b-e links die einzelnkongGene.
Arabische Ziffern bezeichnen die Exons, romischiéer die Mdglichkeit der Zusammensetzung
alternativer Splei3varianten, Buchstaben (a/b) Miglichkeit des Austausches zweier Exons. Die
Exons des N-Terminus und der C-Terminus, sowieEkdiens, die nicht vom alternativen Splei3en
betroffen sind, sind grau ausgefullt. Weil? ausdieflitxons sind vom alternativen Splei3en betroffen
Die Sensordoméne S1-S6, die vom alternativen Spiaiitht betroffen ist, ist schwarz dargestelit.)

4.4 KCNQ21und orthologe Genekcnga_dund kcnqgg

Zu KCNQ1 wurden zwei co-orthologe Gen&cnga_d und kcngg auf Chromosom 25 und
Chromosom 7 im Zebrafischgenom gefunden. Dabeit zgigth, dass die cDNA der jeweiligen
Zebrafischgene weniger Basenpaare als deren ogé®l&Gen beim Menschen besitzedCNQ1
3262 bp,kcnga_d2016bp,kcngg 1929 bp). Sowohkcnga_dals auchkcngg setzen sich aus jeweils
17 Exons zusammen, wohingegen das menschi€idQ116 Exons besitzt.

Exon 10 des menschliché&dCNQ1wird im kecnga_dGen sowie denkcnqgGen desDanio rerioin
zwei kleinere Exons unterteilt, was erklart, warbeikcnga_dundkcnqgl?7 Exons und béCNQ1

16 Exons nachweisbar sind. Es zeigt sich, dasslndien-Exon-Grenzen in beiden Spezies gut
konserviert sind. Die entsprechenden Aminosauresemsn sind unter 6.2.1.Rchga_4§ und unter
6.2.5.2 kengg im Anhang zu finden.

48



4.4.1 Syntenie

Das Gerkcnqgist auf Chromosom 7, das Gkonga_dauf Chromosom 25 lokalisiert.

Zwischen KCNQ1 auf Chromosom 11 un#dcngg auf Chromosom 7 konnten konservierte Gene
teilweise in der gleichen Reihenfolge gefunden war@donservedynteny. Beiden Genen folgt direkt
im Abstand von maximal 500 kbdknlc Auch die Gendrpm5 undigf2 sind in nachster Nahe mit
maximal 400 kb Abstand lokalisiert, wobei hier &eihenfolge vertauscht ist. Daneben befinden sich
auchslc22a18mit einem Abstand von 9,3 Mb sowsars und napll4bin einem Abstand von bis zu
17,1 Mb zukcnggauf Chromosom 7.

kcnga_dbefindet sich bei 1,6 Mb auf Chromosom 25. Ortgelau den menschlichen GerdG@CA2
DUSP8 PHLD2 undNAP1L4,die einen maximalen Abstand von 1,0 MbKAONQ1 aufweisen, sind
auf Chromosom 25 im Abstand von bis zu 23 Mikenga_dkonserviert (Abbildung 7).

Durch die nachgewiesene Syntenie kann die OrthelagischenrKCNQ1 und den Genekcnga_d

undkcnqggdes 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)
TRPM5 (2,4)
KCNQ1 (2,4) L hcca2 (23,5)
kcnqg (49,1)
cdknc (49,3) CDKN1C (2,9) .55
SLC22A18 (2,9 phida2 (24,5
igf2a (49,5) NAP1L4 (2,9) dusp8 (24,6)
CARS (3,0)

Abbildung 7: Orthologe Zebrafischgene auf Chromosbmind 25 im Vergleich zum menschlichen
Chromosom 11 (Abkirzungen der Gennamen sind im Adokigsverzeichnis aufgefihrt).

4.4.2 Splei3varianten

Obwohl furKCNQ1 verkirzende SpleiBvarianten beschrieben sind kinten in der vorliegenden

Arbeit weder fikkenga_dnoch flrkcnggSpleiBvarianten nachgewiesen werden.
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4.5 KCNQ2und orthologe Genekcngb_eund kcngi

Die beiden co-orthologen Gene KCNQ2 sind kcngb_eund kengi, die auf Chromosom 8 und
maoglicherweise Chromosom 13 zu finden sind. Estzeigh, dass die cDNA der Gene beim
Zebrafisch mit 2628 bpk¢ngb_¢ und 2568 bpKcng) kleiner sind alikKCNQ2mit 3251 bpkengb_e
besteht aus bis zu 19 Exons, wobei verschiedehkéinzende Spleildvarianten v&angb_eexistieren.
Durch die Kombination zweier Versionen des Zebchigignoms (Zv6 und Zv8) kann angenommen
werden, dass sidkcngiaus maximal 16 Exons zusammensetzt, wobei eingirmde SpleilRvariante
existiert. Das menschlicheCNQ2besitzt 17 Exons.

Vergleicht manKCNQ2 mit kengb_e(siehe dazu auch im Anhang 6.2.2.2), so zeigt, slelss das
humane Exon 9 ddsCNQ2beikcngb_enicht vorhanden ist. Dafiir besitatngb_ean der Stelle, die
ortholog zum menschlichen Exon 13 ist, drei vemsdbne Exons (Exon 12, 13, 14), wobei Exon 13
und 14 beim humanelCNQ2 nicht vorhanden sind. Desweiteren bediagb eein Exon 17, das
beim Menschen nicht vorkommt. Bei diesen Exons gibverkirzende Spleildvarianten, so dass auch
Varianten dekcngb_eexprimiert werden kdnnen, in denen diese Exonausgiespleildt sind (siehe
hierzu auch Abbildung 6). Alle weiteren Exon-Intr@menzen vorkcngb_eund KCNQ2sind an der
jeweils identischen Stelle im jeweiligen Gen zwén.

Vergleicht manKCNQ2 mit kenqi (siehe dazu auch im Anhang 6.2.7.2), zeigt sielSssdCNQ2 ein
Exon 9 aufweist, das keine orthologe Sequenzkbeqi hat. Auch das humane Exon 12 ist beim
Zebrafisch kcng) nicht vorhanden. Dafir existiert betngi ein Exon 12, das beim Menschen nicht
exprimiert wird. Dabei handelt es sich um eine Rplariante, d.h. es existieren auch verkirzende
Varianten ohne Expression dieses Exons 12 (Abbgdiin Bis auf eine Ausnahme sind die Exon-
Intron-Grenzen zwischelCNQ2undkcngierhalten.

Vergleicht manKCNQ2 mit kengb_eund kengi, so fallt auf, dass sowohl bkengb_eals auch bei
kcngi das Exon 9 nicht vorhanden ist, das KEINQ2 existiert. Dafiir sind bei beiden Genen des
Danio rerio Exons vorhanden, die beim Menschen nicht vorkomifkengb_e Exon 13 und 14;

kengt Exon 12).

4.5.1 Syntenie

KCNQ2auf Chomosom 20 wird durch die GevieHDF1undPPDPFinnerhalb von maximal 200 kb
flankiert. Die orthologen Gene beim Zebrafisch diegin Nachbarschaft zwkcngb_e auf
Chromosom 8 in einem Abstand von maximal 2,3 Mberalls in der naheren Umgebung des
kengb_esind die Gen@rexl, mc3rundslcl3a3zu finden (maximaler Abstand 3,2 Mb), die auf dem
menschlichen Chromosom 20 in grél3erem Abstand wamen.MC3Rist 7,2 Mb,PREX114,8 Mb
undSLC13A316,9 Mb vonKCNQ2entfernt (Abbildung 8).

Zwischen den Orthologekcngi und KCNQ2 konnten keine gemeinsamen Gene auf Chromosom 13

des Zebrafisches (Zv6) und Chromosom 20 des Mensdefunden werden. Eine mogliche
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Erklarung hierfur ist, daskcngi oder die benachbarten Gene tengi im Laufe der Evolution
umfangreich ausgetauscht wurden. Eine weitere Mbigdit besteht darin, dass die Gendatenbank
noch nicht vollstandig ist oder dass es sichkisegium ein in der Evolution spater entstandenes Gen
handelt, dass aus einer Duplikation enqgb_ehervorgeht. So finden sich beim Menschen auch
keine zwelKCNQ-Gene auf einem Chromosom, wéahréwedgi undkcngcin der VersiorZvé jeweils

auf Chromosom 13 im Zebrafischgenom detektiert wnrd

Die Orthologie zwischei®KCNQ2 und kcngb_ekonnte durch die nachgewiesene Syntenie verifizier
werden. kengi zeigt die groRten Ubereinstimmungen KENQ2 so dass auch hier von einer

Orthologie ausgegangen werden kann, auch wenmuiesdurch 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 Chromos8mim Vergleich zum menschlichen
Chromosom 20 (Abkurzungen der Gennamen sind im Adokiggisverzeichnis aufgefthrt).

4.5.2 Splei3varianten

4.5.2.1 kengb_e

Zwischen den urspriinglichen Primersequenzen 9/10 1t/12 lieBen sich alternative Exons

nachweisen. Um cDNA zu erhalten, die die jeweiligéiernativen Exons einschlief3t, erfolgte die RT-
PCR mit den Primerpaaren 220/231 und 11/230 und RNénterschiedlichen Entwicklungsstadien

(20 Somiten, 1 Tag, 2 Tage, 3 Tage und 4 Tage).

Fdr die Exons 11, 13 und 14 bzw. 17 und 18 konaltgrnative SpleiRvarianten gefunden werden
(Abbildung 9 und Abbildung 10). Fur beide Regiorzeigt die gréfite mRNA mit 411 bp bzw. 324 bp,

die alle alternativen Exons enthalt, die starksSemnale von Tag 1 bis Tag 3. Bei 20 Somiten zeigt

220/231 die starksten Signale bei 393 bp, was fladdlie3en lasst, dass Exon 14 in diesem Stadium
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seltener exprimiert wird. Am vierten embryonalengTsind Variante 1l und IV am starksten
exprimiert, d.h. entweder ist Exon 11 oder Exonsgftener in der mRNA zu finden. Im Stadium
20 Somiten zeigt sich das starkste Transkript marEll, 13 und 18, jedoch nicht mit Exon 14 und
17. Die beiden Introns, die an das alternative Ekbmangrenzen, haben die gleiche ,Phase” und sind
zwischen dem zweiten und dritten Nukleotid einesléfts eingefiigt, genau so wie die drei Introns
zwischen Exon 13 und 14. Daher erhalten alle ektdacVarianten des alternativen Spleil3ens
zwischen diesen Exons das Leseraster. Bei Exomd718 erhalten Variante | (17 + 18) und Il (nur
18) das Leseraster, wohingegen Variante Il (keides Exons 17 und 18 vorhanden) eine
Verschiebung des Leserasters in Exon ft@n{e shift und somit einen vorzeitigen Abbruch der

Sequenz nach 29 Aminosauren bewirkt.

11 13 14 17 18

1-9 10 m 12 I/I 48bp l\/l 18bpl\l 15 16 I/I 51bp l\/l 118bpl\ 18
m lOOprHI 132b '|| 718bp|

30bp 182bp | 3

Abbildung 9: Alternative SpleiRvariante véwngb_e(Arabische Ziffern Giber den Exons bezeichnen
das jeweilige Exon. Graue Exons sind vom altereati@pleiRen betroffen, arabische Ziffern in den
Kastchen bezeichnen die Anzahl der Basenpaared@p)eweiligen Exons. Graue vertikale Balken
kennzeichnen die Primer, die schraffierten Kastcfemsen die Exons zusammen, die nicht vom
alternativen Spleil3en betroffen sind und in deneme Primer gelegt wurden. Fiur 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

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

— III: -17-18 (155bp)

Abbildung 10: Splei3varianten vdengb_e A: Darstellung der Exons 11-14. Verwendet wurden
Primer 220 und 231. B: Darstellung der Exons 17 18idverwendet wurden die Primer 11 und 230.

4.5.2.2 kenqi

Das alternative Exon 12 wurde leingigefunden (Abbildung 11 und Abbildung 12). Die lesid
Introns, die das alternative Exon flankieren, vieisoen den Leserahmen nicht. Die Variante, die das
Exon 12 enthalt, zeigt in allen Stadien von 20 Sembis Tag 4 die starkeren Signale, was darauf
schlieRen lasst, dass diese Variante haufigerreigntiwird. Am zweiten Embryonaltag ist die
Variante ohne Exon 12 am starksten vorhanden.
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1-1C 11 13 14 15-16
A 22amp 100p H | 132bp|-w
x5 3

Abbildung 11: Alternative Splei3variante véwngi. (Arabische Ziffern Gber den Exons bezeichnen
das jeweilige Exon. Graue Exons sind vom altereati@pleiRen betroffen, arabische Ziffern in den
Kastchen bezeichnen die Anzahl der Basenpaared@p)eweiligen Exons. Graue vertikale Balken
kennzeichnen die Primer, die schraffierten Kastcfemsen die Exons zusammen, die nicht vom
alternativen Spleil3en betroffen sind und in deneme Primer gelegt wurden. Fir die genauen
Sequenzen siehe auch Anhang 6.2.7.)

20ss dl d2 d3 d4

o i AR ——— e -

'
y
|
Ramad
—
——

S S e e — 12 (229bp)
B — 12 (181bp)

Abbildung 12: SpleiRvarianten vdwengi. Verwendet wurden die Primer 254 und 108.

4.6 KCNQ3und orthologes Gerkcngh

Zu KCNQ3wurde das orthologe Géenghgefunden, das sich auf Chromosom 2 befindet. kg ze
sich, dass die cDNA voRcngh beim Zebrafisch mit 2385 bp kleiner ist als desssmnschliches
Ortholog mit 3097 bp. Sowoltcnghals auchKCNQ3 setzen sich aus 15 Exons zusammen. Die
Exons 1 und 15 vokcnghsind im Vergleich ziKCNQ3kdrzer, wohingegen die Exons 5 und 10 von
KCNQ3 im Vergleich zukcngh kiirzer sind. Hier sind alle Exon-Intron-Sequenzsvischen den

beiden Spezies gut konserviert (6.2.6.2 im Anhang).

4.6.1 Syntenie

kcngh befindet sich auf Chromosom 2. Das orthologe Ges tMenschen KCNQ3) ist auf
Chromosom 8 zu finden. Beide Gene weisen Synteniaarf3a, adcy8undlIrrc6 auf, die jeweils in

einem Abstand von bis zu 2,1 Mb beim menschlichémo@osom 8 und bis zu 1,0 Mb beim
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Zebrafischchromosom 2 zu finden sirdtlefl hat beim Zebrafisch einen Abstand von 10,9 Mb zu
kcngh wéhrend beim menschlich&ECNQ3nur einen Abstand von 2,1 Mb vorliegt (Abbildurg).1
Insgesamt kann die Orthologie zwischE@NQ3 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 aufo@lesom 2 im Vergleich zum menschlichen
Chromosom 8 (Abkiirzungen der Gennamen sind im Atkigsverzeichnis aufgefihrt).

4.6.2 Splei3varianten

Obwohl fir KCNQ3 SpleilBvarianten existieren [35], konnten sie im derliegenden Arbeit beim

orthologen Getkcnghim Zebrafisch nicht nachgewiesen werden.

4.7 KCNQ4und orthologes Gerkcng;j

Zu KCNQ4wurde das Orthologcngj auf Chromosom 19 gefunden. Die cDNA Wd@NQ4 besitzt
2335 bp und die volcngj 2040 bp. Es existieren alternative Spleil3variante denen es jeweils
zum Austausch von Exons kommt, d.h. die Gesamtzahil4 Exons bleibt bestehen.

Die orthologen GenECNQ4undkcngjwerden durch 14 Exons definiert, deren Intron-E&yanzen
gut konserviert sind (6.2.9.2). Exon 1 ist wenigat konserviert und Exon 9 ist bletngj kurzer als
beim menschliche®KCNQ4 Von Exon 9 bekcngj existieren zwei Splei3varianten, von denen die

langere SpleilRvariante zum Vergleich mit dem odgeh humaneKCNQ4herangezogen wurde.
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4.7.1 Syntenie

SowohlKCNQ4 als auchkengjsind in ndchster Nahe zum Gefyc lokalisiert. Auch die Genams3

und ctps kommen auf Chromosom 19 im Zebrafischgenom var.Abstand zukcng;j ist jedoch
grol3er, als der Abstand der orthologen GenBE@NQ4 auf Chromosom 1 im menschlichen Genom.
Dabei weiserRIMS3und CTPSzu KCNQ4 einen maximalen Abstand von 200 kb auf, wohingegen
die orthologen Gene im Zebrafischgenom einen Alostamischen 17,4 und 25,9 Mb aufweisen
(Abbildung 14).

Durch den Nachweis der Syntenie kann die Ortholegiekcngjzum menschlicheKCNQ4 bestatigt
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 Chromostd9 im Vergleich zum menschlichen
Chromosom 1 (Abkirzungen der Gennamen sind im Atkigsverzeichnis vorhanden).

4.7.2 Splei3varianten

Bei kengj, dem orthologen Gen zum human€@NQ4 wurden zwei Varianten des Exons 9 gefunden
(Abbildung 15). Es lasst sich keine Varianten fimdi@ denen beide Exons 9a und 9b vorhanden sind.
Bis zum Tag 2 der Embryonalphase ist ausschlielfahante 9a zu finden, ab Tag 3 ist eine
schwache Expression von 9b nachweisbar. Bei berdéglichen Alternativen zeigt sich keine
Verschiebung des Leserasters. Nach dem Ergebni@ealetektrophorese scheint dariiber hinaus eine
dritte Variante zu existieren, die bei den Sequesnrigen jedoch nicht nachgewiesen werden konnte.
Insgesamt lasst sich sagen, dass Variante 9a dig&&@vorkommende Moglichkeit der Expression ist
(Abbildung 16).
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1-1C 11 13 14 15-16
A 22amp 100p H | 132bp|-w
x5 3

Abbildung 15: Alternative Splei3variante véwngj. (Arabische Ziffern Gber den Exons bezeichnen
das jeweilige Exon. Graue Exons sind vom altereati@pleiRen betroffen, arabische Ziffern in den
Kastchen bezeichnen die Anzahl der Basenpaared@p)eweiligen Exons. Graue vertikale Balken
kennzeichnen die Primer, die schraffierten Kastcfemsen die Exons zusammen, die nicht vom
alternativen Spleil3en betroffen sind und in deneme Primer gelegt wurden. Fir die genauen
Sequenzen siehe auch Anhang 6.2.9.)

20ss d1 d2 d3 d4

S e e e e

et . 92 (368b
e g [T

mm——
- ——_— ~ 1. 9b (266bp)

Abbildung 16: SpleiRvarianten vdwengj Verwendet wurden die Primer 95 und 135.

4.8 KCNQ5und orthologe Genekcngcund kengf

Zu KCNQ5 wurden zwei co-orthologe Genkcngc und kcengf gefunden, die sich auf den
Chromosomen 13 und 1 finden. Die cDNA der orthofoggene beim Zebrafisch ist mit 2808 bp
(kenqg und 2922 bp Keng) kleiner als beiKCNQ5 mit 3325 bp. Sowohkcngc als auchkengf
bestehen wikkCNQ5aus 14 Exons. Es wurden Spleil3varianten kamgf gefunden, jedoch werden
diese nicht zusammen exprimiert, so dasslgicgfimmer aus jeweils 14 Exons zusammensetzt.
Zwischen KCNQ5 und kcngc sind alle Intron-Exon-Grenzen zwischen den gleiciAeninosauren
konserviert. Es zeigt sich, dass lengcdas Exon 1 kurzer und das Exon 14 langer istdeds
jeweiligen Exons des orthologen humak&ENQ5(6.2.3.2).

ZwischenKCNQ5und kengffindet sich eine gute Konservierung der Exonsglaichen Intron-Exon-
Grenzen. Exon 8 delscngf bei dem eine alternative Spleif3variante bestadigt in der langeren
Variante Ahnlichkeiten z&KCNQ& Exon 1 ist bekcngfkiirzer als beKCNQ5 jedoch ist Exon 14 bei
kengfgrof3er als beaKCNQ5(6.2.4.2).
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Zusammenfassend kann man feststellen, dass dielagén Gene zwischen den Spezies gut

konserviert sind.

4.8.1 Syntenie

Die orthologen Gene ZKCNQ5auf Chromosom 6 befinden sich beim ZebrafischGlufomosom 1
(kengh und Chromosom 13k¢nqgqQ. Im Abstand von 800 bzw. 900 kb ZCNQ5 befinden sich
RIMS1und EEF1A% die auch im Abstand von bis zu 300 kbkamgfauf Chromosom 1 zu finden
sind. EEF1Al C6orf15Q DDX43 und RIMS1 sind im Abstand von maximal 900 kb HCNQ5
lokalisiert. Die orthologen Gene beim Zebrafisclirlmken sich im Abstand von 300 kb kanqcauf
Chromosom 13 (Abbildung 17).

Beide orthologen Gene des Zebrafisches weisen k@ingervierte Syntenie zum humank€@NQ5
auf, womit die Orthologie diesdkCNQ-Gene zwischen Mensch und Zebrafisch bestétigt everd

kann.

Abbildung 17: Orthologe Gene des Zebrafisches alfo@osom 1 und 13 im Vergleich zum
menschlichen Chromosom 6 (Abkirzungen der Gennarmsid im Abkirzungsverzeichnis
aufgefihrt).

4.8.2 Spleildvarianten

Bei kengfzeigt das Exon 8 zwei SpleiRvarianten (AbbilduBgAbbildung 19). In den durchgefiihrten
Sequenzierungen konnte gezeigt werden, dass beidanten nicht gleichzeitig vorkommen. Keine

der beiden Mdglichkeiten 8a und 8b fuhrt zu einesdrasterverschiebung. Aufgrund der geringen
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Langenunterschiede von nur 6 bp war mit den veretmmdPrimern mittels Gelelektrophorese keine
guantitative Aussage Uber die unterschiedliche &sgion wahrend der verschiedenen

Embryonalperioden moglich.

8¢
7 94bp 10 11-14

1-6 9
| —HI 97bp 8b 27bp H] 221pr— |
g 88bp g

Abbildung 18: Alternative Splei3variante véwngf. (Arabische Ziffern Gber den Exons bezeichnen
das jeweilige Exon. Graue Exons sind vom altereati@pleiRen betroffen, arabische Ziffern in den
Kastchen bezeichnen die Anzahl der Basenpaared@p)eweiligen Exons. Graue vertikale Balken
kennzeichnen die Primer, die schraffierten Kastcfemsen die Exons zusammen, die nicht vom
alternativen Spleil3en betroffen sind und in deneme Primer gelegt wurden. Fir die genauen
Sequenzen siehe auch Anhang 6.2.4.)

Abbildung 19: SpleiRvarianten vdengt Verwendet wurden die Primer 134 und 234.
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5 Diskussion

Durch Mutationen in deKCNQ-Genfamilie kann es beim Menschen zu verschiedgestischen
Erkrankungen kommen, etwa dem Long-QT-Syndrom undein Herzrhythmusstérungen, den
benignen familiaren Neugeborenenkrampfen und verdehen Formen der genetisch bedingten
Taubheit bzw. dem progredienten Horverlust. DieKatiumkanéale kodierendelRCNQ-Gene liegen
bereits im Genom verschiedener niederer Speziesetaa der Nematod€aenorhabditiselegans
[69] oder der Tauflieg®rosophila melanogastd70]. Um dieKCNQ-Genfamilie im Hinblick auf die
beim Menschen beobachteten Erkrankungen zu erfemsast allerdings das Wirbeltier Zebrafisch fur
die Grundlagenforschung ein geeigneteres Tiermokhetler vorliegenden Studie konnten zu den finf
humanenKCNQ-Genen acht orthologe Zebrafischgene identifizieerden, von denen vier Gene

SpleilBvarianten aufweisen.

