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1 Abkürzungsverzeichnis 

AB-Lösung Aufbewahrungslösung 

ACh  Acetylcholin 

AG  Arbeitsgruppe 

AS  Aminosäure 

AV-Knoten Atrioventrikularknoten  

BSA  Bovines Serumalbumin 

cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat  

(cyclic adenosine monophosphate) 

Cav  spannungsabhängiger Ca2+-Kanal (voltage gated Ca2+ channel) 

cRNA  komplementäre RNA (complementary RNA) 

EKG  Elektrokardiogramm 

ELISA  Enzymgekoppelter Immunoabsorptionstest  

(enzyme-linked immunosorbent assay) 

ER  Endoplasmatisches Retikulum 

GDP  Guanosindiphosphat 

GIRK  G-Protein-gekoppelter einwärts-gleichrichtender K+-Kanal  

  (G-protein-coupled inward rectifying K+ channel) 

GPCR  G-Protein gekoppelter Rezeptor (G-protein-coupled receptor) 

GTP  Guanosintriphosphat 

HA  Hämagglutination  

Haplo  Haploinsuffizienz 
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HCN  Hyperpolarisations-aktiviert, durch zyklische Nukleotide gesteuert 

(hyperpolarisation activated cyclic nucleotide gated) 

HEPES Puffer: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

Het  Heterozygot 

Hom  Homozygot 

If  „funny“ Strom 

IfGH  Institut für Genetik von Herzerkrankungen 

IK1  einwärts-gleichrichtender Kaliumstrom 

IKACh  Acetylcholin aktivierter Kaliumstrom 

IKr  schneller Kaliumstrom (rapid) 

IKs  langsamer Kaliumstrom (slow) 

IKsus  anhaltender Kaliumstrom (sustained) 

Ito  transienter Auswärtsstrom (transient outward) 

K2P  Tandemporen-K+-Kanal (two-pore-domain K+ channel) 

KACh  ACh-abhängiger K+-Kanal 

Kir  einwärts-gleichrichtender K+-Kanal (inward rectifying K+ channel) 

Kv  spannungsabhängiger K+-Kanal (voltage gated K+ channel) 

LQTS  Long-QT-Syndrom 

M2-R  M2-Rezeptor 

MDP  maximale diastolische Potential 

mRNA Boten-RNA (messenger RNA) 

Nav  spannungsabhängiger Na+-Kanal (voltage gated Na+ channel) 

NMD   Stopp-Kodon vermittelter RNA-Abbau (nonsense-mediated decay) 

pH  pH-Wert, Maß der Säurestärke 
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PIP2  Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat 

PKA  Proteinkinase A 

QTc  korrigierte QT-Zeit im EKG 

RGS  Regulatoren des G-Protein Signalwegs 

RLU  Relative Licht Einheiten (relative light units) 

RNA  Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 

SEM  Standardfehler des Mittelwerts (standard error of mean) 

shRNA kleine Haarnadel RNA (small hairpin RNA) 

SND  Sinusknotendysfunktion (sinus node dysfunction) 

SSS  Sick-Sinus-Syndrom 

TALK   TWIK-verwandter, durch alkalischen pH aktivierbarer K+-Kanal 

  (TWIK-related alkaline-pH-activated K+ channel) 

TASK  TWIK-verwandter säuresensitiver K+-Kanal 

(TWIK-related acid-sensitive K+ channel) 

TEVC  Zwei-Elektroden-Spannungsklemme  

(two-electrode voltage-clamp) 

TM  Transmembranhelix 

TWIK  Tandemporen, schwach einwärts-gleichrichtender K+-Kanal 

(two-pore-domain, weak inward rectifying K+ channel) 

WT  Wildtyp 

ZNS  Zentrales Nervensystem 
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4 Einleitung 

4.1 Einteilung der Kaliumkanäle 

Kaliumkanäle kommen im menschlichen Organismus ubiquitär vor und nehmen 

zahllose wichtige Funktionen in verschiedenen Geweben wahr. Ihr gemeinsames 

Merkmal ist die selektive Leitfähigkeit für Kaliumionen über die Zellmembran. 