51 Der Zebrafisch als Tiermodell

Der Zebrafisch ist ein in der biomedizinischen Ebtgg weit verbreitetes Tiermodell [63]. Das
Zebrafischgenom ist sequenziert [82] und der Zé&whfist ein Wirbeltier, das sich bei geringen
Kosten einfach ziichten lasst. Die Generationsztitigt etwa drei Monate [63-65]. Der Zebrafisch ist
anatomisch einfacher aufgebaut als etwa Nagetidemynoch kdnnen verschiedene komplexe
Verhaltensweisen beobachtet und antrainiert wejgigln

Nachteile des Zebrafischmodells sind die erhebticm@atomischen Unterschiede zum Menschen und
die Mdoglichkeit der Subfunktionalisierung von Geraufgrund der zusatzlichen Genomduplikation

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

5.1.1 Herz

Das Herz des Zebrafischembryos ist gut einsehbdrlésst sich mittels Lichtmikroskopie einfach
untersuchen [83, 84]. Es besteht jedoch aus neneistrium und einem Ventrikel ohne separaten
Lungenkreislauf, so dass unklar war, ob der Zebechfiein geeignetes Tiermodell fur humane
kardiovaskulare Erkrankungen darstellt [63].

In neueren Studien konnte ein EKG des adulten Zisbhees mittels zweier Nadelelektroden tber der
ventralen Epidermis abgeleitet werden, nachdemZeéérafisch paralysiert und perfundiert worden
war (Abbildung 20) [83]. Die durchschnittliche H&emuenz betragt beim Zebrafisch 151 + 30
Schlage pro Minute, die Leitungsintervalle sind dehen des Menschen vergleichbar [83]. So betragt
die durchschnittliche QTc-Zeit des erwachsenen &edwhes 416 + 8 Millisekunden [85]. In der
Studie von Milan et al. konnte gezeigt werden, ddeslikamente, die beim Menschen eine QT-

Prolongation bewirken, auch beim Zebrafisch zureiferlangerung der QT-Zeit fihren und damit ein
60



Aquivalent des humanen Long-QT-Syndroms im Zebchfigrzeugt werden kann [83]. Durch
Knockdowmmit antisense Morpholinos des ortholog@@NH2, einem Gen, das fur einen Kaliumkanal
kodiert, konnte beim Zebrafischembryo eine Bradgllearund in hoher Dosis sogar eine Asystolie
erzeugt werden [86]. Durch eine mittels Ethylnitnes induzierte Mutation ikcnh2konnte gezeigt
werden, dass homozygote Zebrafischembryonen nach 0 Tagen absterben, heterozygote Tiere
jedoch das Erwachsenenalter erreichen [85].

Trotz morphologischer Unterschiede gibt es zwiscliemsch und Zebrafisch Gemeinsamkeiten. So
spielen Gene, die fir lonenkanéle kodieren, sovkefin Menschen als auch beim Zebrafisch eine
wichtige Rolle in der Elektrophysiologie des HerzerMutationen dieser Gene flihren zu
vergleichbaren pathologischen Phanotypen, womih siler Zebrafisch als Tiermodell fir die

kardiovaskulare Forschung eignet.

Abbildung 20: EKG des Zebrafisches (nach [83])irAtiales EKG mit Artefakten durch Muskel- und
Kiemenbewegungen. B: EKG nach Signaloptimierung eitere Artefaktreduktion durch
Signaloptimierung und Paralyse mit p-conotoxin BI(CTX).

5.1.2 Zentralnervensystem

Der Zebrafisch weist ahnliche Strukturen des Zémgraensystems auf wie der Mensch und zeigt
hohere kognitive Funktionen, wie etwa Gedéachtnid spziales Verhalten, auch wenn diese im
Vergleich zum Menschen stark vereinfacht sind. Dakenzephalon besitzt nur einen rudimentaren

Kortex und es existieren fischspezifische Orgareeetiva das Seitenlinienorgan [63].
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Zebrafische zeigen eine gewisse Krampfanfalligkb@gi Gabe prokonvulsiver Medikamente
(Abbildung 21). Dabei wird ein Krampfanfall bei Zefischembryonen bzw. -larven in drei Stadien
eingeteilt: Stadium | geht mit einer dramatischehdBung der Schwimmgeschwindigkeit einher. Im
Stadium II kommt es zu whirlpool‘-artigen, zirkularen Schwimmbewegungen. Zu klohew
Zuckungen, die zu einem Verlust der Korperhaltuitydén, kommt es im Stadium Ill. Dabei fallt der
Fisch auf eine Seite und bleibt fur ein bis drekiBelen unbeweglich liegen [82, 87, 88]. Durch
spezielle Elekroden, die im so genannten optisdresrium, der grof3ten Mittelhirnstruktur, befestigt
sind, kdnnen an immobilisierten Zebrafischlarvedpfy epileptiforme Entladungen gemessen werden
[88]. Baraban et al. setzten sieben Tage alte Zisbn@ dem prokonvulsiven PTZ (Pentylentetrazol)
aus, bis sich eine generalisierte tonisch-kloniggileptische Aktivitat zeigte. Danach wurden sie m
Antiepileptika behandelt [88]. Berghmans et al. Ithie Zebrafischlarven fir 24 Stunden in
Antikonvulsiva-angereichertem Wasser und verabteith anschlieRend das prokonvulsive
Pentylentetrazol (PTZ), was in der Mehrheit dedd=al einer Bewegungssuppression fiihrte [82].
Andererseits konnten Gber ENU-Mutationen auch jilgefebrafische (3 bis 7 dpf) gezlichtet werden,
die eine gewisse Resistenz gegen PTZ-induziertengfi@anfalle zeigten, da sie bei hohen PTZ-
Konzentrationen lediglich Stadium Il eines epilsplien Anfalls erreichten [89]. In einer Studie von
Winter et al. wurden Zebrafischembryonen verschiede Medikamenten ausgesetzt, die beim
Menschen Krampfanfalle auslésen kdnnen. In 72 % Hale zeigten die beim Menschen
prokunvulsiven Medikamente ahnliche Effekte beinbiaéisch [87].

Damit stellt der Zebrafisch ein geeignetes Tierniade Untersuchung neurologischer Erkrankungen

wie etwa der Epilepsie dar.

Abbildung 21: Elektroenzephalogramm eines Zebrhéscmit epilepsieartiger Aktivitat (nach [88]).
A, links: Platzierung der Elektrode an einem in Agangebetteten Zebrafischembryo. A, rechts: EEG
eines Zebrafischembryos, der 15 bzw. 45 Minuten RiltZ behandelt wurde. B: vergrof3erte
Ausschnitte aus A (a zeigt eine interiktale Entlagitb eine iktale Entladung).
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5.1.3 Innenohr

Etwa nach 20 hpf werden beim Zebrafischembryo ds¢er Haarzellen sichtbar und die Otolithen
lagern sich an die Kinozilien an. Nach 96 hpf schmien die Larven frei und besitzen voll
funktionsfahige Ohren, die in den ersten Wocheestirebens aufgrund der schwachen Pigmentierung
gut sichtbar bleiben [90]. Der Zebrafisch besitader AuRen- noch Mittelohr, dafiir aber ein fur
Vertebraten typisch aufgebautes Innenohr, auch vkemme Cochlea vorhanden ist. Der Zebrafisch
gehort zur Gruppe der Ostariophysi, die den WeberscApparat besitzen, der Uber vier kleine
Kndchelchen die Schwimmblase mit dem Innenohr weldti. Dadurch kénnen Zebrafische in einem
Bereich zwischen 100 und 5000 Hz hoéren [91]. Fisbhsitzen zuséatzlich zum Ohr noch das so
genannte Seitenlinienorgan, das sensorische Hbarzalfweist. Dadurch kénnen sie im Bereich
tiefer Frequenzen empfinden. Dies betrifft vor mlleNVasserstromungen, das Schwimmen im
Schwarm und die Gefahrenwahrnehmung [90].

Bisher wurden verschiedene vestibulare und auditbe Defekte beim Zebrafisch erforscht [91]. Um
Mutanten mit Vestibularisdefekten zu identifizierdlann beispielsweise das Schwimmverhalten
analysiert werden. Dabei kann beobachtet werdesy Matanten auf der Seite, kopfiber, in Kreisen
oder Schleifen schwimmen. Diese Bewegungsablaufgezedabei Ahnlichkeiten mit einer tauben
Mausmutante, die gleichzeitig einen Vestibularielef aufweist. Bei einer Vielzahl der
Zebrafischmutanten, die in Kreisen schwimmen, kengleichzeitig eine abnormale Struktur und
Funktion der Haarzellen nachgewiesen werden [9Hufig zeigen Zebrafische, bei denen eine
Mutation in einem orthologen Gen vorliegt, das bé&fanschen zur Taubheit fihrt, zusatzlich eine
vestibulare Dysfunktion [92], so dass durch die dgsichung der vestibuldren Funktion des
Zebrafisches indirekt die auditorische Funktion Igsiart werden kann. Darlberhinaus fihrt ein
auditorischer ~ Stimulus  bei  Zebrafischmutanten mit auheit zu einer direkten
Bewegungsreaktion [93].

Der Zebrafisch erreicht ein durchschnittliches Alten drei bis funf Jahren bei einer Generatioriszei
von etwa drei Monaten [63]. Es ist daher fraglioch,der Zebrafisch ein geeignetes Tiermodell fur die
Untersuchung des autosomal-dominant vererbten IHasteaufgrundKCNQ4Mutation darstellt, da
diese Form des Horverlusts beim Menschen durchislatimiin der zweiten bis dritten Lebensdekade
auftritt [32]. FUr KCNQ4 wurde nur ein orthologes Gen beim Zebrafisch ifieigtrt, so dass eine
Neofunktionalisierung oder Subfunktionalisierungnigeer wahrscheinlich ist, als bei Vorliegen von
zwei co-orthologen Genen [78].

Punktmutationen inKCNQ1 bzw. KCNE1 fuhren beim Menschen zum Jervell-Lange-Nielsen-
Syndrom, das mit angeborener hochgradiger bilae@thwerhorigkeit assoziiert ist [41]. Aufgrund
dieser frihen Krankheitsmanifestation im Menschémnke der Zebrafisch hier ein adéquates
Tiermodell darstellen.

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

Menschen kann der Zebrafisch als Tiermodell zuofschung der Taubheit herangezogen werden.
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Bisher konnte von einem Drittel der Gene, die bBlenschen zur syndromalen oder nonsyndromalen
Taubheit fuhren, orthologe Gene beim Zebrafiscimtiflziert werden [91]. So wurde beispielsweise
kcnd3 ein Gen, das fir eine Untereinheit eines Kaliumaks kodiert, in den Haarzellen des
Zebrafisches nachgewiesen [92].

Fur die Erforschung der Taubheit scheint der Zédrhfals Tiermodell zwar geeignet, weist aber

gewisse Limitationen auf.

Abbildung 22: Innenohr des Zebrafischembryos (I;WB3ld) und des adulten Febrafisches (rechtes
Bild) (nach [90]). ac: anteriore Crista am: antegidakula, I: Lagena, mc: mediale Crista, o: Oglit
pc: posteriore Crista, pm: posteriore Makula, £c8ke, u: Utrikuli.

5.2 Die KCNQ-Genfamilie

5.2.1 Genomduplikation

Das Zebrafischgenom umfasst 50 Chromosomen [94].nEisten Genfamilien umfassen mehr Gene
als dies bei Saugetieren der Fall ist [81], wobesgesamt etwa 70-80 % Homologie zum
menschlichen Genom besteht [88]. Fir jedes der chdiobken KCNQGene konnten am
Zebrafischmodell orthologe Gene gefunden werdenK@MQ3 und KCNQ4 jeweis ein orthologes
Gen, zuKCNQ1, KCNQ2undKCNQ5jeweils zwei co-orthologe Gene.

Es wird angenommen, dass bei Landwirbeltieren inmuféader Evolution insgesamt zwei
Genomduplikationen stattgefunden haben [95], wahe=sn bei Strahlenflossern wie dem Zebrafisch
zu einer zuséatzlichen Genomduplikation (Tetrapkaton) kam, wodurch die Co-Orthologie erklart
werden kann [78]. Trotz der zusatzlichen Genomdagibn besitzt der Zebrafisch entegegen der
Vemutung nicht doppelt so viele Chromosomen wie aetder Mensch, sondern lediglich
50 Chromosomen. Vermutet werden eine starke FudgorChromosomen im Zebrafischgenom bzw.
eine starke Spaltung der humanen Chromosomen [86th Untersuchung verschiedener Teleostei
(echte Knochenfische) kann davon ausgegangen weddss der letzte gemeisame Vorfahre von

Strahlenflossern und Landwirbeltieren 12 bis 13ldidp Chromosomen besessen hat, bevor es zur
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Genomduplikation kam [96, 97]. Durch phylogenetessé&nalysen konnte die Genomduplikation auf
einen Zeitraum vor etwa 350 Millionen Jahren dauwesrden [78].

FiUr mindestens 20 % der humanen Gene besitzt deraffech zwei co-orthologe Gene [78, 96].
Durch Genverlust oder sich entwickelnde Nonfunkdigét entspricht die Anzahl der Gene nicht der
vermuteteten doppelten Anzahl im S&ugetiergenonh [@ddererseits gibt es auch seltene Falle, in
denen zwei Saugetiergene nur durch ein orthologesh®im Zebrafisch reprasentiert werden [80].
Eine Genduplikation fuihrt in 50-90 % der Falle aanfunktionalen Genen, es entstehen so genannte
Pseudogene. Desweiteren kann es zu Genen mit ‘eténd Funktionalitat kommen
(Neofunktionalisation bzw. Subfunktionalisation)8][7 Entscheidend bei der Subfunktionalisierung
ist, dass sich die betroffenen Gene in ihrer Fonkérgdnzen [98]. Die Subfunktionalisierung kann so
genutzt werden, um einzelne konservierte Gene Bgingetier besser zu charakterisieren [78].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten GE@NQ1, KCNQ2undKCNQ5werden aufgrund der
Genomduplikation beim Zebrafisch durch jeweils zweiorthologe Gene reprasentiert. Obwohl die
Orthologie unabhangig von der jeweiligen Funktiefimert ist [78], ist die Funktion orthologer Gene
dennoch haufig konservigft9]. Somitkénnen Studien zu Mutationen im Zebrafischgenomhtige
Hinweise auf die Funktion menschlicher Gene und demch die Mutation hervorgerufenen

Pathomechanismus aufzeigen [79].

5.2.2 Syntenie

Trotz friher phylogenetischer Trennung von Menscld Webrafisch finden sich umfangreiche

konservierte Syntenien zwischen beiden Spezies [dfer konservierter Syntenie versteht man die
evolutionar beibehaltene Nachbarschaft verschigd&eme auf einem Chromosom [79]. So finden
sich Gruppen von Genen, die beim Menschen in emmshbarschaft auf einem Chromosom

lokalisiert sind, auch beim Zebrafisch in dhnlicKenstellation auf einem gemeinsamen Chromosom
[80, 81]. Durch die Syntenie kann die Orthologieisolien zwei Genen verifiziert werden [99] die

durch ClustalW vorhergesagt wurde. Barbazuk etkahnten zeigen, dass die Syntenie zwischen
Mensch und Zebrafisch durchschnittlich 3,7 Geneasstf [99]. Von den bisher analysierten Genen
und ESTs (Expressed Sequence Tags) weisen etwa B@n8ervierte Syntenie auf. Bei 20 % der

analysierten Gene und ESTs vermutet man zusatzghtenien, homologe Segemente, Fehler in der
Orthologie bzw. Genkartierung oder einen Verlus$ deenschlichen orthologen Gens als Ursache
fehlender konservierter Syntenie [99].

Das Wissen uber die Beziehungen zwischen dem humame dem Zebrafischgenom kann genutzt
werden, um genetisch bedingte Erkrankungen duraigl®ieh mit Mutationen in orthologen Genen

naher zu untersuchen [99].
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5.2.3 Konservierung

5.2.3.1 Proteinzielsteuerung

Dahimene et al. beschreiben ein N-terminales Segnien KCNQ1, das wichtig fir die
Proteinzielsteuerung ist. Kommt es in diesem Béraia Mutationen, verbleiben die Proteine im
endoplasmatischen Retikulum. Das Segment bestehtdau auch bei den ander&CNQ-Genen
konservierten Aminosaurensequenz QxxxXYXXLERPxGWhbé€la 19) [39]. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese Sequanaubidie letzten beiden Aminosauren ,GW* auch
im  Zebrafischgenom konserviert ist (Tabelle 19).edilegt eine Bedeutung fur die

Proteinzielsteuerung auch beim Zebrafisch nahe.

KCNQ Aminosauresequenz keng Aminosauresequenz
(human) (human) (Zebrafisch) (Zebrafisch)
kcnga_d QGDWNH_ERPAGLRCF
KCNQ1 QGRWNFLERPTGW.CF - T T
kenqg QGRWNHERPTGWKCF
kengb_e ONFLYNALERPRGVAFI
KCNQ2 QNFLYNVLERFRGWAF -
kenqi QNFLYNVLERFRGWAF|
KCNQ3 QrLI YDALERPRGWAFL kengh ONLI YDALERPRGVALL
KCNQ4 ONWYNWLERFRGWAFV kengj QNCLYNVLERFRGVAFI
kengce ONYLYNWVLERPRAVAFV
KCNQ5 QNYLYNVLERFRGWAFI - =
kengf QNYLYNVLERFRSWAFI

Tabelle 19: Fir die Proteinzielsteuerung verantietie Aminosauresequenz (nach [39], erganzt um
eigene Ergebnisse).

5.2.3.2 Retigabinsensitivitat

Schenzer et al. [100] und Wuttke et al. [101] kemnzeigen, dass ein Tryptophanrest (W) im S5-
Segment wichtig ist fur das Ansprechen auf daskéntiulsivum Retigabin (Retigabinsensitivitat).
Das entsprechende Segment isKidbNQ2 bis KCNQ5 konserviert (Tabelle 20). Retigabin aktiviert
Kaliumkanale, eine Funktion fur die das Tryptopl2&® wichtig aber nicht alleinig verantwortlich ist
[100]. In den Aminosauresequenzen beim Zebrafisifte sich, dass das Tryptophan an der gleichen
Stelle lokalisiert und innerhalb deengGenfamilie konserviert ist (Tabelle 20). Auch dasicin-266

(L) in KCNQL1 [100] ist in den orthologen Genen désbrafisches konserviert. Dies kdonnte darauf
hinweisen, dass die Sensitivitat auf Retigabin amacten orthologen Genen des Zebrafischs durch

Tryptophan reguliert wird.
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KCNQ Aminosauresequenz keng Aminosauresequenz

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

kcnga_d GSYVFIHRQELI TTLYI

KCNQ1 GSYVFIHRQELI TTLYI -
- kengg GSVVFIHREELI TTLYI
kengb_e GS/VYAISKELI TAWYI

KCNQ2 GS/VYAISKELVTAWY | - -
- kenqi GSVVYAASKELI TAWYI
KCNQ3 GSAICAHSKELI TAWYI kcngh GRAIYT HSKELI TAWY|
KCNQ4 GSVVYAASKELI TAWYI kengj GSVVYAASKELI TAWYI
kengc GS/VYAISKELVTAWYI

KCNQ5 GS/VYAISKELI TAWYI -
- kengf GSVVYAISKELVTAWYI

Tabelle 20: Aminosauresequenz des S5-Segmentdiiddee Retigabinsensitivitat verantwortlich ist
(nach [100] erganzt um eigene Ergebnisse). Deckaidende Tryptophanrest (W) ist hervorgehoben.

5.2.3.3 1Q-Motiv

Der Calciumsensor Calmodulin (CaM) stellt eine migéhe Untereinheit des KCNQZ2/3-
Kaliumkanals dar, was diesen sensitiv fur intragéties Calcium macht [102, 103]. Calmodulin
bindet dabei an das sogenannte IQ-Motiv, ein Seqjuetiv, das haufig Isoleucin (I) und Glutamin
(Q) enthélt (Tabelle 21). Gamper et al. [102], Wéeal. [103] und Yus-Najera et al. [104] konntea di
IQ-Motive 1Q; und 1Q unabhéngig voneinander nachweisen.

Vergleicht man die humandfCNQ-Gene mit den Orthologen des Zebrafisches (TaB&)eso stellt
man fest, dass die IQ-Motive auch beim Zebrafissth&nden und relativ konserviert sind. Die 1Q-
Motive in KCNQL1 gleichen sich zwischen Mensch und Zebrafidadnga_d kcngg, unterscheiden

sich aber innerhalb der jeweiligen Spezies vonl@eMotiven inKCNQ2-5

KCNQ (human) IQ-Motiv 1 (IQq) (human) IQ-Motiv 2 (IQ,) (human)
KCNQ1 AAS LIQTAWRCYAAEPDS TIKVIRRMQYFVAKKKFQARK
KCNQ2 HFEKRRNPAAGQSAWRFYATNSRTD SIRAVCVMERLVSKRKFKESLR
KCNQ3 HFEKRRKPAAHQAAWRYYATRNRLD AIRAVRILQFRLYKKKFKETLR
KCNQ4 HFEKRRMPAAN)AAWRLYSTMSRAY VIRSIRILK FLVAKRKFKTLR
KCNQ5 HFEKRRNPAANQCVWRSYAABKSVS VIRAIRIMK FHVAKRKFETLR

Tabelle 21: 1Q-Motive IQund IQ der humaneiKCNQ1(nach [104]) undKCNQZ25 (nach [102]).
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KCNQ kenq

(human) (Zebrafisch) IQ-Motiv 1 (1Q,) (Zebrafisch) 1Q-Motiv 2 (1Q,) (Zebrafisch)
kcnga_d AAALIQTLWRCYACKSDS AIKVIRRMQYFVARRKFQARK

KENQL kenqg AAAZIQASWRCFALNPD AIRVIQRMYYEVARKKFQARK
kengb_e PAAGIQAAWRFHATNSRT TIRSICVMRELLSKRRFKESLR

(ENQ2 kenqi PAAGIQAAWRFYATNNRT TIRAVCIMREMVSKRKFESLR
KCNQ3 kengh PAASIQAAWRYYSTRVRE VIRALRIIM FLLNKKRFK=TLR
KCNQ4 kengj PAANLIQAAWRLYSTBQHS LIRAVRILK FLVAKRKFKTLR
kengc PAASIQAAWRLYSTDSRSY VIRAIRIMK FHVAKKKFETLR

(ENQS kengf PAAQIQGVWRSYAAENSY VIRAVRIMKFHVAKKKFIETLR

Tabelle 22: Orthologe Aminosduresequenzen der |@veo

5.2.3.4 C3-Domane

Alle KCNQ-Untereinheiten enthalten eine Cl-Domadi Calmodulin und Phosphatidylinositol-
bisphosphat bindet und eine C2-Doméne, die fir Tiramerisation und die Interaktion der
Untereinheiten wichtig ist [105]. Pan et al. konmtzeigen, dass im Gegensatz dazu die C3-Doméne
nur bei KCNQ2 und KCNQ3 von Wirbeltieren vorhandsnh(Tabelle 23) [105]. Diese C3-Domaéne
spielt eine wichtige Rolle in der Lokalisation vRIGNQ2/KCNQ3 in den so genannteaxpnal initial
segments (AlS) und im Bereich der Ranvier'schen Schnirgng.05]. Innerhalb der C3-Domaéane
befindet sich ein Bereich, der auch bei Natriumkamé&ine wichtige Funktion in der Lokalisation
spielt, die so genannte Ankyrin-G-Bindungsstell®5]L Die C3-Doméne befindet sich jeweils im
letzten Exon der entsprechenden Gehkengb_e kcngh und kengi sind orthologe Gene des
Zebrafisches zZlKCNQ2 und KCNQ3 und sind in ihrer Aminosduresequenz zu 100% kereser
(Tabelle 23). Dies legt die Vermutung nahe, dasshadie orthologen Proteine zu KCNQ2 und

KCNQ3 in den Bereichen der AIS und des Ranvier'scBehnirrings aufzufinden sind.

KCNQ N keng N .
(Mensch) C3-Domane (Mensch) (Zebrafisch) C3-Domane (Zebrafisch)
kengb_e CTRIRPYLAEGESDDSD
KCNQ2 AKVRPYIAEGESO DSDLCTP -
kenqi CTKVRPYIAEGESODSD
KCNQ3 MRERYLAEGETDDTDPFTP kcngh WGRDRYLAEGETDDTD

Tabelle 23: Konservierter Bereich der C3-Domaneydrgehoben ist die Ankyrin-G-Bindungsstelle
(nach [105] erganzt durch eigene Ergebnisse).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass versohiedsentielle Bereiche in dICTNQ-Genen

zwischen Mensch und Zebrafisch konserviert sind dader eine ebenso konservierte Funktionalitat

68



angenommen werden kann. Daher erscheint der Zstiafils gutes Modelltier zur funktionellen

Untersuchung der menschlichen Kaliumkanalfand@&NQ.

5.3 SpleiRvarianten

Beim Zebrafisch wurden in den Genlengb_ekcngf kengiundkengjalternative Exons gefunden. In

den letzten Jahren konnten diverse Studien nacbBwgeidass alternatives Spleil3en in vielen
Organismen vorkommt, um verschiedene essenti@ledische Prozesse zu regulieren. Zwischen den
Spezies sind unter den orthologen Genen die Splediten in unterschiedlichem Ausmaf3
konserviert [60]. Bei den menschlichaflCNQ-Genen konnte bis jetzt bei jedem Gen dieser

Genfamilie mindestens eine Spleil3variante nachgmmieverden [35, 36, 45, 56].

5.3.1 KCNQ2

Die Untersuchungen am Tiermodell Zebrafisch zeiggess beikcngb_efinf alternative Exons
vorhanden sind, wohingeg&onginur ein alternatives Exon 12 besitzt. In eineridfate deskcngb_e

in der die beiden Exons 17 und 18 entfernt sindhrkb es zu einer Verschiebung des Leserasters.

Im Gehirn wurden vier verschiedene SpleiRvariadiEeshumaneKCNQ2identifiziert. Bei der ersten
SpleiBvariante handelt es sich um ein zusatzlickesn, das fir die Aminosauresequenz
SSQTQTYGAS kodiert [30]. Es handelt sich hierbei das Exon 9, das beim Zebrafisdttrigb_e
und kcngi) nicht vorhanden ist. Ein weiteres alternatives rExandiert die Aminosauresequenz
SKGSPCRGPLCGCCPGRS [30], das dem Exon 12 KENQ2 entspricht. Auch die Sequenz
GILGSGFALK wird von einem alternativen Exon kodi¢80], wobei es sich hierbei nicht um ein
vollstdndiges Exon handelt, sondern nur um dereer$eil von Exon 7. Bei der vierten Variante
handelt es sich um eine Deletion einer einzelneseBa Position 2110 und um einen Basenaustausch
in Position 2120 von G zu A. Durch die Punktmutatard der Leserahmen verschoben, wodurch das
resultierende Protein aus 930 statt 872 Aminosabesieht [30]. Durch Transfektion in COS-Zellen
konnte nur durch zwei der vier Splei3varianten Keatiumstrom generiert werden [30]. Smith et al.
konnten eine lange und eine kurze Spleil3varianteKONQ2 nachweisen, die sich im C-Terminus
unterscheiden (Abbildung 23). Dabei zeigte siclssddie lange Variante in differenzierten Neuronen
exprimiert wird, die kurze Variante dagegen, dignkeKaliumstrome erzeugen kann, verstarkt im
fetalen Gehirn und in Hirntumoren [36].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten @d&iay dass auch beim Zebrafisch verschiedene
SpleiBvarianten in jeweils unterschiedlichen Enklingsstadien bevorzugt exprimiert werden.
Weitere Forschung kann so eventuell Aufschlisse diee Funktion der einzelnen Spleil3varianten

und deren Einfluss auf die Entwicklung geben.
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Abbildung 23: Lange und kurze Splei3variante desngsoelichen KCNQ2 (nach [36]). Die
Transmembrandoménen (S1-S6) sind unterstrichen. Beneich, der fur die Retention im
endoplasmatischen Retikulum kodiert (RYRR) ist umdet.

5.3.2 KCNQ4

Bei kcngjkommt eine Spleil3variante vor, in der Exon 9 awsizerschiedenen Alternativen a und b
besteht. BeKCNQ4ist eine seltene SpleiRvariante bekannt, bei den® fehlt. Dabei kommt es zu
einem Verlust von 54 Aminosauren, die den Leserahjpdoch nicht verandern. Auch bei der Maus
sind vier SpleiRvarianten bekannt, die das Exoret@effen. Dabei handelt es sich jeweils um drei
verschiedene Varianten von Exon 9 und eine Varjantder dieses ausgelassen wird. Alle bekannten
Varianten haben den gleichen C-Terminus (Abbild24p[106].

Abbildung 24: Alternative Exons dekcng4 der Maus (nach [106]). Dargestellt ist jeweils die
Aminosauresequenz.

5.3.3 KCNQ5

Beim Zebrafisch wurden b&cngckeine alternativen Exons gefunden, jedochkicenf wobei es sich

um Exon 8 handelt, von dem zwei Varianten vorkommen

70



Beim orthologen menschlichedCNQ5 konnte ein alternatives Exon nachgewiesen werBeibei
kommen zwei Varianten vor allem in der quergedeaifMuskulatur vor, eine andere Variante vor
allem im Gehirn (Abbildung 25) [107]. In der vodienden Studie stellte sich heraus, dass es sich
hierbei um Exon 9 handelt, das auch in der Mawsrativem Spleif3en unterliegt [56]. Es existieren
dabei zwei alternative Varianten (I und 1ll) desoBx9 und eine Variante (Il), bei der Exon 9 nicht

vorhanden ist.

Abbildung 25: Drei Spleif3varianten von Exon 9 desnanenKCNQ5 (nach [107]), Variante | wird
im Gehirn exprimiert, wohingegen Variante Il unédJor allem in der quergestreiften Muskulatur zu
finden sind.

5.4  Ausblick

Um die Expressionsorte verschiedener Gene beimaiisbin sowie Zebrafischembryo zu untersuchen
eignet sich das Verfahren dersitu-Hybridisierung[108, 109]. Hierbei wird die cDNA in cRNA
umgeschrieben und mit einem Markeldg’) versehen, der anschlieRend sichtbar gemachtemerd
kann. Die cRNA dient somit als Sonde fiir die Hytsigrung. Durch den Vektor pCR-TOPO, der
auch in dieser Arbeit verwendet wurde, kann sovestiisenseals auclsensecRNA erzeugt werden,
die bei denin-situ-HybridisierungenVerwendung finden [108, 109]. Besonders das Digerxiig-
System findet bei dén-situ-Hybridisierungvon Zebrafischembryonen haufig Anwendung [108]109
Die Methode der DIG-Markierung basiert auf einener&@td, das aus dem Fingerhut (Digitalis
Purpurea und Digitalis lanata) isoliert wird. Didlitén und Blatter dieser Pflanze sind die einzigen
natirlichen Quellen fir Digoxigenin, wodurch der tiADIG-Antikbrper an keinem anderen
biologischen Material bindet. Die DIG-Nukleotiderkien in die Nukleinsdaureproben mittels DNA-
Polymerasen, RNA-Polymerasen oder terminalen Teaasén eingebaut werden. Die hybridisierten
Dig-Proben kdnnen durch Anti-Digoxigenin-Antikorp€Anti-DIG) detektiert werden, wobei die
Antikdrper mit Enzymen wie alkalischer Phosphatas#er Peroxidase konjugiert sind. Wird
beispielsweise alkalische Phosphatase verwendeh Beéese durch Substrate WNBT (Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid) un®CIP (5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat )visualisiertrden [110].

Durch genetische Screeningmethoden beim Zebrafseimten bereits viele Mutationen entdeckt
werden, mit deren Hilfe Einblicke in die Physiolegind Pathologie von Vertebratengenen gewonnen
werden konnten [79]. Man unterscheidet zwei wiahtiferfahren zur genetischen Manipulation, zum
einen die so genannteeversegeneticapproachesind zum anderen die so genanrfaward genetic
screens wobei bei letzteren die Gene nicht bekannt sind daher nicht gezielt untersucht werden
koénnen [111].
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Reversgyeneticapproachedlienen der gezielten Bestimmung von Genen, deeguiehz bekannt ist
[111]. Eine weit verbreitete Methode sind so gemaniorpholinos, die zunmKnockdown der
Genexpression fuhren. Morpholinos sind chemisch ifiztgtte Antisense-Oligonukleotide, die in
Embryonen injiziert werden und an die Ziel-mRNA d@m. Dadurch blockieren Morpholinos
entweder die Translation, indem sie eine komple&rentSequenz zur 5-UTRoder zum
Initiationscodon besitzen [112] oder sie verhindelas SpleiRen, indem sie eine komplementare
Sequenz zu Exon-Intron-Grenzen besitzen [113]. Maolipos flihren normalerweise zu einem
Funktionsverlust eines oder mehrerer GdossEf functior) [66] [111]. Die Methode dekknockdown
von Genen durch Morpholinos wird genutzt, um dielion von verschiedenen Genanvivo zu
erforschen und dadurch im Verlauf wertvolle Infotimaen Uber medikamentdse Therapieanséatze und
deren Wirkungsweise zu erlangen [114]. Im Laufe maedr Zellteilungen werden die Morpholinos
zunehmend verdinnt, so dass sich die Aussagenr di¢sdien auf die friihen Entwicklungsstufen
beziehen [111]. Durch diese Methode kann in waitednden Studien zutcngGenfamilie beim
Zebrafischembryo versucht werden, den durch Mutatio bedingten Pathomechanismus beim
Menschen besser zu verstehen.

Auch dasTILLING (target induced local lesions in genomést eine Methode dereversegenetic
approachesDurch Ethylnitrosurea (ENU) oder Ethylmethansodb(EMS) werden Punktmutationen
erzielt und anschlieRend durch Sequenzierung @iezélekannter Gene detektiert [111, 115]. Durch
TILLING lassen sich in kurzer Zeit viele Mutationen in zeimen Genen nachweisen und so
potentielle KnockoutTiere zuchten [116]. Der Zebrafisch ist das zwéitedelltier, an dem diese
Methode derreversegeneticapproachesangewendet wurde [115]. Dur@iLLING erhofft man sich
neue Erkenntnisse uUber den Pathomechanismus, ddr Bunktmutationen in Genen ensteht und sich
dabei nicht auf die friihen Entwicklungsstufen desmodells bezieht [66].

Die Techniken dereversegeneticapproaches widorpholinos undrlILLING sind dabei nur sinnvoll
anwendbar, wenn die interessierenden Gene beteitgeeik und sequenziert sind. Mit Hilfe dieser
Methoden kann man in weiteren Studien &tiologischeammenhange zwischen Mutationen in den
kcngGenen des Zebrafisches und der Entwicklung vordiaaskularen, neurologischen oder
otologischen Erkrankungen aufkldaren. Durch diesedi®h konnten in der Folge Funktion und
Bedeutung von Genmutationen beim Menschen, ihreleRol der Entstehung genetischer

Erkrankungen und damit mégliche neue therapeutidcisétze naher untersucht werden.
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6 Anhang

6.1 Primer

6.1.1 kcnga_d

Ina27: 5'-ttgtgctggtggtgtttttcgggact-3’
Ina28: 5’-cgccccaccacagagcatcagcat-3’
Ina29: 5’-tcctgggtctgatcttctcatcgtat-3°
Ina30: 5’-cgtctgtaaccacaggcagaggaat-3’
Ina85: 5’-gtctgcaggctgccggagcaaata -3’
Ina86: 5’-tactgcatctttttcagccaaataca-3’
Ina87: 5’-ggacgggccggacatctctcga -3
Ina88: 5’-cagcgtgtgatccagccttctct-3’
Ina89: 5'-tctccacacctttctcaggcagaa-3’
Ina90: 5’-tccagacggatgagccgggct-3’

Inal29: 5’-gtgctggtggtgtttttcgggact-3’
Inal46: 5’-ctgagaaaggtgtggagaaggagt-3’
Inal47: 5’-aggagcccggctcatccgtct-3’
Inal55: 5’-cagagaaggctggatcacacgct-3’
Inal56: 5’-atctacacctcagtgtctccctgt-3’
Inal57: 5’-acagatgccacgaccacgattagat-3’
Ina251: 5’-cctcagtgtttgactctgtgtgegt-3’
Ina259: 5’-aaatatgtgggcattaaaggccgtct-3’
Ina260: 5’-tggccttcccgatccacgictga-3’

6.1.2 kcngb_e

Ina5: 5’-cgaaagtcggctttgtgggtctgga-3’
Ina6: 5’-ggatctggagaaacctcagactcct-3’
Ina7: 5’-tggccgctggctcacaggggaat-3’
Ina8: 5’-catgtggaaaaaaggtctgttcgtgat-3’
Ina9: 5’-gtcgtaaccccgctgcaggtcttat-3’
Inal0: 5’-cgggacagcatgtccagatgtcct-3’
Inall: 5’-agagagcctcagaccctacgacgt-3’
Inal2: 5’-gtcagagtctgtatctgattcgccct-3’
Inal3: 5’-ggacccaacgggactctgactga-3’
Inal4: 5’-acttcattccaggccacatcctgt-3’
Ina75: 5’-acgacgtgatggatgtgatagagca-3’
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Ina76:

5’-tgctcatcctgctggtgccatgaggta-3’

Inalll: 5’-agcttcggtttctgatcgtgggat-3’
Inall3: 5’-gaccaagagcctgagcttcacaga-3’
Inall4: 5’-catgcttgggtcctcaggcacct-3’
Inall8: 5’-gaaccaggcaggaaaacaccagca-3’
Ina 153: 5’-atgtacaaggcgctctccgagct-3’
Inal195: 5’-gctactttacacactcgtttggatct -3’
Inal96: 5’-aagcaccatgatatcgatgatacagaa -3’
Ina220: 5’-aggaaggactctcagatagatgtca-3’
Ina230: 5’-cccatttgtgccgtgtatatgctga-3’
Ina231: 5’-gagtccgggtgacagatgtggca-3’
Ina246: 5’-aaacgtccatcagctacatccagga-3’
Ina261: 5’-agaggttataactgtgaatttctgcca-3’
Ina262: 5’-tggactgaaggtttitgatacggga-3’
6.1.3 kcngc

Ina31: 5’-cagaactacctctacaatgtcctgga-3’
Ina32: 5'-ttctgtctgtgcetgctcttggacct-3°
Ina33: 5’-gggcatctcgttcttcgctttgect-3’
Ina34: 5’-agtctgcagactcttgatacgacataa-3’
Ina35: 5’-aagatgtgatcgagcaatactccgct-3’
Ina81: 5’-atgagcttgatgcctgcacttgtca-3’
Ina82: 5’-cggagcctcctgcacctgttgta-3’
Ina83: 5’-tcgcgggacgatgaacaacgcga-3’
Ina84: 5'-tccagtattaggagacagtgattgga-3’
Ina91l: 5’-tatgtcgtatcaagagtctgcagacta-3’
Ina92: 5’-ctgaatgtgggtaaccggtaccca-3’
Inal79: 5’-tagtcggaggtctgatccagctca-3’
Inal83: 5’-gcttggccgcegtctgtaaagtaga-3’
Inal84: 5’-catgagcatcagtggatcaatgtca-3’
Inal85: 5’-cagtctccacagtgaggttgctgt-3’
Inal97: 5’-tccaccaacagagcaacgacacca-3’
Ina252: 5’-gcgtttccagcectgegcetggtga-3’
6.1.4 kcngf

Inals: 5’-ccggaggattcagaactacctgtaca-3’
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Inal6:

5’-tccaccagataaaccaggaaagagga-3’

Inal7: 5'-ttctgggatctgtagtttatgcacaca-3’
Inal8: 5’-ggtttgcagactcttaattcggcaga-3’
Inal23: 5'-ctctcecgtcttccggagataca-3’
Inal24: 5’-accaagcagccaaacaccagcaca-3’
Inal34: 5'-ttgccttgaaggttcaagagca-3’
Inal37: 5’-ctcatccacagtaacgttagcctca-5’
Inal72: 5’-gcagcacagacagaagcacttcgagaa-3’
Inal73: 5’-aacctgccggtagatgtccagca-3’
Inal74: 5’-aggaaactctgcgcccatatgatgt-3’
Inal75: 5'-gttctggttgaggttcatgagttcat-3’
Inal76: 5’-ggtgtgcaaggttgaaagacaggt-3’
Inal77: 5’-gggttgaatgagatcctgcactgat-3’
Inal78: 5’-tatcaaagattcattccatcagaggca-3’
Ina207: 5’-agcatgctgggaagggtgtgcaaggt-3’
Ina208: 5'-tgctctgccgaattaagagtctgca-3°
Ina209: 5’-tcttaatgagttgtacactctaagaatc-3’
Ina234: 5’-caggactcgatccatcagtgctga-3’
Ina263: 5’-gaggatctgccgtctgcgctgaa-3’
Ina264: 5'-tgccggtagatgtccagcaacga-3’
6.1.5 kcnqg

Inal: 5’-cgaaagtcggctttgtgggtctgga-3’
Ina2: 5’-ccaccacagagcatcggcgtagcet-3’
Ina3: 5’-gtatctggcagagaaggatgcggt-3’
Ina4: 5’-cacatcatatggcttacgtgcttgct-3’
Ina79: 5’-gacgtgtttataattcttggaga-3’
Ina80: 5’-cgcatccttctctgccagata-3’

Ina97: 5’-cctccatccecgceatgtecgtgtaca-3’
Ina98: 5’-tgaggaaccttgtctccgtagcca-3’
Inal100: 5’-ggttgaggagagactttcacgcct-3’
Inal02: 5’-acccgtgggtctctccaagaaatta-3’
Inal07: 5’-atggtgcgcatcaaggagctgca-3’
Inal33: 5’-tgaccacagacggaccacgtact-3’
Inal50: 5’-agcagtattcacagggccatctca-3’
Inal69: 5’-cacggatggctgctcgatgagaa-3’
Inal70: 5’-cgcacatcatatggcttacgtgctt-3’
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Inal82: 5'-gttttgaagtgagaaatcaggcgtga-3’
Inal189: 5’-atcatgtttctctgtcttcgctatct-3’
Inal190: 5'-tggaggtgtggagaactggaacga-3’
Inal91: 5’-acacatgagcgactggaatgagca-3’
Inal93: 5’-gattctcatcgagcagccatccgt-3’
Inal94: 5’-gtactactttgtggccagaaagaagt-3’
Ina201: 5’-cgatccacatgcagcattcgcaga-3’

Ina204: 5'-tcatctgatgctgaacctgagccaa-3’

6.1.6 kcngh
Inal9: 5’-atccagaacctcatttacgacgcgct-3’
Ina20: 5’-ccttctcgaccagatacaccaggaaa-3’

in der Sequenz: 5'-ccttctcgaccaggtacaccaggaaa-3’

Ina21: 5'-ctgatcacagcgtggtacatcggct-3’
Ina22: 5'-taggccttcattctgaaagcagttcta-3’
Ina23: 5’-agagtccatcaaaagagggcaaacca-3’
Ina24: 5’-tgttgcatatgcatgtccaccaggaa-3’
Ina25: 5’-caggtggaagacatggagaagaaact-3’
Ina26: 5’-tgggtgtaaagggatcagtgtctgta-3’
Ina52: 5’-gtggtagagcagcgcccatcct-3’

Ina53: 5’-gttggggccgtgaccgcecgatat-3’
Ina55: 5’-atctaaatatgtatccacgtcacgct-3’
Ina60: 5’-ccccgegceactgctccaggtct-3°

Inal09: 5’-cctccectctctgaacgaggtect-3°
Inal10: 5’-cgcagcgacgtggccaacacatt-3’
Inal32: 5’-gagccgaatccttctcgtgetct-3’
Inal88: 5'-tgttgttaatatcgacagaatcagacat-3’
Inal98: 5’-agcagtctcctagacaggagtcgt-3’
Inal199: 5’-cgtcatgttttgtgctgtacaagtct-3’

6.1.7 kcnqi

Ina37: 5'-tcgtgacgatcgtggtgtttggagt-3’
Ina38: 5’-agtcctgctgcaggatttctcegtt-3’
Ina39: 5';taaagttcaggaacagcatcggcaga-3’

in der Sequenz: 5'-gaaagttcaggaacagcatcggcaga-3’

Ina40: 5’-agttctgtcgggacgccgctect-3’
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Ina41:

Ina42:

Ina 108:
Inal130:
Inal31:
Ina211:
Ina254:
Ina255:
Ina256:
Ina257:
Ina258:

5’-gaagacagtccatctaaagtgcccaa-3’
5'-ctgtttctccactttcccgagtegt-3’
5'-ttccgcettggacaccataaacctca-3’
5’-cctgaaggagcgagtgttctcca-3’
5'-tcgtcccatcatgctgggatcect-3’
5’-atatcgacagcagcatccggctga-3’
5'-ccttcagatttaaaggagcggcgt-3’
5’-aatcccatttctcattcatctctcct-3’
5’-catgatgggacgactcgggaaagt-3’
5’-gatctccatgacggctgcgcect-3’
5’-agatggaggcgatcagcaccatga-3’

Degenerierte Primer :

Pimephales promelas:

Inal58: 5’-gccgatgtaccaggceggtgatca-3’
Salmo salar:

Inal63: 5’-gcagtccagagtggatcagattgt-3’
6.1.8 kcngj

Ina93: 5’-agcaaacgctacagaaagttgcagaa-3’
Ina94: 5’-ttgagtagagacgccatgcagcct-3’
Ina95: 5’-gctctgaaagtgcaggagcagcat-3’
Ina9e6: 5'-ctgtttctctactttcaccacgegt-3’
Inal27: 5’-taatgatcatagtacagatgaatgcatta-3’
Inal28: 5’-gaaagcaccagacagctgaacacta-3’
Inal35: 5’-taaaggagaagccttgctccggat-3’
Inal39: 5’-ggagtcggagaagagcacactga-3’
Inal40: 5’-tcactccatgttaccgctgtctga-3’
Inal41: 5’-gccattccatctgataagaagctga-3’
Inal68: 5’-tcctgaactggaacagatggatgaat-3’
Inal80: 5’-ctcagcactcgtatctcacagcca-3’
Ina200: 5’-tgagttgccctgatgcagaggtca-3’
Ina253: 5'-tagtccttccaataacggaggcatca-3’