Hierbei wird der Durchtritt von Kaliumionen passiv entlang des 

elektrochemischen Gradienten durch Diffusion ermöglicht. Es gibt viele 

verschiedene Arten, die sich in ihrer Funktionsweise, Struktur und Vorkommen 

unterscheiden. Gängig ist die Einteilung der Kanäle in drei große Unterfamilien. 

Die erste Familie bilden spannungsabhängige K+-Kanäle (Kv). Diese öffnen 

abhängig vom Membranpotential der Zellmembran bei Depolarisation (Swartz, 

2008). Damit nehmen sie eine wichtige Funktion bei der Repolarisation des 

Aktionspotentials ein, siehe Kapitel 4.2. Aufgebaut sind sie aus sechs 

Transmembransegmenten (TMs), der Spannungssensor wird dabei von den vier 

Segmenten S1-S4 geformt (Jiang et al., 2003). 

Die nächste große Familie stellen die Tandemporen-K+-Kanäle (K2P) dar, welche 

4 TMs und zwei Poren-Domänen je Untereinheit besitzen und als Dimer einen 

Kanal formen (Brohawn et al., 2012). Sie zeigen ein breites und spezifisches 

Expressionsmuster und sind wichtig für die Stabilisierung des 

Ruhemembranpotentials, da sie größtenteils - im Gegensatz zu den meisten 

anderen Kaliumkanälen - konstitutiv geöffnet sind (Piechotta et al., 2011; Schewe 

et al., 2016). Ausnahmen hiervon bilden der TWIK-verwandte säuresensitive 

Kaliumkanal 1 (TASK-1), welcher aufgrund eines zweiten Tors besonders 

sensibel auf Inhibitoren reagiert (Rödström et al., 2020) oder der TWIK-

verwandte und durch alkalische pH-Werte aktivierbare Kaliumkanal 2 (TALK-

2), der auch ein weiteres Tor zusätzlich zum Selektivitätsfilter besitzt (Neelsen et 

al., 2024). 
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Diese Arbeit konzentriert sich auf die dritte Familie, die einwärts-

gleichrichtenden Kaliumkanäle (inward rectifier, Kir). Diese lassen sich in sieben 

Subfamilien einteilen, Kir1.x bis Kir7.x, die jeweils wieder aus mehreren 

Mitgliedern bestehen. Allen gemeinsam ist der Aufbau aus zwei 

Transmembrandomänen (TM1 und TM2), einer poren-bildenden Schleife und 

den zytoplasmatischen COOH- und NH2-Termini (Kubo et al., 1993). Ein Teil der 

poren-bildenden Schleife fungiert als K+-Ionen-Selektivitätsfilter (Heginbotham 

et al., 1994). Um als Kanal zu funktionieren, lagern sich die Untereinheiten im 

Organismus zu Homo- oder Heterotetrameren zusammen (Glowatzki et al., 

1995). Entgegen dem Namen generieren Kir-Kanäle bei physiologischen 

Membranpotentialen keine Einwärts-, sondern Auswärtsströme. Erst bei einem 

stark negativen Membranpotential, welches im Organismus nicht vorkommt, 

entsteht ein Einwärtsstrom durch diese Kanäle (Sakmann and Trube, 1984). Die 

Leitfähigkeit für K+-Ionen ist abhängig von der extrazellulären K+-Konzentration 

(Sakmann and Trube, 1984), dem intrazellulärem Mg2+-Gehalt (Matsuda et al., 

1987) und der intrazellulären Konzentration an Polyaminen (Lopatin et al., 1994) 

sowie von membranständigem Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP2) 

(Hilgemann and Ball, 1996). Die unterschiedlichen Subfamilien lassen sich 

zusätzlich durch weitere Substanzen aktivieren oder inhibieren (Ho and Murrell-

Lagnado, 1999; John et al., 2003; Petit-Jacques et al., 1999). Die Expression von 

Kir-Kanälen wurde bereits in zahlreichen Geweben nachgewiesen, z. B. in 

Kardiomyozyten (Noble, 1965), Gliazellen (Kuffler and Nicholls, 1966), Eizellen 

(Hagiwara and Takahashi, 1974), Neuronen (Gähwiler and Brown, 1985), 

Blutzellen (McKinney and Gallin, 1988), Osteoklasten (Sims and Dixon, 1989), 

Epithelzellen (Greger et al., 1990) und Endothelzellen (Silver and DeCoursey, 

1990). 

Von besonderem Interesse sind in dieser Arbeit die G-Protein-gekoppelten 

einwärts-gleichrichtenden Kanäle (GIRK), diese sind in der Subfamilie Kir3.X 
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zusammengefasst. Insbesondere Kir3.4 (GIRK4), für den das Gen KCNJ5 kodiert, 

steht im Zentrum dieser Arbeit. 

4.2 Kardiale Ionenkanäle und Aktionspotential 

Der Kir3.4-Kanal kommt neben dem Pankreas (Ferrer et al., 1995) und der 

Nebenniere (Choi et al., 2011) vor allem im Herzen vor (Krapivinsky et al., 1995). 

Die Depolarisation der Kardiomyozyten wird bei Überschreiten des 

Schwellenpotentials durch das Öffnen spannungsabhängiger Natriumkanäle 

initiiert. Die wichtigste Rolle nimmt hierbei der Nav1.5-Kanal ein (Brown et al., 

1981). Auf die Phase des schnellen Aufstrichs durch INa folgt die frühe 

Repolarisation durch den transienten Auswärtsstrom Ito, bedingt durch einen 

Kaliumausstrom durch die spannungsabhängigen Kaliumkanäle Kv4.3, Kv4.2 

und Kv1.4 (Gaborit et al., 2007). Danach folgt die Plateauphase mit einem nur 

geringen Netto-Membranstrom. Hier heben sich der Kalziumeinstrom ICa und 

der Kaliumausstrom IKsus (sus = sustained current) fast gegenseitig auf. Dann 

schließt sich die Repolarisation an. Diese wird vor allem durch Kaliumkanäle, 

die schnell (IKr = rapid) oder langsam (IKs = slow) aktivieren, bedingt (Sanguinetti 

and Jurkiewicz, 1990). Der IKs Strom wird durch den Kv7.1-Kanal und die ß-

Untereinheit KCNE1 vermittelt. Der IKr wird durch Kv11.1 (hERG) kodiert. 

Zusätzlich aktivieren einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle Kir2.x (IK1), die 

einerseits die Repolarisation unterstützen, aber auch das Ruhemembranpotential 

stabilisieren (Dhamoon et al., 2004).  

In den Schrittmacherzellen des Sinusknotens läuft das Aktionspotential etwas 

anders ab. Dort findet nämlich zunächst eine langsame diastolische 

Depolarisation statt, bis das Schwellenpotential erreicht wird. Erst dann beginnt 

die schnelle Depolarisation (Noma and Irisawa, 1976). Die Steigung der 

langsamen diastolischen Depolarisation, der Wert des Schwellenpotentials und 

der Wert des maximalen diastolischen Potentials sind maßgeblich für die 

resultierende Herzfrequenz verantwortlich. Diese wird über die Steuerung der 
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drei genannten Parameter im Sinusknoten von Sympathikus und 

Parasympathikus beeinflusst.  

Die langsame diastolische Depolarisation entsteht durch den „funny“ Strom If, 

bedingt durch das Öffnen der HCN-Kanäle (DiFrancesco, 1981). Diese sind 

hyperpolarisations-aktivierte Kanäle, die sowohl für Kalium-, als auch für 

Natriumionen eine Leitfähigkeit besitzen und vor allem einen Natrium-

Einwärtsstrom generieren (Maylie and Morad, 1984). Zusätzlich öffnen dann 

spannungsabhängige T-Typ-Kalziumkanäle, deren kurzfristiger („transient“) 

Kalzium-Einwärtsstrom die langsame diastolische Depolarisation verstärkt. Der 

schnelle Aufstrich der Depolarisation wird im Anschluss primär durch einen 

Kalzium-Einwärtsstrom über spannungsabhängige L-Typ-Kalziumkanäle 

ausgelöst. Deren Inaktivierung verläuft langsamer („long-lasting“) als die der T-

Typ-Kalziumkanäle. Diesen Strömen entgegengesetzt - also hyperpolarisierend - 

wirkt IKACh mit einem Ausstrom von Kaliumionen durch die hier untersuchten 

Kir3-Kanäle. Dadurch wird die Verringerung der Herzfrequenz bei der 

Aktivierung des Parasympathikus möglich, denn das ACh bewirkt an den Zellen 

des Sinusknotens über eine Aktivierung des M2-Rezeptors eine Öffnung der Kir3-

Kanäle. Somit verstärkt sich der Kalium-Ausstrom und die hyperpolarisierende 

Kraft wird stärker. Deshalb wird die Steigung der langsamen diastolischen 

Depolarisation flacher und es dauert länger, bis das Schwellenpotential erreicht 

wird, was in einer geringeren Herzfrequenz resultiert (Mesirca et al., 2013). Eine 

genauere Beschreibung der Kopplung an den M2-Rezeptor folgt in Kapitel 4.3.3. 