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

6.2.1.1 DNA und Aminosauresequenz mit Primern und IntromieGrenzen:

Inal56 —>
ATCTACACCTCAGTGTCTCCCTGT

DNA: GAAAAATTCATCTCATTTAGACTATTTTTACCCAAGAAACAGEGECG

DNA: TTCCATCATGTACCATCCGACCCCTCTGCTGTCCCGCGGCTBUBGG
+2: MYI-DPTPLLSRGRT F G

DNA: CTGGTCGTCCTCCAGCTCCAGCATCAAACTGAAGCAAAATGBRTAT
+22WSSSSSSIKLKQNGH EF

DNA: CCCAAACCAGAGCTCATTTCACAGCCTGGAGGAGGCAGCAEIGICC
+22PNQSSFHSLEEAAVS S A

DNA: GTCCCGCTCTCCTGTTTCACTGGAACTGGAGCCTGTAGTGAGRANAT
+22SRSPVSLELEPVVNN G S

DNA: AAGCGCACCCGTCGCTCCAGGTGGCCACACAAAAGAGCCRBCBGCC
+22 SAPVAPGGHTKEPPA H S

DNA: CCAGCGCCGCCAGCCCGTCTCCATCCACAGCGGGCCCGCARMENCG
+22QRRQPVSIHSGPGET LA

DNA: CGCCGCTGCACGCTTCACGCACAGCCCTTACCACGCCAAGATGIMGC
+22 AAARFTHSPYHAKTS M Q

DNA: GGGCGATGTGTACAACTTCCTAGAGAGACCCGCCGGCCTEAGGTGC
+22 GDVYNFLERPAGLRZC FL

DNA: GTATCACTTCCTCG'@CCTGATGGTCCTGGTGTGTCTGATCTTCAGTGT
+22 YHFLV LMVLVCLIFSYV

DNA: GTTGTCCACCATTGAACAGTATGCAGACTTCGCCACAGGATCTTGG

+22 LSTIEQYADFATGSL F W
Ina27 —» Inal29

DNA: GAEGAGA’TGTGCTGGTGGTGTTTTTCGG(BWGTATGTGGTGCGGCT

+2: IVLVVFFGTEYVVRL

Ina85 —» Ina259 —»
DNA: CTGGTCTGCAGGCTGCCGGAGCARGTGGGCATTAAAGGCCGECE
+t22WSAGCRSKYVGIKGR L R

Inal57 <+
DNA: CTTCATCAGGAAACCCATCTCCATTIER CTAATCGTGGTCGTGGCATC
+2: FIRKPISII LIVVVAS

DNA: TGTTGTTGTTCTCAGCGTCGGCTCTAATGGACAAGTGTTTGCCACGTCTGC
+22VVVLSVGSNGQVFAT S A

DNA: AATCGGATCCGCTTCCTCCAGATCTTGCGGATGCTGCATGTGGATCG
+2: 1 GIRFLQILRMLHVDR

DNA: GCAGGGAGGAACGTGGAGGCTTCTGGGATCAGTGGTTTTUG'GCAT
+22. QGGTWRLLGSVVFIH

Ina29 —>
DNA: @AGCTGATCACCACACTGTACATCG‘@GTGGGTCTGATCTTCTCATC

+2: LITTLYIGFLGLIFSS
4_
DNA: GTATITTG GATGAAGAAGGGAAGAC
+22 YFVYLAEKDAVDEEG KT
4_

DNA: AGGTTTCTCCAGCT EGTTACTGTGAC
+22GFSSYADALWWG TVT

4_
DNA: CACGATCGGCTACGGAGACAAAGTCEC T
+22TIGYGDKVPQTWIGK Al
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DNA: CGCCTCCTGTTTCAGCGTGTTTGCCATCTCCTTCTTCGCT(IF@H’
+22 ASCFSVFAISFFALP

DNA: CATTCTGGGGTCTGGTTTTGCTCTTAAAGTCCAGCAGAAAGHNGG
+22ILGSGFALKVQQKOQR QK

DNA: GCATTTTAACCGTCAGATTCCAGCCGCGGCCTCTCTP@EG@TGTG
+22 HFNRQIPAAASLI Lw

DNA: GAGATGCTACGCTTGCGAAAAGTCAGACAGCTGTACGGCTARGATGG
+22 RCYACEKSDSCTATW K M

DNA: GTACGTGCTGACGGGCGACTATATTCCCATTATAAACTCTGRIMHE
+22YVLTGDYIPIINSEN S S

DNA: TCCGGGAAACTTCAGACG@-}TAAACGCTACAAACGCAAACCCAAATC

+22PGNFRR KRYKRKPKS
DNA: CCTGCGCGACAACGGCTCCCTGGGTCCTGCTGGAGAACGEBCCATTG
+2LRDNGSLGPAGERAL S|
DNA: CCCGCAGATCACCTACGACCACATCGAGGATAAAGACGCTRIRGAT
+2PQITYDHIEDKDAVF TD
DNA: CGACTCTACIEBACCGTCAGCGATCATGGTCCGCTTTCACTCTCAGCTGTCC
+2:DST RQRSWSAFTLSCP
—>
DNA: TTCTTCTCCAGTIGAAGAAAAAGCT AACAA
+2: S S P KKKLDGPDISRNN
DNA: CAGTCTGGTGGATGAGCTGGACTTCACCACTGAGEAC
+2SLVDELDFTTEDIPL PV
«——

DNA: CCTCABACTTTCCCATGCACACAGATCCGCCATCAAGGT
+22VTDAS LSHAHRSAIKYV
DNA: CATCAGACGCATGCAGTACTTTGTGGCTCGGCGGRANMGTAAGCGAG
+21RRMQYFVARRK QAR
DNA: GAAACCGTACGACGTGCGGGACGTGATCGAGCAGTATTCATMEGGA
+2KPYDVRDVIEQYSQG HL

Inal55 —>» [na88 <«+——
DNA: CAACATGATGGTGCGCATTAAGGAGCTBCARE]
+2NMMVRIKELQR LDHTL

Ina89 <—— Inal46 —»p
DNA: CGGGAAACCTGGAATATTGCCGAGAAAGGTGTGGAAMBGAGATTA
+2GKPGIFLP KGVEKEYY
Inal147 — [nag90 <+
DNA: TACAGTAGBGCCCGGCTCATCCGBGIAGATAIGGTGTTCCAGATGGA
+2TVGARLIRLED FQMD

DNA: CGTGAAGCTGGAGAACATTCAGAAGATCCTGCTGGAGCATTTCBAA
+22 VKLENIQKILLEHFQ P K

DNA: ATCCGAGCTCCTCCAGAGGCCGAGTCCGCTGAGCTCGCGGGEGTEBACC

+22 SELLQRPSPLSSRVT vV M
In251

DNA: GAAGAGACTGGGCGTCAGTATGGATGAAACCCAATGBGCACAGAGT

+22. KRLGVSMDETQ*

<«
DNA: CAAACACTGAGAAACAAACACAGGCCCGGACCAGGAGCCTGACCATTAC
DNA: CCTTCTGAACATCATACAAGTGTGGCCACATGAGCCGAATGTAGET

DNA: GATGGCGATGGGGATGGGAGTTTTCATTATTTGGACGCCATGEBITC

DNA: GGATTGGTTTTATGGGTCGGTGATC

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

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

KCNQ1
kenga_d

MAAASSPPRAERKRWGWGRLPG----ARRGSAGLA KKCPFSLELAEGGPAG-GALYAPIA 55
-MYHPTPLLSRGRTFGVVSSSSSSH(U«QNGHEFPN QSSFHSLEEAAVSSASRSPVSLELE59

Sk i

*

10

PGAP-GPAPPASPAAPAAPPVASDLGPRPPVSLDP  ------ RVSIYSTRRPVLARTHVQG 108
PVVNNGSSAPVAPGGHTKEPPAHSQR-RQPVSIHS GPGETLAAAARFTHSPYHAKTSMQG 118

* ok ok - k% * kkke = ke k kek okk

2 0 3
RVYNFLERPTGWKCFVYHFAVFEVLVCLIFSVLS ~ TIEQYAALATGTLFWIMEIVLVVFFG 168
DVYNFLERPAGLRCFLYHFLVFLMYLVCLIFSVLS ~ TIEQYADFATGSLFWMEIVLVVFFG 178

:**:*** : :
3 [

TEYVVRLWSAGCRSKYVGLWGRLRFARKPISIIDLE IVVVASMVVLCVGSKGQVFATSAIR 228

TEYVVRLWSAGCRSKYVGIKGRLRFIRKPISIIDL IVVVASVVVLSVGSNGQVFATSAIR 238
. kkkkk wkkk kkke
4 [
5[] 6

GIRFLQILRMLHVDRQGGTWRLLGSVVFIHRQELE TTLYIGFLGLIFSSYFVYLAEKDAYV 288
GIRFLQILRMLHVDRQGGTWRLLGSVVFIHRQEER TTLYIGFLGLIFSSYFVYLAEKDAYV 298

x ke

6 [
NESGRVEFGSYADALWWGVVIVTTIGYGDKVPQTW/GKTIASCFSVFAISFFALRAGILG 348
DEEGKTGFSSYADALWWGWTVTTIGYGDKVPQTW IGKAIASCFSVFAISFFALPAGILG 358

** *********************

7

8] 9
SGFALKVQQKQRQKHFNRQIPAAASLIQTAWRCYA AENPD--SSTWKIYIRKAPRSHTLL 406
SGFALKVQQKQRQKHFNRQIPAAASLIQTUWRCYA CEKSDSCTATWKMYVLTGDYIPIIN 418

*

*kkkk * * **** .
8[] o [
10 []
SPSPKP---KKSVVVKKKKFKLDKDNG--VTPGEK ~ MLTVPHITCDPPEER--RLDHFSVD 459
SENSSPGNFRRLSKRYKRKPKSLRDNGSLGPAGER ALSIPQITYDHIEDKDAVFTDDSTD 478

* *ek k okkk *ke Kkerkekk ok ke ok k

10 []

1 [ ] 12
G------YDSSVRKSPTILEVSMPHFMRTNSFAED LDLEGETL-LTPITHISQLREHHRA 512
RQRSWSAFTLSCPSSPVKKKLDGPDISRNNSLVDE LDFTTEDIPLPVVTDASQLSHAHRS 538
- ok Kk ek e ok okke e *ke Kk -k ok kkk kke

1] 12 [] 13
13 [ ] 14
TIKVIRRMQYFVAKKKFQQARKPYDVRDVIEQYSQ GHLNLMVRIKELQRRLDQSIGKPSL 572

*.

AIKVIRRMQYFVARRKFQQARKPYDVRDVIEQYSQ GHLNMMVRIKELQRRLDHTLGKPGI 598

kkkkekkkkkkkkkkkkeookkk -

14 [] 15 []

15 ] 16
FISVSEKSKORGSNTIGARLNRVEDKVTQLDQRLA LITDMLHQLLSLHGGSTPGSGGPPR 632
[FLP-EKGVEKEYYTVGARLIRLEDKVFQMDVKLE  NIQKILLEHFQPKS-—-————— 645

L ************ * *.:*::. .

16 [ ] 17 []

EGGAHITQPCGSGGSVDPELFLPSNTLPTYEQLTV PRRGPDEGS 676

---ELLQRPSP ----------- LSSRVTVMKRLGV S---MDETQ 672
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6.2.2 kcngb_e

6.2.2.1 DNA und Aminosauresequenz mit Primern und IntromGrenzen

Inal195 —>
GCTACTTTACACACTCGTTTG GATCT

DNA: GTCAAACTGTAAGGATGGTGAAGAAATCCGCCAACGGGGARETITA
MVKKSANGEVY LP
Ina5 —>
DNA: CTCCGGCTGGGGAAAAGABABAAGTCGGCTTTGTGGGTCTBELCG
+33: PAGEKKPKVGFVGLD PG

DNA: GGGCGGCGGAGACCAGCCGAGACGGGGCACTTCTCATCGTEGATTC
+3. AAETSRDGALLIAGS ES

DNA: GCACAAAACGGGGCAGCATCCTGTGCAGACCGCGGTCCAGEBERGIC
+3: TKRGSILCRPRSSIS R G

DNA: GGAGCATCGCTCACAAGAGAAACGCGCGTTATCGCAGACTATARAA
+3: SIAHKRNARYRRLQN FL

DNA: TGTATAATGCTCTGGAGCGACCCCGCGGCTGGGCGTTCATUGATTA
+3: YNALERPRGWAFIYH AY

Inal18 <+—
DNA: ATGETTTGTGCTGGTGTTTTCCTGCCTGGTI'CEIDCTGTTTTCGCAACAA
+3: FVLVFSCLVLSVFATI

Inal53 <+—

DNA: TCAAAGAGTACAAGA%CTCGGAGAGCGCCTTGTAIU@AAATTG
+3: KEYKKSSESALYI (Y

DNA: TGACAATCGTGGTGTTTGGTGTGGAATATATTGTGCGTATCIGGGE
+3: TIVVFGVEYIVRIWA A G

DNA: GCTGCTGCTGTCGCTACAGAGGATGGAGAGGAAGGCTGAGEBTGLAGC
+3: CCCRYRGWRGRLRFA R K
Inal96 <+—

DNA: AACCCT TCTGTATCAT@;W\TCATGGTGG’IT TCGCCTCGGTGTCTGTCC
+3: PFC I IMVLFASVSVL

Ina7 —> Ina6
DNA: TGGCCGCTGGCTCACAGGGGARTTTGCCACCTCGGCCATASAGTC
+3: AAGSQGNVFATSAIR SL

S —
DNA: TGAGGTTTCTCCAGATTCCGAATGCTGCGAATGGACCGGCGCGGTGGCA
+33: RFLQILRMLRMDRRG GT

DNA: CATGGAAGCTCCTGGGATCAGTCGTCTATGCGCA(@M’GATTA
+3: WKLLGSVVYAHS LIT

DNA: CGGCATGGTATATCGGATTCCTTTGCCTCATCCTGGCATCTAGTET
+3. AWYIGFLCLILASFL VY

DNA: ACTCTGTGGAGAAGGATGACAATGCAGAGATGTTCGAGACRGACGC
+3: SVEKDDNAEMFETYA DA

DNA: CCCTCTGGTGGGGA@I’ GACTCTTACAACTATTGGCTATGGGGACAAAT
+3: LWWG TLTTIGYGDKF

DNA: TTCCTGTCACGTGGAATGGTCGTCTAATTGCTGCCACTTTCAGITET
+3:. PVTWNGRLIAATFSL I G

DNA: GGGTGGCTTTTTTCGCTCTTCC'@BTATCCTGGGCTCAGGATTTGCTC
+3: VAFFALP ILGSGFAL

Ina9
DNA: TGAAGGTTCAAGAGCAGCACAGACAGAAGCATTTCGAGAKGAACC
+3: KVQEQHRQKHFEKRR N P

—>
DNA: CCGCTGCAGGTCT'I@(I@:TGCTTGGAGGTTTCATGCCACAAMCT
+3: AAGLI AWRFHATNLS
Inas +—

DNA: CACGAACAGACCTTTTTTCCACGGBACTTTTATGCACAGACAGTGTCAG
+3: RTDLFSTWDFYAQTYV SV
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DNA: TCCCAATGTAC@CTCATTCCTCCTGTAAATCAGCTGGACATTTTAAGAA

+3: PMY LIPPVNQLDILRS
Ina220 —>

DNA: GTCTGAAGGGAAAGTCTGCT@AGGACTCTCAGATAGATGC@E
+3: LKGKSAF KDSQIDVTP

DNA: CGGTGAGATTTCACACAAAGACACTCTGTGTGGGTGCTGTCCAAGAA
+3: SEISHKDTLCGCCPRT

DNA: CCAATGTAAGCCCAGCGTAAAAGAGAAAGGCAGTCCCTCTAAGAGCA
+3: N RKPSVKEKGSPSKST

DNA: CCGGGGGGAAAGAAGCCAGAACCGATGGAGTCAAAGAGACGABRSGAG

+3: GGKEARTDGVKESPS KV
Inall3 .

DNA: T GACCAAGAGCCTGAGCTTCA@MCGBCAACAAAGCCAAACACGCTTTCA

+3: TKSLSFTDRNKAKHA F K

DNA: AAATGAAAGATGGAGCTTCTCGCCAGAACTC@QTGATTGAGTTGC
+t3: MKDGASRQNSE LIELQ

DNA: AAGACGAGGACTTCGCCATGAAGAGATTTGAGGGCTTAA@C
+3: DEDFAMKRSP EGLI
Ina261

DNA: GGCAAGTCTTCCAGAAGATTTGGGAGANIG;OO@GTTATAACTGTGAAT
+3: ASLPEDLGDDRGYNC EF

—> Ina231 <+—
DNA: TTCT GCCAZATCTGTCACCCGGAG@CGGTCACCATCAGATCAA@G
+3: LPHLSPGLKVTIRSI

Inall
DNA: TAATGCGGTTCCTGTTGTCTAAGAGGAGATRTAMAGCCTCAGACCCT

+3: MRFLLSKRRFKESLR PY
— Ina75 —> Inal0 <+

DNA: ACGACGGATGGATGTGATAGAGIMTTCAGEGGACATCTGGACATGC

+3: DVMDVIEQYSAGHLD M L

Ina262 <+—
DNA: TGICCCGHATCAAAAACCTTCAGTJGBATAGATTTGATTGTGGGTCCCC

+3: SRIKNLQS IDLIVGPP
DNA: CTCCCCCCTCGACCCCTCGCCAC@G‘A’ GGATCAGATTGTGGGAAAAG
+3: PPSTPRHK VDQIVGKG
Inal14
DNA: GAGCCAGTGCAGGAGAAAAGGACAAACCCAAAAGTGACACAGCTG
+3: ASAGEKDKPKSDTEV P E
4_
DNA: AGGACCCAAGCAA’HBGGACGTCTAAACAAGATGGAGGAG
+3: DPSMMGRLNKMEK G A
Ina230 <+—
DNA: CAATGGACCTTAAACTCAACTTTTTGRAGCATATACACGGCACAAATGG
+3: MDLKLNFLVSIYTARQ M G
Inalll <4+—
DNA: CCATCCCACGATCAGAAACCGAFCIOTTAGGCTTCAAAATTGCGTACC
+3: IPRSETEALLGFKIA Y P

DNA: CTGCTCCTCCTTACCACAGCCCTGACGAGAAGAGTGAGAABGAEGC
+3: APPYHSPDEKSEKVP D E
Inal3

DNA: AGGATGAAAACAAAGGCAAGAGCCCATCTCCCATCAAGECCCAACG
+3: DENKGKSPSPINPGP N G

— > Ina76 <+
DNA: GGACTCTGACTGAGTCAGTGTCGGCCTECCTCATGGCACCAGCAGG
+3: TLTESQCRPSTSWHDQOQ QD

DNA: ATGAGCRCCCCTCAGCGTGCCTCTCTGGAACAACAGTCGAGGAGTGTCAC
+3: EHPLSVPLWNNSRGYV SP

DNA: CGATTGGTACCGATGACCCATCACTGTACCGCTTACCGCCACTTGCC
+3: I GTDDPSLYRLPPPP FH

DNA: ATGAGAGCACGGACAACAGCCGCTCACGCAGGTCCAGGAGEBBCCGT
+t3: ESTDNSRSRRSRRPYV QQ

DNA: AGCAGGCTGCTGTCGAAAGTGACACATCCCTCTCCATTCCGBRUET
+3: QAAVESDTSLSIPSYV DH

DNA: ATGAGGAGCTAGATCGCTCTTTCAGTGGCTTTAGCATTTCCUNGEE
+3. EELDRSFSGFSISQA R E
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DNA: AAGAGGATTACGTGCCTCCAGTAAGTCTGGGGCCTTTCGGTIGGBGG

+3: EDYVPPVSLGPFGGG G G
Inal2
DNA: GGACGCTGTGTACCCGAATCAGACCATATCTAGIABCGAATCAGATA
+3: TLCTRIRPYLAEGES DT
4_
DNA: CAGACTCTGAETGTATACGCCGGGAGCACCATCCCCTCTCTCGTTTACAG
+3: DSDLYTPGAPSPLSF TG

Inal4 <4+—
DNA: GGGAGGGAACTTTCGGGBGGATGTGGCCTGGAATG/AGITTG
+3: EGTFGDRMWPGMK*

Ina246 <4—
TTGAAAAAATT TCCTGGATGTAGCTGATGGACGTTT

6.2.2.2 Vergleich der Aminosauresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ2 MVQKSRNGGVYPGPSGEKKLKVGFVGLDPGAPDSTRDGALLIAGSEAPKRGSILSKPRAG 60
kengb_e MVKKSANGEVYLPPAGEKKPKVGFVGLDPGAAETS RDGALLIAGSESTKRGSILCRPRSS 60

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

10
2

KCNQ2 GAGAGKPPKRNAFYRKLQNFLYNVLERPRGWAFIY HAYVFLLVFSCLVLSVFSTIKEYEK 120
kengb_e ISRGSIAHKRNARYRRLQNFLYNALERPRGWAFIY  HAYVFVLVFSCLVLSVFATIKEYKK 120

: . *kkk **:*******.*********** *****:***********:*****:*

2 0
3 |:| 4

KCNQ2 SSEGALYILEIVTIMVFGVEYFVRIWAAGCCCRYR GWRGRLKFARKPFCVIDIMVLIASI 180
kengb_e SSESALYILEIVTIVWFGVEYIVRIWAAGCCCRYR GWRGRLRFARKPFCIIDIMVLFASYV 180

*kk

3 [0 P
5
KCNQ2 AVLAAGSQGNVFATSALRSLRFLQILRMIRMDRRG GTWKLLGSVVYAHSKELVTAWYIGF 240
kengb_e SVLAAGSQGNVFATSAIRSLRFLQILRMLRMDRRG GTWKLLGSVVYAHSKELITAWYIGF 240
s [
6

KCNQ2 LCLILASFLVYLAEKGEN-DHFDTYADALWWGLIT] LTTIGYGDKYPQTWNGRLLAATFTL 299

kengb_e LCLILASFLVYSVEKDDNAEMFETYADALWWGLVIT LTTIGYGDKFPVTWNGRLIAATFSL 300

*hkkkkkkhkhkk kk ok o heokkkkkkhkhkkok *hkkkkkkkek kkkkkk kkkk ok

6

7 8
KCNQ2 IGVSFFALPAGILGSGFAQKVQEQHRQKHFEKRRN PAAGLIQSAWRFYATNLSRTDLHST 359
kengb_e  IGVAFFALPAGILGSGFALKVQEQHRQKHFEKRRN ~PAAGLIQAAWRFHATNLSRTDLFST 360
***: *******:****:*********.**
7 [ R
9 [ 10 [] 11
KCNQ2 WQYYERTVTVPMYSSQTQTYGASREPPLNQLELL RNLKSKSGLAERKDPPPEFSPSKGS 419
kengb_e  WDFYAQTVSVPMY---mmmmm- RLIPPVNQLDIL RSLKGKS--AFRKDSQIDVTPSSEI 408
*::* :**:**** *****:***::* *'**'** *****. : :**.
9 [ 10 []
147 13
KCNQ2 PCRGPLCGCCPGRSSQKVSLKDRVFSSPRGVAAKGKGSPQAQTVRRSPSADQSLEDSPSK 479
kengb_e  SHKDTLCGCCPRTNSRKBSVKE------------- KGSPSKSTGGKEARTDG-VKESPSK 454
:“****** .*:* *:*: ****. .* . :* :::****
11] 12 []
14
KCNQ2 VPKSWSFGDRSRARQAFRIKGAASRQNSE - =ememeemeneee EASLPGEDI 517

kengb_e VTKSLSFTDRNKAKHAFKMKDGASRQNSEVLIELQ DEDFAMKRSPAIEGLIKASLP-EDL 513

* kk kk kk okekkeok kkkkkkk vkkkk kk-

13 [] 14 []