Genau entgegengesetzt kann der Sympathikus durch Adrenalin als Botenstoff 

und cAMP als second messenger einerseits über eine direkte Aktivierung der 

HCN-Kanäle und anderseits über eine durch die Proteinkinase A (PKA) 

vermittelte Phosphorylierung der Cav-Kanäle die Herzfrequenz steigern 

(DiFrancesco and Mangoni, 1994).  
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4.3 G-Protein-gekoppelte einwärts-gleichrichtende Kaliumkanäle 

Die Klasse der G-Protein-gekoppelten einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanäle 

(GIRK) besteht aus den Mitgliedern Kir3.1, Kir3.2, Kir3.3 und Kir3.4. Die drei 

erstgenannten Subtypen werden vorwiegend im Gehirn exprimiert (Grosse et al., 

2003; Liao et al., 1996), Kir3.4 hingegen in kardialem Gewebe. Dort stellt er 

zusammen mit Kir3.1 das hauptsächliche Kir3-Heteromer dar.  

4.3.1 Vorkommen und Funktion von Kir3.4  

Wie bereits in Kapitel 4.2 erwähnt, kommt Kir3.4 vor allem in Pankreas, 

Nebenniere und Herzen vor. Zusätzlich wurde der Kanal aber auch in wenigen 

bestimmten Regionen des ZNS gefunden (Wickman et al., 2000).  

Im Pankreas ist Kir3.4 einerseits an der Inhibierung der Glukagon Ausschüttung 

beteiligt, indem es eine Somatostatin-bedingte Hyperpolarisation der α-Zellen 

auslöst (Yoshimoto et al., 1999). Andererseits ist der Kanal auch in den β-Zellen 

für die vegetative Regulation der Insulinsekretion wichtig. Diese wird durch eine 

Adrenalin-vermittelte Hyperpolarisation der Zellmembran - unter anderen 

durch Kir3 - inhibiert (Iwanir and Reuveny, 2008). In der Nebenniere wird Kir3.4 

in der Zona glomerulosa exprimiert und ist von Bedeutung für die Regulierung 

der Aldosteron-Sekretion (Choi et al., 2011). 

Obwohl auch schon Homotetramere aus vier Kir3.4-Untereinheiten beschrieben 

wurden (Corey and Clapham, 1998), wird der IKACh im Herzen vor allem aus 

jeweils zwei Untereinheiten Kir3.1 und Kir3.4 geformt (Krapivinsky et al., 1995). 

Dessen Expression wurde vor allem im Vorhof und nur in geringen Mengen in 

den Ventrikeln beobachtet (Anderson et al., 2018). Insbesondere im Sinus- und 

AV-Knoten ist der Kanal für die parasympathische Regulation der Herzfrequenz 

und der Herzfrequenzvariabilität wichtig (Lee et al., 2018). Versuche mit 

Knockout-Mäusen haben gezeigt, dass das Fehlen der Kir3.4-Untereinheit 

einerseits zu einer kaum erhöhten durchschnittlichen Herzfrequenz, andererseits 

aber zu einer deutlich verzögerten Rückkehr zur Ruheherzfrequenz nach 
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sympathischer Stimulation führt (Mesirca et al., 2013). Zusätzlich ist die 

Variabilität der Herzfrequenz beim Fehlen von Kir3.4 deutlich herabgesetzt 

(Wickman et al., 1998). Hier zeigt sich also eine wichtige Rolle von Kir3.4 und 

damit des IKACh bei der parasympathischen Regulation der Herzfrequenz, auch 

wenn die Einstellung der Ruheherzfrequenz durch andere Signalwege 

kompensiert werden kann. 

Für die Funktion ist auch die Kanal-Lokalisation an der Zellmembran der 

einzelnen Zellen elementar. Der intrazelluläre Transport vom 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) zur Zellmembran ist streng reguliert. Kir3.1 

verbleibt ohne eine weitere Untereinheit stets im ER und wird nicht zur 

Zellmembran sortiert. Nur in Verbindung mit Kir3.4 findet ein Transport der 

Kir3.1-Untereinheiten an die Zellmembran statt (Kennedy et al., 1999). Dafür 

verantwortlich scheinen zwei Signalsequenzen in den zytoplasmatischen Enden 

des Kir3.4-Proteins zu sein (Ma et al., 2002), siehe Kapitel 4.3.2. 

4.3.2 Aufbau, Struktur und Regulation von Kir3-Kanälen 

Das Protein Kir3.4 ist als einzelne Untereinheit aus 419 Aminosäuren aufgebaut 

(The UniProt Consortium, 2025). Wie bereits erwähnt, besteht eine Untereinheit 

der Kir3-Kanäle aus 2 Transmembranhelices, TM1 und TM2, jeweils einem 

zytosolischen NH2- und einem COOH-Terminus und einer Poren-Helix mit dem 

Selektivitätsfilter (Woodward et al., 1997). TM1 ist die äußere und TM2 die innere 

α-Helix, die die Zellmembran durchspannen. Deshalb bilden die vier TM2s der 

vier Untereinheiten die innere Wand der Pore. Um durch diese Pore gelangen zu 

können, müssen die Kaliumionen den Selektivitätsfilter, ein in allen 

Kaliumkanälen konserviertes Aminosäuresequenzmotiv, passieren. Dieser wird 

im Kir3.4 Protein von den Aminosäuren T-I-G-Y-G an Position 149 – 153 gebildet. 

Aber auch um diese Schlüsselsequenz herum können Mutationen zu einem 

beträchtlichen Verlust der Kaliumselektivität führen, insbesondere an den 

Positionen E145 und R155 (Makary et al., 2006).  
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Kir3-Kanäle sind dauerhaft geschlossen und öffnen erst durch die Bindung der 

ßγ-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins nach dessen Aktivierung, siehe 

Kapitel 4.3.3. Wesentlich an der Öffnung des Kanals beteiligt scheint eine Art 

Scharnier in der TM2-Region zu sein, gebildet durch die kleine Aminosäure (AS) 

Glycin an Position 175 (Jin et al., 2002). Auch der oben genannte Selektivitätsfilter 

ist wichtig für die Aktivierung durch Agonisten, da diese Aktivierung bei 

bestimmten Varianten in der Nähe des Selektivitätsfilters verloren geht (Claydon 

et al., 2003). 

Neben den Transmembran-Helices und dem Selektivitätsfilter sind auch die 

zytoplasmatischen Domänen wichtig für die Funktion der Kanäle. Der C-

Terminus ist länger als der N-Terminus und besteht aus β-Faltblättern. Er enthält 

die Signalsequenzen, die zu einer Sortierung des Kanals an die Zellmembran 

führen. Es wurde gezeigt, dass ohne die AS 350 – 399 weder Kir3.4-

Homotetramere, noch Kir3.4/Kir3.1-Heterotetramere an die Zelloberfläche 

transportiert werden (Kennedy et al., 1999). Dies ist besonders interessant, da in 

der in dieser Arbeit untersuchten Variante (Kir3.4R332*) diese Aminosäuren 

ebenfalls fehlen. Auch der N-Terminus ist wichtig für die Sortierung, da er die 

ER-Exportsequenz N-Q-D-M-E-I-G-V an Position 10 – 17 enthält (Ma et al., 2002).  

Die im Zytoplasma gelegenen Termini der einzelnen Untereinheiten sind 

miteinander verbunden und bilden zusammen die zytoplasmatische Domäne 

des Kanals, welche eine wichtige Bindestelle für die Aktivierung durch die βγ-

Einheit darstellt (Huang et al., 1997). Die Heteromerisierung der vier 

Untereinheiten zu einem gemeinsamen Kanal erfolgt über eine große Fläche 

komplementärer AS innerhalb der β-Faltblättern des C-Terminus. Dazwischen 

liegen jeweils die N-Termini in einer „Rille“ und bilden so einen Teil der 

Bindungsdomäne (Nishida and MacKinnon, 2002). 