15
KCNQ2 VDDKSCPCEFVTEDLTPGLKVSIRAVCVMRFLVSK RKFKESLRPYDVMDVIEQYSAGHLD 577
kengb_e GDDRGYNCEFLPH-LSPGLKVTIRSICVMRFLLSK ~ RRFKESLRPYDVMDVIEQYSAGHLD 572
**:. ***:“ *:*****:**::******:** :
16 [ ]
16 [ ]
KCNQ2 MLSRIKSLQS---------x---- RVDQIVGR GPAITDKDRTKGPAEAELPEDPSMM 620
kengb_e MLSRIKNLQSRIDLINGPPPPSTPRHKKVDQIVGK ~ GASAGEKDKPK--SDTEVPEDPSMM 630
******'*** :******: *': :**:'* :::*:*******
17 [ ] 18 [ ]
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17 []

KCNQ2 GRLGKVEKQVLSMEKKLDFLVNIYMQRMGIPPTET EAYFGAKEPEPAPPYHSPEDSREHV 680
kengb_e GRLNKMEKEVGAMDLKLNFLVSIYTAQMGIPRSET ~ EALLGFKIAYPAPPYHSPDEKSEKY 690
***.*:**:* * **:***.** :**** :** *k :* * . ********::. *:*
19 ]
KCNQ2 DRHGCIVKIVRSSSSTGQKNFSAPPAAPPVQCPPS TSWQPQS-HPR------QGHGTSPV 733

kengb_e PDE-----DENKGKSPSPINPGPNGTLTESQCRPS TSWHQQDEHPLSVPLWNNSRGVSPI 745
* * . *k k% *kke k k% . vk kK

KCNQ2 G-DHGSLVRIPPPPAHERSLSAYGGGNRASMEFLR QEDTPGCRPPEGNLRDSDTSISIPS 792
kengb_e GTDDPSLYRLPPPPFHESTDNSR---SRRSRRPVQ  QQAAV---------- ESDTSLSIPS 792

* *. *% *:**** *% s .* * *: : :****:****
KCNQ2 VDHEELERSFSGFSISQSKENLDALNSCYAAVAP- ----CAKVRPYIAEGESDTDSDLCT 847

kengb_e VDHEELDRSFSGFSISQAREEDYVPPVSLGPFGGG GGTLCTRIRPYLAEGESDTDSDLYT 852

kkkkkkokkkkkkkkkke ke Kkeeokkkokkkkkkkkkkk k

KCNQ2 PCGPPPRSATGEGPFGDVGWAGPRK 872
kengb_e PGAPSPLSFTGEGTFGDRMWPGMK- 876

* Kk Kk k kkkk kkk Kk Kk -

6.2.2.3 Alternative Exons

6.2.2.3.1 Splicevariant&kcngb_emit alternativem Exon 11 erstellt Gber ClustalW

1] 12
kengb_ea AFRKDSQIDVTPSSGISHKDTLCGCCPRTNSRKPS VKEKGSPSKSTGGKEARTDGVKESP 60
kengb_eb AFRKDSQIDVTP---------m-mmeme- SRKPS VKEKGSPSKSTGGKEARTDGVKESP 42

*kkkkkhkhkkk *kkkk

6.2.2.3.2 Splicevariantkcnqgb_emit alternativen Exons 13 und 14 erstellt Ubers@lwW

19 ] 14 [] 15
kengb_ed  RNKAKHAFKMKDGASRQNSEVUIELQDEDFAMKRS ------PEASLPEDLGDDRGYNCEF 54
kengb_ee  RNKAKHAFKMKDGASRQNSE---------c--ces oo EASLPEDLGDDRGYNCEF 38

kengb_ec RNKAKHAFKMKDGASRQNSEVLIELQDEDFAMKRS PAIEGLIKASLPEDLGDDRGYNCEF 60

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkk vkkkkkkkkkkkkkkkkk

6.2.2.3.3 Splicevariant&kcngb_emit alternativen Exons 17 und 18 erstellt Ubers@w

7] 18 []
kengb_ef SRIKNLQSRIDLIMGPPPPSTPRHKKVDQIVGKGA SAGEKDKPKSDTEVPEDPSMMGRLN 60
kengb_eg SRIKNLQS---------=------- RVDQIVGKGA SAGEKDKPKSDTEVPEDPSMMGRLN 43

K*kkkkkkk wkkkkkkkkk

kengb_ef KMEKEVGAMDLKLNFLVSIYTAQMGIPRSETEALL  GFKIA 100
kengb_eg KMEKEVGAMDLKLNFLVSIYTAQMGIPRSETEALL  GFKIA 83

*kkkk

Sind beide Exons herausgespleil3t, so kommt eseagarhsterverschiebung
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6.2.3 kcngc

6.2.3.1 DNA und Aminosauresequenz mit Primern und IntromGrenzen

Ina81 —
ATGAGCTTGATGCCTGCACTTGTCA

DNA: GTAGGTGATCCTGTTATTTACATGTAATGCTAAAGAAAAAABGSABA
DNA: AAAACACTCAATGTTTTTACACAGGGAACTGTGAATCTCGTGTATA
Ina252 —>

DNA: TTTGTATGTGCGCACCGCTGGTGCCAGACGCTTCCAGCCTGCGCTGG

DNA: TGATGCGATGCCCCGCAACCACAGCGGCGATGAGGGCGGTGCTGGTCTCTG

MPRBHSGDEGGAG LW
DNA: GATGAAGACCTCGCAGCACTATGGCATGAAAGATGTTGAAGCCGG
+t22 MKTSQHYGMKDVEAG R G

Ina83 —>
DNA: GACGATGAACAACGE@EAGGAATGCCGACAGTCTACTGTCGGCGCCGGG
+22. TMNNATRNADSLLSA P G

Ina82 <+—
DNA: TACAACAGGTGCAGGAGGCARBAACCAGAGGAGAAATCAGGGCGCCCG
+t22. TTGAGGSENQRRNQG AR
DNA: TCTAAGCCTGCTGGGGAAGCCGCTCGCATACAGCGCGCAGEEZGEGC
+22LSLLGKPLAYSAQSG R R
Ina31 — >
DNA: AAACGCGCGCTACAGGAAGCACAACTACCTCTACAATGTCCTGCE
+22 NARYRKLQNYLYNVL E R
DNA: ACCGCGAGCCTGGGCATTCGTTTACCATGC@TI‘I@ACATTGGTCTT
+22 PRAWAFVYHAF FTLVEF
DNA: TGGCTGTCTGGTTCTGTCTGTGTTCTCCACCATCCCGGCTGHTAOG
+22 GCLVLSVFSTIPAHM DL
Ina84 <+—
DNA: C TCCAATCACTGTCTCCTAATACPGITTGTGATGATTGTTGTGTTTGG
+22. SNHCLLI FVMIVVEFG

DNA: TCTGGAGTACATCATCCGCATCTGGTCTGCTGGATGCTGCTACAGG
+22LEYIIRIWSAGCCCR Y R

DNA: GGGATGGCAAGGACGACTGCGCTTCGCTAGAAAACCATTON'B@I’G
+t22. GWQGRLRFARKPFCV

DNA: CATTATTGTGCTCATAGCATCCATCGCAGTGGTTTCAGCTGGABGG
+221IVLIASIAVVSAGS QG

DNA: CAATATTTTTGCCACGTCTGCACTTCGCAGTCTGCGTTTTTRGTEG
+22NIFATSALRSLRFLQ I L

DNA: GCGCATGGTGCGCATGGACCGGCGAGGCGGTACCTGGAMBGATCTTT
+22 RMVRMDRRGGTWKLL G S

DNA: TGTAGTCTACGCTCACAGC@AGCTTGTGACTGCCTGGTACATTGGCTT
+2: VVYAHS LVTAWYIGF

DNA: CTTGGTCCTGATCTTTTCTTCATTCTTGGTCTACTTGGTGG/ABAAA
+22LVLIFSSFLVYLVEK EF

DNA: TAACAAACAGTTTGCCACCTATGCTGATGCCCTCTGGTGC@TAC
+t22 NKQFATYADALWWG

DNA: CCTCACAACCATTGGATATGGGGATAAGACTCCACAGACCT®EAACC
+22 LTTIGYGDKTPQTWT G R
Ina33 —>

DNA: ACTTCTTTCCGCAGGGTTTGCTTTGIIGCATCTCGTTCTTCGCTTTGCC

+t22 LLSAGFALLGISFFA L P

Ina32 <4+—
DNA: TG@GTATTCTCGGCTCTGGTTTTGCTCQ'G(ATCCAAGAGCAGCACAG
+2: ILGSGFALKVQEQHR
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DNA: ACAGA@CACTTTGAAAAGAGGCGAAACCCAGCCGCCAGTCT@TACA
+22. QKHFEKRRNPAASLI

DNA: TGCGTGGCGTCTCTACTCCACAGACCTGTCCAGATCATACGUEAET
+22 AWRLYSTDLSRSYLS AT

DNA: ATGGCTGTTCTATAAAAGTGTTCTCCCTCCT@A\AGACCAGGGGGA
+t22WLFYKSVLPPQ KDQGE

DNA: ATCCATCAGC@CAAAAGTTAAGTTTCCGTGAGCGAGTGCGCATGGCCAG
+2: S 1S QKLSFRERVRMAS

DNA: CCCGCGTGGTCAGAGTGTAAAGAGCAGACAGATGTCTGTTBAGGAC
+22PRGQSVKSRQMSVND R R

DNA: CTCTCCTGGCACAGAGGTGGCAGTGGAGGGCAGCAGTCCBGCCAAG
+22SPGTEVAVEGSSPAK vV Q

DNA: GAAGAGCTGGAGCTTCAATGACCGAACACGCTTTCGACCEAGGCTC
+22 KSWSFNDRTRFRPSL R L

DNA: CAAGAGCCAGTCACGCACAACGAC@BACACCACTCTTGGACCGGA
+t22. KSQSRTTTE DTTLGPD

DNA: TGATGCTTTTGATGATAAGGCTTGCCACTGTGATGTGACAGIAGAA
+22DAFDDKACHCDVTVE DL

DNA: GTCAGCTCCGCTAAAGGCAGTGATCAGGGC@EAATGAAGTTCCA
+22 SAPLKAVIRAI IMKFH

DNA: TGTGGCCAAAAAGAAGTTTAAGGAGACACTGCGGCCGTATEMGAG
+22VAKKKFKETLRPYDYV K D
Ina35 —> Ina34 <+—

DNA: TGTGATCGAGCAATACTCCGGACACCTAGATATCATGTCGTATCAA
+22VIEQYSAGHLDMLCR I K

Ina91 —»p
DNA: GAGTCTGCAGAAGUETGGATCAGATACTGGGCAAGGGCCAGATTTCAGT
+2: SLQT VDQILGKGQISYV

DNA: GGACAGAAAAGGCAGAGAGAAAATCCTCCCAGAAGGAGAGKOTAG

+22 DRKGREKILPEGESL E H
Ina183 —>

DNA: TGACATGAGCAGCTTGGCCGCGTCTGTAAAG'B\@ACETCCAGTC

+22DMSMLGRVCKVER QS

DNA: CATAGAGTCAAAGTTGGACTCATTGCTGGATATATACCGGUAGERG
+22 lESKLDSLLDIYRQYV L Q

DNA: GAAAGGCTCCTCTTCGATGCTCGGGTTGTCTGCTTTGCCAGRATTT

+22 KGSSSMLGLSALPLF EL
Inal79 <+

DNA: GGATCAGACCTCTGACCAAAGTTCCCTCCATAGCAAGGAATCTTCCTC

+22DQTSDYQSSLHSKES S S

DNA: CCAGCTCACCGGTAGTGGAGTGTCTCGTTCCTGCAGCAGTBACTGEG

+t22. QLTGSGVSRSCSSNL H R
Ina92

DNA: CGGTCTTCATCTTGCTTTGGCCCCTAGTGAACTCAATETACCGGTTA

+22GLHLALAPSELNLGT GY

S
DNA: CCCACATTCACCTCCTCTTTCTCACCTTCCCCTCTCCTCAACAACCAACC
+2PHSASSFSPSPLLNN QP

DNA: TTCCAGTCCAGACAGTTTCTACCCATCATCCCCTCCTCCAAATCTC
+22SSPDSFYPSSPPPIL TP

DNA: CAACAACCTCTCCAGAAGCCACCAGCGGTTTAGTGAGTTARCTSGG
+22 NNLSRSHQRFSELTR PV

DNA: CCCAACAGTCCATTCAACCTCAACAACCCTTCAGCTCCCG@IARTS
+t22PTVHSTSTTLQLPPM vV P

DNA: AGCGCCTCCAGGTCGGCCTACCAGCCTCATCCCAGAGACTENBABG
+22 APPGRPTSLIPETLAQ ES

DNA: CCGGGCTGAGTGTCCGACAAATTGCCTGCTGGGGACCCAMNATGRAG
+22RAECPTNCLLGTQNE V E
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DNA: GTCAGACAAGGAGGCTGAGAGTATTCCAAGCACGGTACAGEATASG

+22. SDKEAESIPSTVQLR D K

DNA: GCCTGAGCGCAACTCCAAGGAAGATGGGTCCTGGAGAAGAGEONG

+22 PERNSKEDGSWRRHL SL
Inal84 +—

DNA: TGACATTGATCCACTGATGCTCFECTTCCACAGCAGCTGCTTCGCTACA

+22 DIDPLMLMSSTAAAS L Q

DNA: GGTCGAGCGTGGACTCGGTAAGTCTCTTTCAGCTCAGAACCTRBTG
+22VERGLGKSLSAQNLM LP

DNA: AACTGCTGCTGACTGCCACCCTGCATTGTCCACTCGGAGCAGCSGC
+22. TAADCHPALSTRSSG S S

DNA: CAACAATGAGTCCAGCGACCGCGAGCCGCTGACCGACTGBGGGBAA
+22NNESSDREPLTDWGE TE
Ina197 —»
DNA: ACTCTTTATCAGTGACAAAGAGATGGACTITTCACCAACAGAGCAACGA
+22LFISDKEMDFLHQQS N D

DNA: CACCACTTCTCTTCTGAGCTGCTACGGACAGGGGCCAGCGGGACGTCTCC
+22 TNFSSELLRTGASGT SP

DNA: CAGTCAGGCTGGACCAAGAGATGTTCTCGAGTCCCATAACTAGCCTT

+22. SQAGPRDVLESHNLP HV
Inal85 4+—

DNA: ATGCCTCGAATAACCCCAACGGAGEGCAACCTCACTGTGGAGACTG

+2. CLE*

6.2.3.2 Vergleich der Aminosauresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ5 MPRHHAGGEEGGAAGLWVKSGAAAAAAGGGRLGSIBKDVESGRGRVLLNSAAARGDGLLL 60
kengc MPRNHSGDE--GGAGLWMKT---------- SQHYG MKDVEAGRG--TMNNATRNADSLLS 46
***:*:*.* *.****:*: * *****:*** :*.*: “*.**
1 0
KCNQ5 LGTRAATLGGGGGGLRESRRGKQGARMSLLGKPLSYTSSQSCRRNVKYRRVQNYLYNVLE 120
kengc A---PGTTGAGGS---ENQRRNQGARLSLLGKPLA YS-AQSGRRNARYRKLQNYLYNVLE 99
“* *.**. *.:* :****:*******: *: :** ***.:**::*********
2 [ 3
KCNQ5 RPRGWAFIYHAFVFLUWFGCLILSVFSTIPEHTKL ~ ASSCLLIEEFVMIVVFGLEFIIRIW 180
kengc RPRAWAFVYHAFVFTLVFGCLVLSVFSTIPAHMDL ~ SNHCLLIEEFVMIVVFGLEYIIRIW 159
***. : . * .* ., ****************:*****
2 [ 3 0
4
KCNQ5 SAGCCCRYRGWQGRLRFARKPFCVIDTIVLIASIA  VVSAKTQGNIFATSALRSLRFLQIL 240
kengc SAGCCCRYRGWQGRLRFARKPFCVIDIIVLIASIA VVSAGSQGNIFATSALRSLRFLQIL 219
*kkk :*******************
4 [
5
KCNQ5 RMVRMDRRGGTWKLLGSVVYAHSKELITAWYIGFL VLIFSSFLVYLVEKDANKEFSTYAD 300
kengc RMVRMDRRGGTWKLLGSVVYAHSKEEVTAWYIGFL VLIFSSFLVYLVEKEFNKQFATYAD 279
: **************: **:*:****
5[]
6 [] 7
KCNQ5 ALWWGTITLTTIGYGDKTPLTWLGRLLSAGFALLG  ISFFALPAGILGSGFALKVQEQHRQ 360
kengc ALWWGTITLTTIGYGDKTPQTWTGRLLSAGFALLG  ISFFALPAGILGSGFALKVQEQHRQ 339
*%
6 [] 7 [
8 [] 9
KCNQ5 KHFEKRRNPAANLIQCVWRSYAADE-KSVSIATWK PHLKALHTCSPITKKEQGEASSSQKL 419
kenge KHFEKRRNPAASLIQAAWRLYSTDLSRSYLSATWL  FYKSVLP---PQRKDQGESISSQKL 396
***********'***”** *::* :* *k% : "* * :*:***: *kkkk
8 [] 9 []
10[ ]
KCNQ5 SFKERVRMASPRGQSIKSRQASVGDRRSPSTDITA EGS-PTKVQKSWSFNDRTRFRPSLR 478
kenge SFRERVRMASPRGQSVKSRQMSVNDRRSPGTEVAV EGSSPAKVQKSWSFNDRTRFRPSLR 456
**:************:**** **'*****'*: o *k% *:*******************
10[ ]
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KCNQ5
kengce

KCNQ5
kengce

KCNQ5
kengce

KCNQ5
kengce

KCNQ5
kengce

KCNQ5
kengce

KCNQ5
kengce

KCNQ5
kengce

KCNQ5
kengce

6.2.4

11 []

12

LKSSQPKPVIDADTAEGTDDVYDEKGCQCDVSVED LTPPLKTVIRAIRIMKFHVAKRKFK 538

LKS-QSRTTTEADTTLGPDDAFDDKACHCDVTVED

*kk k - vkkkekk kk okek kekkkokkk

ETLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLCRIKSLQTRVBQ
ETLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLCRIKSLQTRVD@

14
-DLSMLGRVVKVEKQVQSIESKLDCLLDIYQQVLR
HDMSMLGRVCKVERQVQSIESKLDSLLDIYRQVLQ

Kkekkkkkk kkkokkkkkkkhkk hkkkk khkke

QSPVDSKDLSGSAQNSGCLSRSTSANISRGLQFIL
QSSLHSKESSSQLTGSG-VSRSCSSNLHRGLHLAL

*%k « kke Kk K,k ckkk keke kkkeo k

-------- ISQSDGSAVAATNTIANQIN-----TA
NQPSSPDSFYPSSPPPILTPNNLSRSHQRFSELTR
Sk ke o %

R---PETLHPNPAGLQESISDVTTCLVAS-KENVQ
TSLIPETLQESRAECPTNCLLGTQNEVESDKEAES

*kkke Kk * ok ok k%

-FDMGGETLLS----VCPMVPKDLGKSLSVQNLIR
SLDIDPLMLMSSTAAASLQVERGLGKSLSAQNLML

ke *ek * = kkkkkk Kkkke

DFYPKWRESKLFITDEEVGPEETETDTFDAAPQPA
EPLTDWGETELFISDKE---------- MDFLHQQS
* .

. * Kkeekkkekek “*

ESTDALSLPHVKLK 932
DVLESHNLPHVCLE 936

oo kkkk ke

kengf

LSAPLKAVIRAIRIMKFHVAKKKFK 515

ke kkkokkkkkkkkkkkkkhk kkk
2 ]
13

ILGKGQITSDKKSREKITAEHETTD 598
ILGKGQISVDRKGREKILPEGESLE 575
*******: *:*'**** .* *: :

13 [ ]

KGSASALALASFQIPPFECEQTSDY 657
KGSSSMLGLS--ALPLFELDQTSDY 633

*kkek k ko ok kK kkkkk

TPNEFSAQTFYALSPTMHSQATQVP 717
APSELNLGTGYPHSASSFSPSPLLN 692

koke  kk ke ko .

PKP---AAPTTLQIPPPLPAIKHLP 761
PVPTVHSTSTTLQLPPMVPAPPGRP 752

* ke kkkkekk okk *

VAQSNLTKDRSMRKS---------- 807
IPSTVQLRDKPERNSKEDGSWRRHL 812

ke kek

STEELNIQLSGSESSGSRGSQ---- 858
PTAADCHPALSTRSSGSSNNESSDR 872
*

© kkkk .