Kir3-Kanäle können durch eine Vielzahl von Substanzen in ihrer Funktion 

beeinflusst werden. Die wichtigste Rolle spielt dabei die Kopplung an den M2-

Rezeptor, siehe Kapitel 4.3.3. Daneben sind aber weitere Moleküle Teil der 
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Regulationsmechanismen. Intrazelluläre Mg2+-Ionen sowie Polyamine blockieren 

den K+-Efflux durch Bindung an die zytoplasmatischen Domänen sowie an Teile 

der Transmembranhelices in Abhängigkeit des Membranpotenzials, wodurch 

die einwärts-gleichrichtende Eigenschaft der Kir-Kanäle entsteht (Lopatin et al., 

1994; Matsuda et al., 1987). Die AS Aspartat an Position 172 von Kir3.1 scheint 

wichtig für diese Funktion zu sein (Pegan et al., 2005; Stanfield et al., 1994). Im 

Kir3.4-Protein ist die negativ geladene AS Aspartat allerdings durch die neutrale 

AS Asparagin an Position 179 ersetzt (The UniProt Consortium, 2025). Zusätzlich 

ist PIP2 für das Öffnen der Kir3-Kanäle notwendig (Huang et al., 1998). Die AS 

D223 stellt dabei eine Art Na+-Sensor da, denn intrazelluläre Na+-Ionen haben 

einen verstärkend modulierenden Effekt auf die Aktivierung durch PIP2 

(Rosenhouse-Dantsker et al., 2008; Zhang et al., 1999). 

4.3.3 Die Kopplung an den M2-Rezeptor 

Kir3-Kanäle werden durch Acetylcholin (ACh) aus dem parasympathischen 

Nervensystem vermittelt aktiviert (Sakmann et al., 1983). Der Vorhof und 

insbesondere der Sinus- und AV-Knoten sind durch den N. vagus innerviert. 

Dieser schüttet ACh aus, welches extrazellulär an den M2-Rezeptor, einen G-

Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR), bindet. Der GPCR besitzt die beiden 

membranständigen Untereinheiten Gα und Gβγ. Gα hat im Ruhezustand 

Guanosindiphosphat (GDP) gebunden und liegt im Komplex mit Gβγ vor. Bei 

der Aktivierung des GPCR durch einen Agonisten, im Falle des M2-Rezeptors 

ACh, wird GDP vermehrt gegen Guanosintriphosphat (GTP) ausgetauscht, was 

zu einer Dissoziation der Untereinheiten führt. Gβγ löst sich von dem Komplex, 

kann an die zytoplasmatische Seite der Kir3-Kanäle binden und diese dadurch 

aktivieren. Es wurde gezeigt, dass die AS H64, L268 und L339 in Kir3.4 wichtig 

für diese Aktivierung sind (He et al., 1999, 2002), wodurch sich auf eine 

Bindungsstelle der Gβγ-Untereinheit in dieser Region schließen lässt. Dies 

konnte für Kir3.2 mithilfe einer Kristallisation gemeinsam mit der Gβγ-

Untereinheit bestätigt werden. In den korrespondieren Bereichen sind dort die 
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AS Q248, F254 und L342 bis L344 an der direkten Interaktion mit Gβγ beteiligt 

(Whorton and MacKinnon, 2013). Daneben ist auch die Interaktion zwischen den 

C- und N-terminalen Enden der Kir3.1- und Kir3.4-Untereinheiten wichtig, da 

diese zusammen eine stärkere Bindung an Gβγ eingehen (Huang et al., 1997). 

Zusätzlich spielt Gβγ eine Rolle bei der Regulation der Aktivierung durch PIP2, 

wie bereits in Kapitel 4.3.2 erwähnt (Huang et al., 1998). Auch eine wichtige Rolle 

spielen regulatorische Proteine des G-Protein Signalwegs (RGS-Proteine). Diese 

beschleunigen sowohl die Aktivierung als auch die Deaktivierung der Kir3-

Kanäle durch Gβγ (Doupnik et al., 1997). 

4.3.4 Interaktion mit Kir2.1 

Neben der bereits erwähnten Heteromerisierung innerhalb der Kir3-Familie, 

wurde auch eine Heteromerisierung von Kir3-Kanälen mit Kir2.1 beschrieben. 