REAAFASDSLRTGRSRSSQSICKAG 918
NDTNFSSELLRTGASGTSPSQAGPR 922

rokeke kkkk Kk ok K

6.2.4.1 DNA und Aminosauresequenz mit Primern und IntromeGrenzen

Inal23 —>
CTCTCCCGTCTTCCGGAGATACA

DNA: ACAACACGCATGCCACGCGCATTTGGGTCCGCGTTGGTGAIGOTAT

M P HJ

DNA: GCAACCACAGCGGAGATGAGGCCGGTTCCGGCCTCTGGATEBACAC
+3: NHSGDEAGSGLWMNT SP

DNA: CAGGGCACCACGCCGAAAGTTACGGATTGCATAATGTGGAMAAIFGA
+3: GHHAESYGLHNVECD N R

DNA: GAATGAAGAACAATTGTTCGCGGCCGGGGGACGGCCTGTRGDICGC
+3: MKNNCSRPGDGLLSA S H

DNA: ATGCCGGCACAGGTGCATCGGGCACGGAGAGAGACCGCGEHE2BGCA
+3: AGTGASGTERDRGKRQ G A

DNA: CTCGGCTGAGTCTGCTCGGGAAGCCGCTGGTGTACGGCACGGAMG

+3: RLSLLGKPLVYGTQS G R
Inal5 —

DNA: GGAGAAACGCGCGCTAGGAGGATTCAGAACTACCTGABGTGCTGG

+3: RNARYRRIQNYLYNYV L 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:

Inal24
AGAGACCAAGATCATGGGCTTTTATCTACCACGC@H’G@GTGCTGG
RPRSWAFIYHAF FVLYV

—
TGTTTGGCTGCTTGECTGTCTGTCTTCTCTACTATTCCAGATCACCAGG
FGCLVLSVFSTIPDH QE

: AAATGGCCTCTCAGAGTCTTCTGAT@\GTTTGTGATGATCGTTGTGT

MASQSLLI FVMIVYVF

TTGGGTTGGAGTACATCATTCGCATCTGGTCTGCTGGTTGTOGIGE
GLEYIIRIWSAGCCC RY

ACAGAGGATGGCAGGGACGTCTTCGCTTTGCAAGGAAGCUMAITIIN G
RGWQGRLRFARKPEFC Vo

TA ATAATAGTGCTGATTGCCTCAGTTGCTGTGGTTTCGGCGGGGAGTC
ITVLIASVAVVSAGSAQ

AAAGCAACATTTTTGCAACGTCTGCTCTGCGAAGCTTAAGAATABA
SNIFATSALRSLRFL QI
Inal7
TCCTGCGAATGGTACGCATGGACCGCCGCGGAGGAACTTGGAAGC
LRMVRMDRRGGTWKL L G

—>
GATCTGTAGTTTATGCAC/GBAJGGAACTGGTCACTGCCTGGTACATTG
SVVYAHS LVTAWYIG
Inal6 <+—
GGTTCCTTGTGCTCATCTTTCTCTTTCCTGGTTTATCTGGTABAGG
FLVLIFSSFLVYLVE KE

AATTCAATAAAGACTTTGCCACCTATGCTGATGCATTATGGM@
FNKDFATYADALWWG

TCACTCTAACCACTATTGGATATGGGGATAAGACTCCTAAABACTG
TLTTIGYGDKTPKTW TG

GACGAATGCTGTCTGCTGGGTTTGCTTTGCTCGGCATCTCCRUAT
RMLSAGFALLGISFF TL
Inal34 —>

: TGCCTG@GTATTTTGGGTTCAGG‘ITHGCCTTGAAGGTTCAAGAGC/—\

P ILGSGFALKVQEQH

Inal72 —
ACAGACAGAAGCACTTCGAGABAAGGAACCCTGCTGCCTGCCTCATAC
RQKHFEKRRNPAACL I Q

AG@I’GTGTGGCGTAGCTATGCGGCTGATGAGAACTCGGTTTCCGTTGCTA
VWRSYAADENSVSVAT

CCTGGAAACCTCATTTGAAGGCGTTGCATACCTGCAGTC@@BG
WKPHLKALHTCSPT

ATCAGGGAGAGTCAGCAA@QAGAAACTGAGTTTTAAGGACCGGGTAA
QGESAT QKLSFKDRVR

GAATGGCAAGTCCACGTGGACAGAGCATTAAAAGCAGGCARNO®BTC
MASPRGQSIKSRQTS VT
Ina234 <+—
CGGACAGGCGCTCGCCTGGAGCTCANACACTGATGGATCGAGTCCTG
DRRSPGAEISTDGSS P A

CCAAGGTCCAGAAGAGTTGGAGTTTTAATGACCGCACCCGATUTAG
KVQKSWSFNDRTREFR P S
Inal37
CCCTCCGTCTCAAGAGCCAATCACGGTCCACG@@Q@GGCTAACG
LRLKSQSRSTPE EANYV

4+—
TTACTGTGGATGBETTTTGATGAGAAAGGATGTCATTGTGACATGTCGG
TVDEAFDEKGCHCDM SV
Ina263 —>
TG GAGGATCTGCCGTCTGCGC GACCGTCATCAGAGCAGBGATCA
EDLPSALKTVIRAV I'M

Inal74 >
TGAAATTCCATGTGGCAAAGAAGAAGTAGBAAACTCTGCGCCCATATG
KFHVAKKKFKETLRP Y D
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Ina208
DNA: ATGTGAAGGATGTAATAGAGCAATATTCAGCTGGTCATCTBEACA

+3: VKDVIEQYSAGHLDM LC
—> Inal8 <«—
DNA: GCCGAATTAAGAGTCT@@@@@GTTGATCAGATTCTTGGTAGGGGCC
+3: RIKSLQT VDQILGRGAQ
DNA: AGATGCCTGTGGATAAGAAGGTCAGAGAAAAGCTGTTATCRGNCBG
+3: MPVDKKVREKLLSDG DI
Ina207 —> Inal76 —>

DNA: TTCTGGAAGATGT,@ISCATGCTGGGA(AGTGTGCAAG(BCEAAAGAG
+3. LEDVSMLGRVCKVER

Ina264 4¢——Inal73
DNA: TACAATCTATTGAGTCTAAGCTGEBBGTI GCTGGACATCTACCGETA

+3: Q SIESKLDSLLDIYR QV
4_
DNA: TTCTGCAGAAGGGTTCTTCCACAGCCCTCACGTTTTCCTCTCTTCCTCCTT
+3: LQKGSSTALTFSSLP PF
DNA: TTGGTTTGGAGGAGAATTCAGATTATCAGAGCACCGTCCTTAGAFA
+3: GLEENSDYQSTVLSK DL
DNA: TCTCTTGTGCGTCACAGGTCAGCCAGTCCATCTGTGGCAATBSGEC
+3: SCASQVSQSICGNHP R A
Inal75 <+—

DNA: CCCTCCAGCTAATATTAGCCCCUCASAACTCATGAACCTCAACCAGRAC
+3: LQLILAPNELMNLNDQOQ N N

DNA: ACTCCACAACATCTTCCCCAGGACTCAATCCAGCGTCCGCCTTTTRC
+3: STTSSPGLNPASASP F N

DNA: ACCTGTCGACCTTCCAGGTTCCTTCAACCCCATCACTGGAGIERCC
+3:. LSTFQVPSTPSLECP S A

DNA: CACAAGGCAGTCCATCTCAGATCCTAAACGCCAACAGTTTTCAIRC
+3: Q GSPSQILNANSFHS S|

DNA: TAGGCCACTTTCCAAGCGTGGGTCAACCACCTCCACCTCTCRCARC
+3: GHFPSVGQPPPPLSS TT

DNA: CCACTTCAAAATATCAACTTTCCACAGTTCCTTCACAAGCAGGCTa
+3:. TSKYQLSTVPSQAGH AR

DNA: GCAGTATGGGACCCACTAGGTCGGATCCCGCAGACTATGAU/AAITC
+3: SMGPTRSDPADYAKS CF

DNA: TCAGAGGAGTTGGGATAGACCTTGGACTCAACTCTAGTAT @ARGIG
+3: RGVGIDLGLNSSMIC KL

DNA: TTCAGCAGAAAAACAGACCCAGTGCTAAAGAAGACAGTTCRKEAAG
+3: QQKNRPSAKEDSSWR R H

DNA: ATATAAGTCTGGATTCAGAGGTGGAGATGGACCCCCTTGCTTCAGT
+3. ISLDSEVEMDPLAPYV SP

DNA: CTCTTGCCCCAGTTCAAGGCCAGTGCAGTGGGGACAGAGEXATEIGG

+t3: LAPVQGQCSGDRGLG K S
Inal77 <4+—

DNA: CCCTATCAGTGCAGGATCTCATTCAAGCTTTGGAGGGTGTGGGTGTGG

+3: LSVQDLIQPALEGVG V D

DNA: ACACGCATTCTAGCCAGGCTAGTTTCTCCACCAGCATCAGCEBGAS
+3: THSSQASFSTSISSS QD

DNA: ACTCTTCAGCTGGTGGTATTGAGATGGGCGCAGGGGGCTRGEEEGA
+3. SSAGGIEMGAGGWGE A D

DNA: ATCTCTTTATCAGCGATAGAGACTTGGAGACATCAACAAAGIGATA
+3: LFISDRDLETSTKAH N Q

DNA: AAGGGTTTGACTTTCTCTCCCAGGCCCCCATTGATGCGTCTTACTE
+3: GFDFLSQAPIDASYS S E

DNA: AGCTGCTTAGGACAAGCACTGCGGCTGGTGCTAGTCACAGOGETR&C
+3:. LLRTSTAAGASHSLA S G

DNA: GACATACATCCAACACAGGCAGCAATGAGACTATTAATAT GEEAIIA
+3: HTSNTGSNETINMPH V R
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Ina209 <—inal78
DNA: GGCTAAAATAAGACTITCTTAATGAGTTGTACACTCTAAGATGCCTCT
+3: L K*

<«
DNA: GATGGAATGAATCTTTGATA

6.2.4.2 Vergleich der Aminosauresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ5 MPRHHAGGEEGGAAGLWVKSGAAAAAAGGGRLGSBKDVESGRGRVLLNSAAARGDGLLL 60
kengf MPRNHSGDEAG--SGLWMNTSPGHHAES-—YG LHNVECDN--RMKNNCSRPGDGLLS 51
******* *** =k - kkkkk
1 0
KCNQ5 LGTRAATLGGGGGGLRESRRGKQGARMSLLGKPLSYTSSQSCRRNVKYRRVQNYLYNVLE 120
kengf - ASHAGTGASGTERDRGKQGARLSLLGKPLY YG-TQSGRRNARYRRIQNYLYNVLE 105
*: .* *“ * *******:******* * :** ***.:***:*********
2 [ 3
KCNQ5 RPRGWAFIYHAFVFLLVFGCLILSVFSTIPEHTKL ~ ASSCLLIEEFVMIVVFGLEFIIRIW 180
kengf RPRSWAFIYHAFVFVLVEGCLVLSVFSTIPDHQEM  ASQSLLIEEFVMIVVFGLEYIIRIW 165
***. : : ko, **..***************:*****
2 ] 30
4
KCNQ5 SAGCCCRYRGWQGRLRFARKPFCVIDTIVLIASIA  VVSAKTQGNIFATSALRSLRFLQIL 240
kengf SAGCCCRYRGWQGRLRFARKPFCVIDIMVEIASVA  VVSAGSQSNIFATSALRSLRFLQIL 225
_* *kkk :*.*****************
4[]
5
KCNQ5 RMVRMDRRGGTWKLLGSVVYAHSKELITAWYIGFL VLIFSSFLVYLVEKDANKEFSTYAD 300
kengf RMVRMDRRGGTWKLLGSVVYAHSKEIMTAWYIGFL  VLIFSSFLVYLVEKEFNKDFATYAD 285
: **************: **:*:****
5 [
6 [] 7
KCNQ5 ALWWGTITLTTIGYGDKTPLTWLGRLLSAGFALLG  ISFFALPAGILGSGFALKVQEQHRQ 360
kengf ALWWGTITLTTIGYGDKTPKTWTGRMLSAGFALLG  ISFFTLPAGILGSGFALKVQEQHRQ 345
*% **: ****:********************
6 [ 7 [
8 ] 9
KCNQ5 KHFEKRRNPAANLIQCVWRSYAADEKSVSIATWKP HLKALHTCSPEKKEQGEASSSQKLS 420
kengf KHFEKRRNPAACLIQGVWRSYAADENSVSVATWKP  HLKALHTCSPTKKDQGESATSQKLS 405
*kk :*** : *kkkk *kkkkkkkkkkkk : ***: : :*****
8 [] o 0
10[]
KCNQ5 FKERVRMASPRGQSIKSRQASVGDRRSPSTDITAE GS-PTKVQKSWSFNDRTRFRPSLRL 479
kengf FKDRVRMASPRGQSIKSRQTSVTDRRSPGAEISTD ~ GSSPAKVQKSWSFNDRTRFRPSLRL 465
**:****************:** *****. : :*: . *% *:********************
10[]
1 [ ] 12
KCNQ5 KSSQPKPVIDADTAEGTDDVYDEKGCQCDVSVEDL TPPLKTVIRAIRIMKFHVAKRKFKE 539
kengf KS-QSRSTPEGEANVTVDEAFDEKGCHCDMSVEDL ~ PSALKTVIRAVRIMKFHVAKKKFKE 524
*% *.:“ o .*:.:*****:**:***** “.*******:*********:****
1 [ ] 12 ]
13 []
KCNQ5 TLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLCRIKSLQTRVBQI  LGKGQITSDKKSREKITAEHETTDD 599
kengf TLRPYDVKDVIEQYSAGHLDMLCRIKSLQTRVDQI LGRGQMPVDKKVREKLLSDGDILED 584
** ** *kk *** e
13 |:|
14
KCNQ5 LSMLGRVVKVEKQVQSIESKLDCLLDIYQQVLRKG SASALALASFQIPPFECEQTSDYQS 659
kengf VSMLGRVCKVERQVQSIESKLDSLLDIYRQVLQKG ~ SSTALTFSS--LPPFGLEENSDYQS 642
Kkerkkerek kkk ke kkkkk
14 []
KCNQ5 PVDSKDLSGSAQNSGCLSRSTSANISRGLQFILTP  NEFS-------AQTFYALSPTMHS- 711
kengf TVLSKDLSCASQ----VSQSICGNHPRALQLILAP NELMNLNQNNSTTSSPGLNPASASP 698
.* Fkkkk ::* :*:* “* .*.**:**:* o * * *
KCNQ5 - QATQVPISQSDGSAVAATNTIANQINTAP KPAAPTTLQIPPPLPAIKHLPRPET 765
kengf FNLSTFQVPSTPSLECPSAQGSPSQILNANSFHSS IGHFPSVGQPPPPLSSTTTSKYQLS 758
P

ke kKK
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KCNQ5 LHPNPAGLQESIS-------- DVTTCL-------- VASKENVQVAQSN---LTKDRSMRK 806

kengf TVPSQAGHARSMGPTRSDPADYAKSCFRGVGIDLG LNSSMICKLQQKNRPSAKEDSSWRR 818
* *% * . * * * * *

KCNQ5 SFDMGGETLLS----VCPMVPKD-------- LGKS SV o] N[ B—— STEEL 842

kengf HISLDSEVEMDPLAPVSPLAPVQGQCSGDRGLGKS LSVQDLIQPALEGVGVDTHSSQASF 878

. * * * . *kkk **** **

KCNQ5 NIQLSGSESSGSRGSQDFYPKWRESKLFITDEEVG PEETETDT-FDAAPQPAREAAFASD 901

kengf STSISSSQDSSAGGIEMGAGGWGEADLFISDRDLE ~ TSTKAHNQGFDFLSQAPIDASYSSE 938
koke ks ok . * ke kkkek oo - okk ok keneke

KCNQ5 SLRTGRSR-SSQSICKAGES----TDALSLPHVKL K 932

kengf LLRTSTAAGASHSLASGHTSNTGSNETINMPHVRL K 974

*

*kk o ekeke * e ****

6.2.4.3 Alternatives Exon

6.2.4.3.1 alternatives Exon 8, erstellt Giber ClustalW

8] 9
kengfa PAACLIQCVWRSNAAD-ENSVSVATWKPHLKALHT ~ CSPTKKDQGESATSQKLSFKDRVRM 59
kenafb PAACLIQAAWRYYSTDGSRPYLQATWHPYESTIPI  R---RKDQGESATSQKLSFKDRVRM 57

******* *** -k Kkkkeke oo shkkkkkkkkkkkkkkkkhkk

6.2.5 kcnqg

6.2.5.1 DNA und Aminosauresequenz mit Primern und IntromGrenzen

Inal182 —> Ina100
GTTTTGAAGTGAGAAATCAGGCGTGA

«——
DNA: AAGTCTCTCCTCAAGCGGTATGACCTCCCCAGCTCACAGTACAGCCACC
MTSPAHSIEA T

DNA: GAGGCTTCATGGACTGCTGGAGCCGCAGACCTGCAGATGAICEAGG
+tLEASWTAGAADLQMTEA L

DNA: CACCTGCGGAATGACGGCGTGCGCTTCCCCTCCTCGGTG@TCGEBGG
+:HLRNDGVRFPSSVPVD P

Inal —» Ina97 —»
DNA: GCGGTGATCACGCAGCACCTGTCTCACCTCCATCCCC@GITCGTG
+:AVITQHPPSHLHPRMS \%

Ina79
DNA: TACAGCGCCACACGCCCCACACTCTCCAGGTCCTTCCTITAAGSTT
+.YSATRPTLSRSFLQGR \%
—> Ina102 +—

DNA: TATAATTTCTTGGA@GACCCACGGBEGEGAAATGCTTTGTGTATCATTTT
+LYNFLERPTGWKCFVYH F

DNA: ACA(ﬂT TCCTCATTGTGCTTTCTTGCCTGATCCTCAGTGTGCTGTCCACC
+1: T FLIVLSCLILSVLST

DNA: ATCGACGAGTATCAAGCACTGGCTAATAAAACGCTATTC@&%TI‘I’A
+.IDEYQALANKTLFW

Inal133 <+—
DNA: GTGCTGGTAATGTTCTTTGGTGTFGGACGTGGTCCGTCTGTGECR
+:VLVMFFGVEYVVRLWS A

DNA: GGATGCCGGAGTAAATATGTGGGAATTCTGGGCAGGCTTCBTIGAG
+t:GCRSKYVGILGRLRFA R

DNA: AAGCCAATTTCTGTTAT@CCTGATTGTGGTGGTGGCTTCTATTATTGTA
+1:KPISVI LIVVVASIIV

DNA: TTGGCATTTGGCTCTAATGGCCAGGTATTTGCTACCTCTGC@]’GA
+t:LAFGSNGQVFATSAYV
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Ina201 <+—
DNA: GTCCGCTTCCTTCAAATLTGCGAATGCTGCATGTGGAATAAGGTGGA
+:VRFLQILRMLHVDRQG G

DNA: ACATGGCGGTTGCTTGGATCAGTAGTGTTTATACAT@-\@ETGATC
+tLTWRLLGSVVFIHR

DNA: ACAACTCTCTATATCGGATTCCTGGGGCTCATCTTCTCCTCTIATT
+LTTLYIGFLGLIFSSYF \%
Ina80 <€4—— Ina3 —p
DNA: TATCTGGCAGAGAAGGATGUIGGATGACCACGGTAACTCTGGGTTTGGC
+.YLAEKDAVDDHGNSGF G
Ina2 <+—
DNA: AGCTACGCCGATGCTCTGTGGEIG;KE@;I’AACAGTAACCACTZKGGC
+t:SYADALWWG TVTTIG
Ina98 PR Inal89
DNA: TACGGAGACAAGGTTCCBGAECTTGGATAGGAAAGACTATAGCATGT
+LYGDKVPQTWIGKTIAS C

—
DNA: TTCTCTGTCTTCGCTATCTTTTTTTGCCCTCCCTBGGAATCCTGGGC
+LFSVFAISFFALP ILG

DNA: TCCGGTTTTGCTCTGAAGGTACAGCAGAAACAGAGACAAARSBATT
+LSGFALKVQOQKQRQKHEF N

DNA: AGGCAAATTCCTGCAGCTGCGAGTCTCA@ZGTCCTGGAGGTGTTTC
+tIRQIPAAASLI SWRCF

DNA: GCCTTGCTGAACCCTGATTCTGCCACATACAAGTTATTTGTGAAAT
+tLALLNPDSATYKLFVKR N

DNA: CTCAGCAGTTCAGGGTCTAGCCCTAAAT@.@AAGATGAGGAGGAAA
+1:LSSSGSSPKL KMRRK

DNA: ATGAAGATTAGTGACCGGAATAACGGGCAGAATTCTCCTGCAGTAC
+t:MKISDRNNGQNSPAVP S

DNA: ATAACCTATGACTCCTTTGATGATGGAAGGGACAGCAGGCRAGAGA
+tLITYDSFDDGRDSRQET L

DNA: ACCAGTCTTCAACAGT@(—\CGAGCGCCGTCCTGGAACTCTCTG’JGC
+t:TSLQQS RAPSWNSLSS

Inal90 <—
DNA: TTCCAGTTCTCCACACCT(@EACGAAGCCTGGGGTTTTCGAGGTCTCA
+t:FQFSTPP TKPGVFEVS

DNA: TCTCGGCCCACGCTTCAGAGGAGCAGCAGCATTGCAGATMIATTGG
+:SRPTLQRSSSIADDME T
Inal91 <—
DNA: GAGCCGGAGCGAGAGATZBGTCATTCCAGTCGCTCATG(EEECET TG
+.EPEREIVLIPVAHVS
Inal93 — nal69 «+—— Ina194
DNA: CGGGAITCTCATCGAGCAGCCATCGEGATCCAGAGAAITACTACTTT
+:RDSHRAAIRVIQRMYY F
— Ina4 <+—nal70 <+—
DNA: GTGGCCAGAAAGAATGCAGIAAGCACGTAAGCCATATGATCEEGAC
+1:VARKKF ARKPYDVRD
Inal50 —> Inal07
DNA: GTCATTCAGCAGTATTCACAGGGCCATACRTATGGTGCGCATCAAG
+LVIEQYSQGHLNLMVRI K
—>
DNA: GAGCTGO%(-\GA@CTGGATCACTCTTTAGGGAAGCAGTCCCTTTTCCAG
+1:ELQR LDHSLGKQSLFQ

DNA: ACAAGTTC@GCGCTTGAAAGACAAAGGCACAAACACTATTGGCTCCAGA
+1:T S S RLKDKGTNTIGSR

DNA: CTCAACAGAATGGATGAC@I’ CACACACATGGACAGGACCCTCAACAGC
+:LNR MDE THMDRTLNS

DNA: ATTGCTGAGTCGCTCAACCTCATGCTGGCGAGGGAGAGACTGEGGG
+t.1AESLNLMLARERRGD L

DNA: GCCAGGGGGAAGGAGCAGCGGAGCACCATGCGCCGACA@'G]’A'GCCA
+tIARGKEQRSTMRRQSAT
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DNA: AGCCTGTCAGTGCCGGACAGCAGCGAGCAACTGTCCACAKIRATTG
+t.SLSVPDSSEQLSTTTA

DNA: CATGAGGACAGCTGAGTCACCAACGGAGCTCTTGCTCACABRETIGC
+1:HEDS*

Ina204

4_

DNA: GGGGCCTTTTCGGCTTGATTTAGTAGAGAAGECTCAGGTTCAGCATCAGATGA

6.2.5.2 Vergleich der Aminoséuresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

KCNQ1
kenqg

k%

*

MAAASSPPRAERKRWGWGRLPGARRGSAGLAKKCPSLELAEGGPAGGALYAPIAPGAPG 60

---MTSPAHSTATEASWT------ AGAADLOMTEA
. *

*ek X

1]

PAPPASPAAPAAPPVASDLGPRPPVSLDPRVSIYS TRRPVLARTHVQGRVYNFLERPTGW 120

VRFPSS--VPVDPAVIT---QHPPSHLHPRMSVYS

kK ok k. skk Kk kkekokk

2
KCFVYHFAVFLIVLVCLIFSVLSTIEQYAALATGT
KCFVYHFTVFLIVLSCLILSVLSTIDEYQALANKT

***: ::* ***. *
2 []
4

RSKYVGLWGRLRFARKPISIIDLIVVWASMVVLCV

RSKYVGILGRLRFARKPISVIDLIVVVASIIVLAF
. . cokk

4 [
6
VDRQGGTWRLLGSVVFIHRQEEIMTLYIGFLGLIF
VDRQGGTWRLLGSVVFIHRQELITTLYIGFLGLIF

6 [

7

DALWWGVVTVTTIGYGDKVPQTWVGKTIASCFSVF

DALWWGVVTVTIIGYGDKVPQTWIGKTIASCFSVF

70

9

QKHFNRQIPAAASLIQTAWRCYAAENPDSSTWKIY

QKHFNRQIPAAASLIQASWRCFALLNPDSATYKLF

kkkkkkkkkkkkkkkkeokkkek kkkkekeke:

*

*

1
KKFKLDKDNG-VTPGEKMLTVP----------- H

KMKISDRNNGQNSPAVPSITYDSFDDGRDSRQETL

*::** :*. :* :
14 ]
11[ ]

KSPTLLEVS-MPHFMRTNSFAEDLDLEG--ETLLT
TKPGVFEVSSRPTLQRSSSIADDMETEPEREIVL
Rk kR kkkn ok ko

12[ ]
13 ]

VAKKKFQQARKPYDVRDVIEQYSQGHLNLMVRIKE

VARKKFQQARKPYDVRDVIEQYSQGHLNLMVRIKE

K,k

14 ]
19 ] 16

GSNTIGARLNRVEDKVTQEDQRLALITDMLHQLLS

GTNTIGSRLNRMDEKITHMDRTLNSIAESLNLMLA

Kekkkkekkkkeookokorke k ker ke ke

* .

14 ] 17 []

SGGSVDPELFLPSNTLPTYEQLTVPRRGPDEGS 6

--QSATFSLSVPD----SSEQLSTTTAIHEDS- 6
* K

. kKR .

94

ATRPTLSRSFLQGRVYNFLERPTGW 88

kK keke ckkkkkkkkkkkkkk

3
LFWMEIVLVVFFGTEYVVRLWSAGC 180
LFWMELVLVMFFGVEYVVRLWSAGC 148

*hkkkekkkokkk khkkkkkkkkk

GSKGQVFATSAIRGIRFLQILRMLH 240
GSNGQVFATSAVRGVRFLQILRMLH 208

kkekkkkkkkkokkkkkkkkkkkk

SSYFVYLAEKDAVNESGRVEFGSYA 300
SSYFVYLAEKDAVDDHGNSGFGSYA 268

kkkkkkkkkkkkker k  kkkkk

8
AISFFALPAGILGSGFALKVQQKQR 360
AISFFALPAGILGSGFALKVQQKQR 328

8 O

IRKAPRSHTLLSPSPKPKKSVV/VKK 420
VKRN-----LSSSGSSPKLKVKMRR 383

* % *k Kk e

TCDPPEERRLDHFSVDGYDSSVR-- 466
TSLQQSERAPSWNSLSSFQFSTPPA 443
* *% ke e ok

11

12
PITHISQLREHHRATIKVIRRMQYF 523
PVAHVSQLRDSHRAAIRVIQRMYYF 503

Kkerkeokkkke kkkekeokkokk kk

13 []
14

LQRRLDQSIGKPSLFISVSEKSKDR 583
LQRRLDHSLGKQSLFQTSSERLKDK 563

*hkkkkokokk kkk « kke kke

15 [ ]

LHGGSTPGSGGPPREGGAHITQPCG 643
RERRGDLARG---KEQRSTMRR--- 617
PR
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6.2.6 kcngh

6.2.6.1 DNA und Aminosauresequenz mit Primern und IntromGrenzen

Inal09 —>
DNA: CGCCCTTCCTCGCETCCCTCTCTGAACGAGGTTAAATGACCCACGA

DNA: CCACTAAGAAGCTCGTGCTTTCCCTGTCCGGATCATGGCATGBGECC

Inal87 — > Ina60
DNA: CCGGACTTCCACACGCGEGCCCAGGCTCGAGAGCGGRAETATGGGGA
M G|
<+—
DNA: TCAGGTCCAGAAATCGCTAACAGCGCCGAGGACTCGCGCGAGCGTAAAA
+3: RSRNAANSAEDSRER K 'S

DNA: GCGCGCTGGCCGGAGACCTGGAGCAGTGCGCGGGGCAGGESUGGGA
+3: ALAGDLEQCAGQERD G A

DNA: CGCTGCTGCTCGTCGGCTCGGGGAGGGAAGTGGACTTCABABGGGG
+3:. LLLVGSGREVDFKRG SQ

DNA: AGAACATCGGGCTGCTCGCCAAGACGCCCCTGGGATACACEIGBCC

+3: NIGLLAKTPLGYTRP V K
Inal9 —>

DNA: AGAGGAATAATATCAGGAAGCGACTGEAGAACCTCATTTACGACGCGC

+3: RN NIRKRRIQNLIYD AL

Ina52 <+
DNA: TCGAGAGACCAEGGATGGGCGCTGCTCTAMGRGT TTET TTCTGA
+3: ERPRGWALLYHAF FLI
Ina188 <4—1nal32
DNA: TTGTTTTGGGTGTCTGATTCTGTCGATATTAACARTCAAAGAGCACG
+3: VLGCLILSILTTFKE H E

<
DNA: AGAAGGATTCGGCACTGGCTGGTGATTGIAGACGTTTACCATCTTTA
+3 KDSAHWLVI TFTIFI

DNA: TTTTTGGAGGTGAGTTTGCGTTGAGGATATGGGCCGCCGCIGII G
+3:. FGGEFALRIWAAGCC CR

DNA: GATATAAAGGCTGGAGAGGACGGCTCAAATTCGCCCGCAARTERET
+3: YKGWRGRLKFARKPL cvVv

DNA: TCCTATTTTTGTTCTGATCGCTTCGGTGCCGGTGGTTGCCGTACGTA
+3: L IFVLIASVPVVAVRN

Inal110 <+
DNA: ATCAGGGAATGTGTTGGCCACGTCGCTCAGICTGCGTTTCCTGCAGA

+3: QGNVLATSLRSLRFL QI
DNA: TCCTCCGGATGCTGCGAATGGACAGACGCGGAGGAACCTGGASSCT
+3: LRMLRMDRRGGTWKL LG
Ina21 e

DNA: GATCTGCAATATACACACACAG@G{:TGATCACAGCGTGGTACATCG
+3: SAIYTHS LITAWYIG

Ina20 <+—
DNA: GCTTCCTGTCATTGATCCTGGCTTCCCTGGTGTACCTGGTCGAGAAGG
+3: FLSLILASFLVYLVE K D

DNA: ACGATGAGACCACAGAGCTCCACAGAGACACTGATGGCCOIACACC
+t3: DETTELHRDTDGPSP TP

DNA: CGGCCCCGCAGGACTTTGACACCTATGCAGACGCCCTCTG’(ETI@GG
+3: APQDFDTYADALWWG

DNA: TCACTTTGACCACCATCGGTTACGGTGACAAGACCCCAAAGEINIGE
+3: TLTTIGYGDKTPKTW A G

DNA: GGCGTCTTCTGGCCGGGACCTTCGCTCTTATTGGCGTATCAGUALT
+3: RLLAGTFALIGVSFF AL

DNA: TTCCAG@BCATTCTTGGTTCAGGTCTGGCTCTGAAAGTTCAGGAACAGC
+3: P ILGSGLALKVQEQH

DNA: ACAGACAGAAACACTTTGAGAAACGCAGACATCCCGCAGCAATACTT
+3: RQKHFEKRRHPAASL | Q
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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 @ZTGCATGGAGATATTACTCCACCAACCCCGTCAGAGAAGATCTCATCG
A AWRYYSTNPVREDLIA

CCACATGGAGATTCTATGAGACTGTGATCTCTCTGCCAT@'@G
TWRFYETVISLPCEF

ATCCTCTTGAAGTTATGGC@CAGAAGTTGAGTTTGCTGGATCGTGTTC
PLEVMA QKLSLLDRVR
GTCTGTCGACTCCGAGGCCATCCACAGTGAGAGCCCGCGTBIXIEAT
LSTPRPSTVRARVMM P A
CTGCCAATCCTGAAAGTGTGCCAGGGAACTGTGGGCCGGTBERGGC
ANPESVPGNCGPAEA I E
Ina23 .
AAGAGAGTCCATCAAAAGAGGGCAABCGGGATTCAGTAACAGAGAGA
ESPSKEGKPAGFSNR E R
Ina22 <+—
GATTTAGAACTGCTTTCAGAATGAAGG@GECCTGAGACAGAGCTCTG
FRTAFRMKAYALRQS S E

AGACTGGTGGTCTTCCTGATCCCACCCCTGAGGAGAAGGGCTTCCCGC
TGGLPDPTPEEKGFPP

CTGATATACTGCTGGAGGAGATGATTCCCACTCTCAAACTAGIENG
DILLEEMIPTLKLVI R A

CACTG@\TTATAATGTTCCTGCTGAATAAGAAGCGTTTTAAGGAGACTC
L ITMFLLNKKRFKETL

TGAGGCCATATGATGTGAAGGATGTGATTGAACAGTATTCTARAS
RPYDVKDVIEQYSAG HL

TCGACATGCTCACCAGAATCAAATATCTGCA'L'AGATCTGATTC
DMLTRIKYLQT LDLIL

TGACTCCTGGACCAACTCTGACTCCAAAACACAAGAAGCCBBETBA
TPGPTLTPKHKKPQK TP
Ina198 e
CATTTCCGTACCCATC@GCAGTCTCCTA[EAGGAGTC@ATCTTGCCA
FPYPSQQSP QESYLAK

AAACAAGCCTGCCAGATCCCGAAGACCAAAGCATGATGGETAB2TT
TSLPDPEDQSMMGRF V R

Ina25 —> Ina24
GGGTGGAGA GGAAGACATGGAGAAGAAMBGACTCCTGGTGG
V ER EDMEKKLDFLVD

4_

ACATGCATATGCAATGBACTTCACAGGCCCGGGTCACATGACCATGGAGC
MHMQHDFTGPGHMTM E R

GCTGCGACCCCACATTAACCGTTAGCGTAGCGGGCGACCE&IGTHTA
CDPTLTVSVAGDRVY CcS

GCTACGGCCCCCCGCTACACAACACCCCATACTACACACABBCGACC
YGPPLHNTPYYTHPP R P

CGACCGTCCTGCCAATTAGCCCACTGCCAAGCCACTCGCCAARTGC
TVLPISPLPSHSPSS N V

TCAGCCAAACTGGTGGCCATCGGGTCGGGACACCACTCTCHTIEET
SQTGGHRVGTPLSLL SV

TCACTCACGAGGAGCTGGAGCGGTCACCCAGCGGATTTAGGO®GC
THEELERSPSGEFSIS A E

AGAAAGAAGAGGTCACGGGGAAGGCCTCGGGGTTAACAGGAGEGTC
KEEVTGKASGLTAGS S W
Inab3 —p Ina26
GGGGCCGTGACCGCCGATAGCCGAGGGAGAGACBGANGACACTG
GRDRRYLAEGETDTD TD

<«
ATCCCTTTACACCGECGGACCTGTTCCTCCATCCTCCACCGGAGATGGCT
PFTPSGPVPPSSTGD GF

TTCAGTCGGACGGAGCGTGGGGTACACCACCCTAAAACCQ@ALIAC
QSDGAWGTPP?*
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Inal199 <+—

DNA: CTCTTTATAAAGACTTGTACAGCACAAAACATGACG

6.2.6.2 Vergleich der Aminoséuresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

KCNQ3
kengh

MGLKARRAAGAAGGGGDGGGGGGGAANPAGGDAAGDEERKVGLAPGDVEQVTLALGAG 60
MGIRSRNAANSAED------nemememmnees --SRERKSALA-GDLEQC-----AG 31
**:::*'**':* i ”*** '** **:** *%

1

ADKDGTLLLEGGGRDEGQRRTPQGIGLLAKTPL-- SRPVKRNNAKYRRIQTLIYDALERP 118
QERDGALLLVGSGREVDFKRGSOQNIGLLAKTPLGY  TRPVKRNNIRKRRIQNLIYDALERP 91

::**:*** *.**: ) :* .*'********* :******* : ****.*********
2 [] 3
RGWALLYHALVFLIVLGCLILAVLTTFKEYETVSG ~ DWLLEEETFAIFIFGAEFALRIWAA 178
RGWALLYHAFVFLIVLGCLILSILTTFKEHEKDSA HWLVILETFTIFIFGGEFALRIWAA 151
. .- :*. *' '**::****:*****.*********
2 [ 3 0
4

GCCCRYKGWRGRLKFARKPLCMLDIFVLIASVPVV AVGNQGNVLATSLRSLRFLQILRML 238
GCCCRYKGWRGRLKFARKPLCVLDIFMLIASVPVV  AVRNQGNVLATSLRSLRFLQILRML 211

*k hkkkkkkkkkkkkkkhkhkhkk

4 [

5
RMDRRGGTWKLLGSAICAHSKEEITAWYIGFLTLI  LSSFLVYLVEKDVPEVDAQGEE--- 295
RMDRRGGTWKLLGSAIYTHSKELITAWYIGFLSLI LASFLVYLVEKDDETTELHRDTDGP 271
. k% * ********** ..

5 [
6

----MKEEFETYADALWWGLITLATIGYGDKTPKT WEGRLIAATFSLIGVSFFALPAGIL 351
SPTPAPQDFDTYADALWWGLITLTTIGYGDKTPKT ~ WAGRLLAGTFALIGVSFFAEPAGIL 331

* kkkok kk-kkkkkkkkkkkkkk

7[] 8
GSGLALKVQEQHRQKHFEKRRKPAAELIQAAWRYY ATNPNRIDLVATWRFYESVVSFPFF 411
GSGLALKVQEQHRQKHFEKRRHPAASLIQAAWRYY STNPVREDLIATWRFYETVISLPCF 391

wkkk ok kkekkkkkkkekekek k

4 8 [
9 10
RKEQUEAASSQKLUGLLDRVRLSNPRGSNTKGKLFT PLN----------- VDAIEESPSKE 460
RKDPLEVMASQKLSILDRVRLSTPRPSTVRARVMM  PAANPESVPGNCGPAEAIEESPSKE 451
**: **. :****'********'** *”:.::: *********
9[] 10
11

PKPVGLNNKERFRTAFRMKAYAFWQSSEDAG-TGD PMAEDRGYGNDFPIEDMIPTLKAAI 519
GKPAGFSNRERFRTAFRMKAYALRQSSEDTGGLPD PTPEEKGFPPDILLEEMIPTLKLVI 511

*k ke Kekkkkkkkkkhkkke kkkkkok Kk * keeke ke ookekkkkkk ok

1 ]
12 ] 13
RAVRILQFRLYKKKFKETLRPYDVKDVIEQYSAGH LDMLSRIKYLQTRIDMIFTPGPPST 579
RALRIIMFLLNKKRFKETLRPYDVKDVIEQYSAGH LDMLTRIKYLQTRLDLILTPGPTLT 571

**:**: * * **:********************* ****:********:*:*:****' *
12[] 13 ]
14 [] 15
PKHKKSQKGSAFTFPSQQSPRNEPYVARPSTSEIE DQSMMGKFVKVERQVQDMGKKLDFL 639
PKHKKPQK-TPFPYPSQQSPRQESYLAKTSLPDPE ~ DQSMMGRFVRVERQVEDMEKKLDFL 630

*kkkk kk + k okkkkkkkek keke ko Kk khkkkkokkokkkkkokk hkkkkk

VDMHMQHMERLQVQVTEYYPTKGTSSPAEAEKKEDNRYSDLKTIICNYSETGPPEPPYSF 699
VDMHMQHDFTGPGHMTMER ————— CDPTLTVSVAG DR------ VYCSY---GPP------ 670

*kkkkkk . B3 sk ok kkk

HQVTIDKVSPYGFFAHDPVNLPRGGPSSGKVQATP PSSATTYVERPTVLPILTLLDSRVS 759
LHNTP ---YYTHPPRPTVLPISPLPS---- 693

o k% *+ kkkkkkk Kk

CHSQADLQGPYSDRISPRQRRSITRDSDTPLSLMS VNHEELERSPSGFSISQDRD---DY 816
------- HSPSSNVSQTGGHRmunVGTPLSLLS VTHEELERSPSGFSISAEKEEVTGK 741

-k k% ***** * * Khkhkhkhkkkkkk oo

97



KCNQ3 VFGPNGGSSWMREKRYLAEGETDTDTDPFTPSGSMPLSSTGDGIS-DSVWTPSNKPI 872
kengh ASGLTAGSSWGRDRRYLAEGETDTDTDPFTPSGPV PPSSTGDGFQSDGAWGTPP--- 795

*  kkkk keokkkkkkkkkkkkkkkkkkk - * kkkkkk: Kk *

6.2.7 kcnqi

6.2.7.1 DNA und Aminosauresequenz mit Primern und IntromGrenzen

Anmerkung: Fukcngiwurde die Version Zv6 verwendet, um die Exons efinieren.

Ina257 e
GATCTCCATGACGGCTGCGCCT

DNA: CCGGGATGGTGCAGAAATCCCGCAACGGCGGCGTGTTTCCCGGLGC
MVJ@KSRNGGVFPAA P Q

DNA: AGGCCGAGAAGAAGCTGAAGGTGGGCTTCGTGGGTGTGGBGCGCGG
+3: AEKKLKVGFVGVEAG AP

DNA: CGGAGTGCAGCCGGGACGGAGCGCTGCTGATCGCGGGAGICGAGGC
+3: ECSRDGALLIAGAEA S K

DNA: AGCGCGGCAGCATCCTCAGCAAACAGCGCTCCAGCATCT CRIGERRIAA
+3:. RGSILSKQRSSISGK R P

DNA: CGCCCAAGCGCAACGCGTTTTACCGACGCCTGCAGAATTTCEATGA
+3: PKRNAFYRRLQNFLY NV

DNA: TGCTGGAGAGACCGCGCGGATGGGCGTTCATCTACCACGCTTACGT
+3: LERPRGWAFIYHAYYV FL

DNA: TGCTC@T TTCTCCTGCCTGGTTTTATCTGTTTTCTCTACCATCAAAGAAT
+3: L FSCLVLSVFSTIKEY
Ina37

DNA: ATGAGAAGAGCTCTGAAGATGCGCTGTAC@WTCGTGACGATCG
+3: EKSSEDALYI IVTIV

—> Ina211
DNA: TGGTGTTTGGAGGAGTATATCGTGAGGATCTGESCCGGATGCTGCT
+3: VFGVEYIVRIWSAGC ccC

4_

DNA: GTCGATACGAGGATGGAGAGGAAGACTCAAGTTTGCCCGCAAGCCCTTTT
+3: RYRGWRGRLKFARKP F C
Ina258 <+—
DNA: GTGTGAT@CATCATGGTGCTGATCGCCTCCA(IG(ETTTTGGCTGCGG
+3: VI IMVLIASISVLAAG

DNA: GTACGCAGGGGAATGTGTTCGCCACCTCCGCCATCAGGARITTICG
+3: TQGNVFATSAIRSLR FL

DNA: TCCAGATTCTCCGCATGATCCGCATGGACCGCCGCGGCCCGMABTTG
+3: QILRMIRMDRRGGTW KL
Inal58

DNA: TGCTGGGATCCGTCGTCTACGCTCACA@R@O’GATCACCGCCTGGT
+3: LGSVVYAHS LITAWY

<«
DNA: ACATCGGTTCCTTTGCCTGATCCTGGCCTCGTTTCTGGTGTATTTGGCAG
+33 IGFLCLILASFLVYL AE

DNA: AGAAAGAGGACAACGAGATGTTTGAGACCTATGCAGACGCATEGES
+3. KEDNEMFETYADALW W G

DNA: GCCCACTCTGACCACCATCGGCTATGGTGATAAATACCCCATCACCT
+3: TLTTIGYGDKYPITW

DNA: GGAATGGTCGTCTGCTGGCCGCCACATTCACACTCATCGECETC

+3: NGRLLAATFTLIGVS F
Ina39

DNA: EGCTCTGCCGGCGGGAATTCTGGGTTCTGGGTTT(B@Q(E‘II’CECAGG

+3: ALPAGILGSGFALKYV QE
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— Ina38 <+
DNA: AACAGCATCGGCAAACACTTTGAGRCGGAGAAATCCTGCAGCAGGAC
+t3: QHRQKHFEKRRNPAA G L

DNA: TCATCC@CTGCCTGGAGGTTTTACGCCACAAACCTGAATCGTACGGATC
+3: 1 AWRFYATNLNRTDL

DNA: TCTATTCAACATGGGATTATTATGAGAGGACCATTTCAGTGGTEBA
+3: YSTWDYYERTISVPM Y

DNA: TCATCCCTCCGCTGAATCAACTCGACCTGCTCCGCAACCTCAAGAGTA
+3: LIPPLNQLDLLRNLK S K

DNA: AATCCGGCCTCTCCTT{GEAAGGAAGCCCAACCGGAGCCTTCAGTHAA

+3: SGLSF KEAQPEPSP Q
Inal30 —

DNA: AGAAGGTGAGCTGAAGGAGCGAGTGTTCTEGCBCGAGGAATTCAGCGA

+3: KVSLKERVFSSPRNS AT

DNA: CCAAAGGCAAAAACTCTCCTCAGGGTCAGCAGTCGCTACGROTGIAC
+t3: KGKNSPQGQQSLRRS P S
Ina41 — >

DNA: GCGCCAACAGCATPAGACAGTCCATCTAAAGTGCXAGTCTGAGTT

+3: ANSIEDSPSKVPKSL S F
Ina254 — Ina40

DNA: TCGGAGACCGCAACCGCGCCAGACEBABCAGATTTAAGGAGCGGCGT

+3: GDRNRARQAFRFKGA AS

4_
DNA: CCCGACAGAATTGA@GCTCATTGAGATGCAAGAGGAAGATTTGAGAC
+3: RQNSE LIEMQEEDLRH

DNA: ACAGGAACTCTC@AGCCAGCCTTCCCGGAGAAGACATTGTTGATGACA
+3: RN S P ASLPGEDIVDDN

DNA: ATAAGAGCTGCCATTGTGAGTTTGTCCCTCAGGATTTAACARCRGG

+3: KSCHCEFVPQDLTPG L K
Ina108 <4+—

DNA: AAGTTACCATCAGAGCTGTGIATCAIGAGGTTTATGGTGTCCAAGCGGA

+3: VTIRAV IMRFMVSKRK

DNA: AGTTTAAGGAAAGTCTGCGGCCGTATGACGTGATGGACGTGATCGAGCAGT
+3: FKESLRPYDVMDVIE QY
Inal63
DNA: ATTCAGCCGGACATCTGGACATGCTGGCACGCATTAAAAAGETCCA
+3: SAGHLDMLARIKNLQ S
4_

DNA: TGGATCAGATTGGGTCGAGGGGCTCCAATTACAGACAAGGACCGTC
+3: VDQIVGRGAPITDKD R P

Ina131 «——[Ina256 |
DNA: CTAAAGGAACCACGGATGGAGAACTGEGEBTCCCAATGATGGE]
+3: KGTTDGELPEDPSMM G R

—» Inad2 <+—

DNA: [GACTCGGGAAAL TGGAGAAA@TGTCAATGGAAAGGAAGCTGGATT
+3: LGKVEKQ MSMERKLDF

DNA: TCCTGGTGAACATCTACATCCAGCGTATGGGCATCCCGCAGACTBEA
+3: LVNIYIQRMGIPQSE TD

DNA: ACGCGTACTTCGCCTCTAAGGAGCCCGACCCGGCGCCTCCAGTICA
+3. AYFASKEPDPAPPYH SP

DNA: CGGTGGAGCACATGGTGAAAAGCGGCTCCATCACCAAAATCICEG
+3: VEHMVKSGSITKIIR S N

DNA: ACAGCTCCGCCGGCCAGAAGAACTTCGACCCTCCGCCTTCIABIAN G
+3: SSAGQKNFDPPPSTC V' N

DNA: ACCACCACTGCCCGCCCTCCACCTCCTGGCACCCCCAAACGI&IEEC
+3: HHCPPSTSWHPQTAP EA

DNA: CCGGCCAGGGTTCATCTCCAATGGGTGACCCCTCACTAGTGOGIAT
+3:. GQGSSPMGDPSLVRI P P

DNA: CACCACCAGCCAACGAGCGCTCGTTTGGAGGCCACAGCGGAGGGTC
+3: PPANERSFGGHSGGS R G
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DNA: GACATCATCATTCCCGTGGGACACCGGCTGAAGACGGACATOCAGC

+3: HHHSRGTPAEDGRPA S Q
DNA: AAGCGCAAGCCGGAGCTGAAAGCGACACGTCTATCTCCATEGGTAG C
+3: AQAGAESDTSISIPS V D
DNA: ACCACGAGGAGCTGGAGCGCTCCTTCAGCGGATTCAGCATEITAHCA
+3: HEELERSFSGFSISQ S K
DNA: AAGAAAACCTGGACTTTCTGAACAACGCCTACTTTAGTGGTE&IGET
+3: ENLDFLNNAYFSGVS R C
DNA: GCACTAAAGTCCGGCCGTACATTGCAGAGGGTGAATCGGATUATIGGA
+3: TKVRPYIAEGESDTD S D
DNA: ACTTGTGCGCTCCTTCGCCTCATTCGGCCACCGGTGATGGTGCAGA
+3: LCAPSPHSATGDGAY A D
Ina255 <+—