Dies wurde sowohl für Kir3.1 und Kir2.1, als auch für Kir3.4 und Kir2.1 gezeigt 

(Ishihara et al., 2009). Diese Messungen zeigten keine funktionellen Unterschiede 

zu Kir2.1-Homomeren. Das Einbringen dominant-negativer Varianten in die 

einzelnen Untereinheiten führte allerdings zu einem loss-of-function, weshalb 

auch in dieser Arbeit der Einfluss der untersuchten Varianten auf die Bildung des 

Heteromultimers mit Kir2.1 untersucht wurde, siehe Kapitel 4.4.3, 6.2.2 und 6.3.2 

(Ishihara et al., 2009; Kokunai et al., 2014).  

4.4 Mutationen im KCNJ5 Gen und Pathologien der Kir3.4-Kanäle 

4.4.1 Bekannte pathologische KCNJ5 Varianten 

Innerhalb des für den Kir3.4-Kanal kodierenden Gens KCNJ5 auf Chromosom 11 

sind einige Varianten bekannt, die mit Erkrankungen assoziiert sind. Beschrieben 

wurden Patienten mit Long-QT-Syndrom (LQTS), Sinusknotendysfunktion 

(SND), Vorhofflimmern und familiärem Hyperaldosteronismus Typ III.  

Folgende Varianten wurden als vermutlich krankheitsauslösend in betroffenen 

Familien mit Hyperaldosteronismus beschrieben: E145Q, G151R, G151E, Y152C, 
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I157S, T158A und L168R (Åkerström et al., 2012; Charmandari et al., 2012; Choi 

et al., 2011; Chueh et al., 2021; Monticone et al., 2013, 2015; Scholl et al., 2012). 

Diese sind alle in direktem Bezug zum Selektivitätsfilter (siehe Kapitel 4.3.2) 

lokalisiert. Einige dieser Varianten wurden in den Zellen Aldosteron-

produzierender Adenome untersucht: L168R, G151R und T158A. Aus diesen 

somatischen Mutationen, die daher keinen Einfluss auf den pankreatischen oder 

kardialen Phänotyp der Patienten hatten, lässt sich aber ein Pathomechanismus 

der überschießenden Aldosteron-Sekretion ableiten. Sie lösen einen Verlust der 

Ionenselektivität aus, sodass auch andere Ionen, insbesondere Na+, den Kanal 

passieren können. Dies führt zu einer Depolarisation der Zellmembran, wodurch 

spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle öffnen und der daraus resultierende Ca2+-

Einstrom zu einem Anstieg der Ca2+-Konzentration im Zytosol führt. Das wirkt 

aktivierend auf die Aldosteron Sekretion, woraus ein Hyperaldosteronismus 

entsteht (Tauber et al., 2014).  

In Bezug zum Vorhofflimmern wurden mehrere potenziell ursächliche Varianten 

identifiziert: G247R, D262G und V303I (Calloe et al., 2007; Yamada et al., 2019). 

Hierbei wird vermutet, dass die Mutationen die Bindung an die Gβγ-

Untereinheit verhindern, da sie innerhalb des Zytosols im C-Terminus liegen. 

Hierdurch könnte die Aktivierung durch Gβγ so gestört sein, dass der Kanal 

unabhängig vom M2-Rezeptor konstitutiv geöffnet ist und so pro-fibrillatorisch 

wirkt (Dobrev et al., 2005).  

Die in dieser Arbeit untersuchten Varianten des Kir3.4-Proteins stammen von 

Patienten mit Sinusknotendysfunktion oder Long-QT-Syndrom, siehe Kapitel 

4.5. Deswegen werden diese beiden Krankheitsbilder im Folgenden in eigenen 

Kapiteln behandelt. 