DNA: ACAGAGGCTGGACTGGCAACAAGTAAABCBGAGATGAATGAGAAATGGGATT
+3: RGWTGNK*

6.2.7.2 Vergleich der Aminosauresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ2 MVQKSRNGGVYPG-PSGEKKLKVGFVGLDPGAPDS TRDGALLIAGSEAPKRGSILSKPRA 59
kengi MVQKSRNGGVFPAAPQAEKKLKVGFVGVEAGAPEC SRDGALLIAGAEASKRGSILSKQRS 60
e *** ********* ** F*kkkkkkk *
1 [
2
KCNQ2 GGAGAGKPPKRNAFYRKLQNFLYNVLERPRGWAFI YHAYA/FLLVFSCLVLSVFSTIKEYE 119
kengi SISGK-RPPKRNAFYRRLQNFLYNVLERPRGWAFI YHAYVFLIVFSCLVLSVFSTIKEYE 119
*
2 [
3
KCNQ2 KSSEGALYILEIVTIMVFGVEYFVRIWAAGCCCRY ~ RGWRGRLKFARKPFGVIDIMVLIAS 179
kengi KSSEDALYILEIVTIVVEGVEYIVRIWSAGCCCRY RGWRGRLKFARKPFQVIDIMVLIAS 179
*kkk
3 [
4[] 5
KCNQ2 IAVLAAGSQGNVFATSALRSLRFLQILRMIRMDRR ~ GGTWKLLGSVVYAHSKELVTAWYIG 239
kengi ISVLAAGTQGNVFATSAIRSLRFLQILRMIRMDRR GGTWKLLGSVVYAHSKELITAWYIG 239
4[] 5 O
6
KCNQ2 FLCLILASFLVYLAEKGENDHFDTYADALWWGLITH LTTIGYGDKYPQTWNGRLLAATFTL 299
kengi FLCLILASFLVYLAEKEDNEMFETYADALWWGLIT LTTIGYGDKYPITWNGRLLAATFTL 299
e
6 [
7 (] 8
KCNQ2_1 IGVSFFALPAGILESGFALKVQEQHRQKHFEKRRN PAAGLIQSAWRFYATNLSRTDLHST 359
kengi IGVSFFALPAGIEGSGFALKVQEQHRQKHFEKRRN  PAAGLIQAAWRFYATNLNRTDLYST 359
*******:*********.****:**
7 [ 8
9 [] 10 [] 11
KCNQ2 WQYYERTVTVPMYSSQTQTYGASREPPLNQLELL RNLKSKSGLAERKDPPPEPSPSKGS 419
kengi WDYYERTISVPMY---------- RLIPPLNQLDLL RNLKSKSGLSERKEAQPERSPS--- 406
*:*****::**** *********:** *********:***:. *kkkkk
9 [ 10 [
14 ] 13
KCNQ2 PCRGPLCGCCPGRSSQKVSLKDRVFSSPRGVAAKGKGSPQ-AQTVRRSPSADQSLEDSPS 478
kengi eeeeeeee QKVSLKERVFSSPRNSATKG KNSPQGQQSLRRSPSAN-SIEDSPS 450
******:*******. *:** *.*** *::******: *:*****
1 [ ]
14
KCNQ2 KVPKSWSFGDRSRARQAFRIKGAASRQNSE-----  ----eeeee EASLBGEDIVDD-K 521
kengi KVPKSLSFGDRNRARQAFRFKGAASRQNSEVLIEM ~ QEEDLRHRNSPEASLPGEDIVDDNK 510
Kkkkk *****.*******:********** Kkkkkkkkkkkk *
12 [] 13 ]
15
KCNQ2 SCPCEFVTEDLTPGLKVSIRAVCVMRFLVSKRKFK ESLRPYDVMDVIEQYSAGHLDMLSR 581
kengi SCHCEFVPQDLTPGLKVTIRAVCIMRFMVSKRKFK ESLRPYDVMDVIEQYSAGHLDMLAR 570
*%k **** . *
14 []
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16 []

KCNQ2 IKSLQSRVDQIVGRGPAITDKDRTKGPAEAELPED  PSMMGRLGKVEKQVLSMEKKLDFLY 641
kengi IKNLQSRVDQIVGRGAPITDKDRPKGTTDGELPED ~ PSMMGRLGKVEKQVMSMERKLDFLY 630
**.************. .******.**. . .***** :***_
15 []
17 ]
KCNQ2 NIYMQRMGIPPTETEAYFGAKEPEPAPPYHSPEDS REHVDRHGCIVKIVRSSSSTGQKNF 701
kengi NIYIQRMGIPQSETDAYFASKEPDPAPPYHSP--- VEHMVKSGSITKIIRSNSSAGQKNF 687
***:****** :**:***.:***:******** **: : *'*'**:**.**:*****
14 ]
KCNQ2 SAPP-AAPPVQCPPSTSWQPQSHPRQGHGTSPVGDHGSLVRIPPPPAHERSLSAYGGGNR 760

kengi DPPPSTCVNHHCPPSTSWHPQTAPEAGQGSSPMGD P-SLVRIPPPPANERSFGGHSGGSR 746
*% -

skkkkkkkekke k kekeokkekk *kkkkkhkkkokkke

KCNQ2 ---ASMEFLRQEDTPGCRPPEGNLRDSDTSISIPS VDHEELERSFSGFSISQSKENLDAL 817

kengi GHHHSRGTPAEDGRPASQAQAG--AESDTSISIPS VDHEELERSFSGFSISQSKENLDFL 804
* . *. - * :********* *kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk *

KCNQ2 N-SCYAAVAPCAKVRPYIAEGESDTDSDLCTPCGP PPRSATGEGPFGDVGWAGPRK 872

kenai NNAYFSGVSRCTKVRPYIAEGESDTDSDLCAPS-- -PHSATGDGAYADRGWTGNK- 856

* v e ke kekkkkkkkkkkkkkkkkkk -k keokkkkek ok kkek o

6.2.8 Alternatives Exon

6.2.8.1 Splicevarianterkcngi Exon mit oder ohne Exon 12 erstellt tiber ClustalW

1] 13
kengia QAFRFKGAASRQNSEVLIEMQEEDLRHRNSPEASL PGEDIVDDNKSCHCEFVPQDLTPGL 60
kengib QAFRFKGAASRQNSE---------------- EASL PGEDIVDDNKSCHCEFVPQDLTPGL 44

*kkkhkhkhkhkkkk *kkk

6.2.9 kecngj

6.2.9.1 DNA und Aminosauresequenz mit Primern und IntromeGrenzen

Inal27
TAATGATCATAGTAC

—
AGATGAATGCATATATTTATCGCAGTTTATGAATATTTATTAAAGCATG

DNA: ATCATTATTATTTAACTAAATCTGTATTAGATTTCAAATCAGTATATA

DNA: TCAGACGCTTAATACAATTAATAGTTATTGGTCGAAACAAATRGAGC

Ina253
DNA: ACTAGTTTGCGTGTGTAAACACAATAATGCTIBGGCCTTCCAATAACG
MLGSPSN D N G

—>
DNA: GAGGCAT@GATGCTGGCCCCCCCATCAGCCAATGATGACAGACGGGTTG
+3: GIRMLAPPSANDDRR VE

DNA: AGTTTGTGGCTCTGACTGCTGTTCACACTGAAAGAAGCGAGBCECTC
+3: FVALTAVHTERSEPS TP

DNA: CAGAGCGGGGTCATCCATCCCATCGCACCGGCTTACTGG@&CACCCC
+3: ERGHPSHRTGLLGTP L P
Ina93
DNA: CGGTGCCCCCAGGCCCCAGAGCGACCCCTTCTGCCTFZBCGCTACA
+3: VPPGPRATPSASSKR Y R
—>

DNA: GAAAGTTGCAGEAGCCTGTACAATGTGCTGGAGAGACCCAGAGGATGGG
+3: KLQNCLYNVLERPRG W A
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Inal28 <+—
DNA: CTTTCATCTATCACGCCTT@T TTCTCOAGTGTTCAGCTGTCTGGTGC
+3: FIYHAF FLLVFSCLVL

DNA: TTTCTGTTTTCTCCACCATTCCAGACCATCATAAATTTGCCAACGAGGCGC
+3: SVFSTIPDHHKFANE AL

DNA: TCTTCATCCTGGAGTTTGTGATGATCGTGGTTTTTGGGCTGEAATA
+3: FILEFVMIVVFGLEY FV

DNA: TGAGGATCTGGGCTGCCGGATGCTGCTGTCGGTACAGGGGASTIGCA
+3: RIWAAGCCCRYRGWQ G R

DNA: GACTACGCTTTGCCAGAAAGCCTTTCTGTGEA(DTTCATAGTGTTTG
+3: LRFARKPFCV FIVFV

DNA: TGGCGTCCCTGGCAGTGATAGCAGCGGGCACACAGGGAABCGETATT
+3: ASLAVIAAGTQGNIF AT

DNA: CATCTGCTCTGCGCAGCATGCGCTTTCTGCAGATCCTGCGGATIAT
+3:. SALRSMRFLQILRMYV R M

DNA: TGGACCGCCGCGGAGGAACCTGGAAGCTGCTGGGCTCTGIGGTTTA
+3: DRRGGTWKLLGSVVY AH

DNA: ACAGCA@\GCTGATCACGGCCTGGTACATCGGCTTCCTGGTGCTGATCT
+3: S LITAWYIGFLVLIF

DNA: TTGCCTCTTTCCTGGTGTATCTGGCAAAGAAGGAGGATAAGIAGTGA
+3. ASFLVYLAKKEDNROQE F S

DNA: CCACCTATGCAGACTCCCTCTGGTGGG{@D@G\CCCTGACTACGATCG
+3: TYADSLWWG TLTTIG

DNA: GCTACGGTGACAAGACTCCACACACCTGGCAAGGTCGTCTAGTAGC
+3: YGDKTPHTWQGRLLA AC

DNA: GTTTTGCCCTTCTGGGAGTTTCTTTCTTTGCCCTGC@BU\TCCTGG
+3: FALLGVSFFALP LG
Ina95 —>
DNA: GGTCAGGCTTECTCTGAAAGTGCAGGAGCAG@GACAGAAACACTTCG
+3: SGFALKVQEQHRQKH F E
Ina94

DNA: AGAAGAGGAGAACTCCTGCTGCAAACCTC@ET GCATGGCGTCTCT

+3: KRRTPAANLI AWRLY
<+— Inal180 —>

DNA: ACTCALAGATGTCAGCACTCGTATCTCACAGCCTEGGTATTTCTATG

+3: STDAQHSYLTATWYF Y D

DNA: ACAGTATGCTGCCGTCCTT@-}AACTGACATTACTGTTCAGTCACCTCC
+3: SMLPSF ELTLLFSHLRQ

DNA: AACGGCAGCGTAGCACCAAGAAGGTTCTGCACAACTCCTACTREAC
+3: RQRSTKKVLHNSYHT LL

DNA: TGTCGGGGCTCCGGCCGTACAGCTCCCCCTACCTG@W@%AGA
+3. SGLRPYSSPYLGD G KM

DNA: TGGGCTTTCGTGACCGCATTAGGATGAATAATTCTCGCTCGIGTCA

+3: GFRDRIRMNNSRSSQ Al
Inal135 <+—

DNA: TCCGGAGCAAGGCTTCTCCTCCRCCAGGTAACGTGCGGTGTTCACCCA

+3: RSKASPLPPGNVRCS P S

DNA: GCACTGAGAACGTCCCAGAAGCCACCAGCCCTGGGAAAGAGATGAA
+3. TENVPEATSPGKVQK S W

DNA: GGAGCTTCAATGACCGAACACGTTTTCGCACATCTCTGCGBCTRLA

+3: SFNDRTRFRTSLRLK PR
Inal39 —>

DNA: GACCCGCTGCAGGGAG:GAGTCGGAGAAGAGCACAG‘GMQAAAT

+3: PAAD EGVGEEHTEDKS

DNA: CTTACTGTGACGTGGCCATGGAGGATGTGATTCCCGCAGTGBRGAC
+3: YCDVAMEDVIPAVKT L1
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DNA: TTCGAGCGGT'I@\TCCTAAAGTTCCTGGTGGCCAAGAGGAAGTTTAAAG
+3: RAV ILKFLVAKRKFKE

DNA: AAACCCTGCGGCCGTATGATGTGAAAGACGTGATCGAGCAGGETEC
+3: TLRPYDVKDVIEQYS A G

DNA: GACACCTCGATATGCTGGGCCGAATCAAAAGCCTGC@EH@GATC
+3: HLDMLGRIKSLQM VDQ

DNA: AGATCGTGGGCCGTGGCGCCATTCCATCTGATAAGAAGCTBAGGCC
+3: IVGRGAIPSDKKLRP E K

Inal68 —
DNA: AGGGAGAGAAAACTCCCTGAACTGGAACAGATGCGATATAGCATGA

+3: GEKTPPELEQMDEYS M M
Ina96 +—

DNA: TGGGACGCGTGGTGAAAGTAGAGARMETGEAGTCCATCGAAAACAAGC

+3: GRVVKVEK QSIENKL

DNA: TGGACCTGCTACTAAACTTCTACTCGCAGTGCCTGAAAAAGEHE®CTC

+3: DLLLNFYSQCLKKGS S H
Inal41l —>

DNA: ACTTCACCCTGTCATCCCTCCTGGAGRLIU CCACCTCTGACTACCACA

+3: FTLSSLLEPDSTSDY H S

DNA: GTCCCACCGACAAACATGACCTATTCCCCTCCGCAAACACTCTTAATATCT
+3:. PTDKHDLFPSANTLN IS
Inal40 <+ Ina200 <+—
DNA: CCCACTCAGACAGCGGTAACATGGAEICBTCCTCACTTGACCTCTGCATCAGGGCAACTCA
+3: HSDSGNME*

6.2.9.2 Vergleich der Aminosauresequenz Mensch/Zebrafisch

KCNQ4 MAEAPPR----RLGLGPPPGDAPRAELVALTAVQS ~ EQGEAGG---GGSPRRLGLLGSPLP 53
kenaj MLGSPSNNGGIRMLAPPSANDDRRVEFVALTAVHT ~ ERSEPSTPERGHPSHRTGLLGTPLP 60
* :*. *: *.“* *.*:******:: *:.*“ * “:* ****:***
1 0
2
KCNQ4 PGAPLPGPGSGSGSACGQRSSAAHKRYRRLQNWVXVLERPRGWAFVYHYFIFLLVFSCL 113
kenaj --VPPGPRATP-------- SASSKRYRKLQNCLY NVLERPRGWAFIYHAFIFLLVFSCL 109
*kk - ke kkkkokkk ok
2 [
3
KCNQ4 VLSVLSTIQEHQELANECLLILEFVMIVVFGLEYI VRVWSAGCCCRYRGWQGRFRFARKP 173
kenaj VLSVFSTIPDHHKFANEALFILEFVMIVVFGLEYF VRIWAAGCCCRYRGWQGRLRFARKP 169
:*:::***. : : **:*:*************:******
3 [
4
KCNQ4 FCVIDFIVFVASVAVIAAGTQGNIFATSALRSMRF  LQILRMVRMDRRGGTWKLLGSVVYA 233
kenaj FCVIDFIVFVASLAVIAAGTQGNIFATSALRSMRF LQILRMVRMDRRGGTWKLLGSVVYA 229
4[]
5 [] 6
KCNQ4 HSKELITAWYIGFLVLIFASFLVYLAEKDANSDFS ~ SYADSLWWGTITLTTIGYGDKTPHT 293
kenaj HSKELITAWYIGFLVLIFASFLVYLAKKEDNQEFS TYADSLWWGTITLTTIGYGDKTPHT 289
ke Kk okk .
5 [ 6 O
7
KCNQ4 WLGRVLAAGFALLGISFFALPAGIUGSGFALKVQE ~ QHRQKHFEKRRMPAANEIQAAWRLY 353
kenaj WQGRLLAACFALLGVSFFALPAGILGSGFALKVQE ~ QHRQKHFEKRRTPAANLIQAAWRLY 349
* **:*** *****:********************
7
8[] 9 ]
KCNQ4 STDMSRAYLTATWYYYDSILPSFRELUALLFEHVQR ARNGGLRPLEVRRAPVPDGAPSRYP 413
kenaj STDAQHSYLTATWYFYDSMLPSFRELTELFSHLQR ~ QRS------------ TKKVLHNSYH 397
*kk .::*******:***:*******:***.*:** *. . . *
8[] 9
10
KCNQ4 PVATCHRPGSTSFCPGESSRMGIKDRIRMGSSQ-- RRTGPSKQHLAPPTMPTSPSSEQVG 471
kenaj TLLSGLRPYSSPYL-GDSGKMGFRDRIRMNNSRSS ~ QAIRSKASPLPPGNVRCSPSTENVP 456
o *% *:.: *:*.:**::*****“*: T *.* . ***:*:*
10 []
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11

KCNQ4 EATSPTKVQKSWSFNDRTRFRASLRLKPRTSAEDA PS-EEVAEEKSYQCELTVDDIMPAV 530
kenaj EATSPGKVQKSWSFNDRTRFRTSLRLKPRPAADME[] GVGEEHTEDKSY-CDVAMEDVIPAV 515
Kkkkk ***************:*******.:*: *% :*:*** *:::::*::***
1 []
12 []
KCNQ4 KTVIRSIRILKFLMAKRKFKETLRPYDVKDVIEQY SAGHLDMLGRIKSLQITRVDQIVGRG 590
kenaj KTLIRAVRILKFLVAKRKFKETLRPYDVKDVIEQY SAGHLDMLGRIKSLQMRVDQIVGRG 575
Fkekke
12 []
13[ ] 14
KCNQ4 --PGDRKAR-EKGDKGPSDAEVVDEISMMGRVVKV EKQVQSIEHKLDLLLGFYSRCLRSG 647
kenaj AIPSDKKLRPEKGEKTPPELEQMDEYSMMGRVVKY  EKQVQSIENKLDLLLNFYSQCLKKG 635
*'*:* * ***:* *.: * :** F*kkkkkkkk ********:******.***:**:.*
13[] 14 ]
KCNQ4 TSASLGAVQVPLFDPDITSDYHSPVDHEDISVSAQ  TLSISRSVSTNMD 695
kenaj SSH---FTLSSLLEPDSTSDYHSPTDKHDLFPSAN TLNISHSDSGNME 680
*

Keekk khkkkkk ke ke kke *k kkek k Kk

6.2.9.3 Alternatives Exon

6.2.9.3.1 alternatives Exon 9 erstellt tiber ClustalW

9 [] 10
kengja YFYDSMLPSFRELTLLESHLQRQRSTKKVLHNSYH  TLLSGLRPYSSPYLGDSGKMGFRDR 60
kengjb YFYDSMLPSFR---------- RTDAQC-----  eeeeeees SGKMGFRDR 26

*kkkkkkkhkk K. *kkkkkkkk

(das alternative Exon9 vadengjbkann tber UCSC nicht gefunden werden, daher sathtton-
Exon-Grenzen nicht eingezeichnet
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7 Abklrzungen

7.1 Allgemeine Abkirzungen

% Prozent
Alpha
Beta
b-Blocker Betablocker
°C Grad Celsius
ul Mikroliter
ADLTE autosomal-dominante familidre laterale Tengbappenepilepsie
BCIP 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
BFIC benigne familiare infantile Krampfe
BFNC benigne familiare Neugeborenenkrampfe
BFNIC benigne familiare neonatale/infantile Konvaigen
bp Basenpaare
CaM Calmodulin
cDNA complementary DNA
CFTR cystic fibrosis transmembrane conductancelaégu
CLC chloride channel protein
COS-Zellen Cercopithecus aethiops- Zellen
CTX p-conotoxin GIIIB
dATP Desoxyadenosintriphosphat
dB Dezibel
dCTP Desoxycytidintriphosphat
DEN DeaFNess
DFNA DFN mit autosomal-dominantem Erbgang
DFNB DFN mit autosomal-rezessivem Erbgang
dGTP Desoxyguanosintriphosphat
DNA Desoxyribonukleinséure (deoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate
dpf days post fertilisation
DTT Dithiothreitol
dTTP Desoxythymidintriphosphat
EBN1 epilepsy, benign neonatal 1 (benign familedmatal convulsions 1)
EBN2 epilepsy, benign neonatal 2 (benign familedmatal convulsions 2)
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EEG
EFHC1
EKG
EMS
ENU
ESTs
GABA
GEFS+

hpf
HPLC
Hz
IPTG
JLNS
kb
LB-Mediums
LGI1
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-Aminobuttersaure
.generalisierte Epilepsie mit febrilen Anélplus”
Stunde

hours post fertilisation

high performance liquid chromatography
Hertz (1/sec.)
Isopropylthio--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 susceptilility
Megabasen

myoclonic epilepsy with ragged red fibres
Milligramm

Milligramm pro Milliliter
Magnesiumchlorid

Minute

Milliliter

Millimol

Millimol pro Liter

messenger RNA (Ribonukleinséure)
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

Tm
TORCH-Infektionen
U/min.

UCSC

UV-Licht

X-Gal

ZNS

untranslated region

Nannometer

Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase ChaictRei
Pentylentetrazol

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Ribonukleasen

Romano-Ward -Syndrom

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Sekunde

Super Optimal Broth- Medium mit Zusatn\20 mM Glucose
Somiten

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

hitzestabile DNA-PolymeraseBlalsteriumsThermus aquaticus

hitzestabile DNA- Polymerase des Bakteriumidermococcus
gorgonarius

targeting induced local lesions in genomes

Schmelztemperatur

Toxoplasmose, ,others®, Roteln, Cytomegalie, HerpEsplex-
Infektionen

Umdrehungen pro Minute

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

Zentralnervensystem
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7.2 Gene

ADCY8
C60orf150
CARS
CDKN1C
CTPS
DDEF1
DDX43
DUSPS8
EEF1Al
ERF3A
HCCAZ2
IGF2
KCNE

KCNE1, minK

oder IsK
KCNH2

KCNQ
LRRC6
MC3R
NAP1L4
NFYC
PHLDA2
PPDPF

PREX1

RIMS1
(RIMS=RIM)

RIMS3
SCN2A
SLC13A3
SLC22A18
TRPM5
VLGR1
YTHDF1

adenylate cyclase 8

chromosome 6 open reading frame 150
cysteinyl-tRNA synthetase

cyclin-dependent kinase inhibitor 1C

CTP synthase

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

eukaryotic translation elongation factodgha 1
efr3 homolog A, receptor kinase
hepatocellular carcinoma-associated gene 2
insulin-like growth factor 2

potassium voltage-gated channel, Isk-reladecilfy
potassium voltage-gated channel, Isk-related subfamember 1

potassium voltage-gated channel, subfamilg&b-related), member 2
potassium voltage-gated channel, KQT-like auhfy

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,ember 2

pancreatic progenitor cell differentiatiod aroliferation factor

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

regulating synaptic membrane exocytosis 3

sodium channel, voltage-gated, type I, alpha sitbun

solute carrier family 13 (sodium-depend#ioarboxylate transporter), member 3
solute carrier family 22, member 18

transient receptor potential cation chansidbfamily M, member 5

= GPR98 = G protein-coupled receptor 98

YTH domain family, member 1
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7.3  Aminosauren

Einbuchstabencode

FN<Xs< 40O TvTZ2ZIrX"X"-"IOTMmMOO®>P

7.4 Basen

-0 0O >

Dreibuchstabencode

Ala
Asx
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp

Tyr
Glx

Adenin
Cytosin
Guanin
Thymin
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Aminosédure
Alanin
Aspartat oder Asparagin
Cystein
Aspartat
Glutamat
Phenylalanin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
X
Tyrosin
Glutamat oder Glutamin
Stopcodon
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12.

13.
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