4.4.2 Sinusknotendysfunktion 

Die SND, auch als Sick-Sinus-Syndrom (SSS) bezeichnet, kann primär als 

genetische oder idiopathische Form oder sekundär als Folge von 
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Vorerkrankungen wie Herzinsuffizienz, koronarer Herzkrankheit oder auch 

Intoxikationen auftreten. Darunter werden eine Gruppe unterschiedlicher 

Erregungsbildungsstörungen im Sinusknoten zusammengefasst, die sich meist 

als Bradykardien mit den entsprechenden klinischen Symptomen wie Schwindel, 

Übelkeit, Synkopen, Müdigkeit oder sogar dem plötzlichen Herztod äußern 

können (Ferrer, 1968). Die Diagnostik umfasst unter anderem ein Ruhe-, ein 

Langzeit- und ein Belastungs-EKG, einen Atropin-Belastungstest und ggf. 

elektrophysiologische Untersuchungen. Die Therapie richtet sich dann nach der 

Schwere der klinischen Symptomatik. Asymptomatische Patienten benötigen 

meist keine Therapie. Schwere Bradykardien müssen mit einem implantierten 

Schrittmacher behandelt werden.  

Für genetisch bedingte Formen konnten Mutationen in verschiedenen Proteinen 

als möglicherweise krankheitsauslösend identifiziert werden. Im Gen SCN5A, 

welches für die α-Untereinheit des spanungsabhängigen Natriumkanals Nav1.5 

kodiert, wurden in betroffenen Patienten mehrere loss-of-function Mutationen 

festgestellt (Benson et al., 2003). Eine weitere Arbeit zeigte die Assoziation einer 

Variante im Gen MYH6 mit dem SSS (Holm et al., 2011). Dieses Gen kodiert für 

die schwere Kette des Myosin 6. 

Da Kir3.4 eine wichtige Rolle in der parasympathischen Regulation des 

Sinusknotens spielt (siehe Kapitel 4.3.1), wird auch für die SND eine Relevanz 

dieses Kanals vermutet. Es wurde gezeigt, dass durch die Inaktivierung von 

Kir3.4 in Knockout Mäusen eine (aufgrund einer Blockade der HCN-Kanäle) 

bestehende Sinusbradykardie aufgehoben werden konnte (Mesirca et al., 2014). 

Außerdem wurde eine gain-of-function Mutation im Gen GNB2, welches für die 

Gβγ-Untereinheit kodiert, in einer großen Familie mit SND beschrieben. Diese 

führte zu einer vermehrten Aktivierung des Kir3.1/Kir3.4-Heterotetramers, was 

eine langsamere Herzfrequenz zur Folge hatte (Stallmeyer et al., 2017). Danach 

wurde erstmals, wie oben bereits beschrieben, eine gain-of-function Mutante im 

Gen KCNJ5 entdeckt, die eine idiopathische SND auslösen kann. Dabei wurde an 
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der Position 101 und damit in der ersten Transmembranhelix die AS Tryptophan 

durch Cystein ersetzt (W101C). Dies beeinflusst die Struktur des Kanals so, dass 

die einwärts-gleichrichtende Eigenschaft reduziert wird und mehr K+-Ionen aus 

der Zelle strömen können, was vermutlich zur Hyperpolarisation und damit zur 

Verlangsamung der Herzfrequenz führt (Kuß et al., 2019). Diese Hypothese 

konnte bestätigt werden, als diese Variante in einer menschlichen Zelllinie 

untersucht wurde. Dabei wurde gezeigt, dass die mutierten Kanäle einen 

dauerhaften, nicht von der Aktivierung durch den M2-Rezeptor abhängigen, 

Auswärtsstrom generieren. Außerdem war das maximale diastolische Potential 

negativer als beim Wildtyp, was zusätzlich zur Verringerung der Herzfrequenz 

beiträgt (Kayser et al., 2023). 

Ein eingehendes Verständnis der Ursachen für die SND ist aufgrund der hohen 

klinischen Relevanz wichtig, denn das SSS ist eine der häufigsten Ursachen für 

eine Schrittmacherimplantation (Nielsen et al., 2011). In dieser Arbeit wird 

deshalb eine weitere Variante im KCNJ5 Gen in Patienten mit SND untersucht, 

nämlich V137M. Näheres dazu folgt in den nächsten Kapiteln. 

4.4.3 Long-QT-Syndrom 

Als LQTS wird eine Gruppe von Repolarisationsstörungen der Herzerregung 

zusammengefasst, die gemeinsam eine pathologisch verlängerte QT-Zeit im EKG 

aufweisen. Es gibt angeborene Formen, die aufgrund von Mutationen in 

verschiedenen für kardiale Ionenkanäle kodierenden Genen entstehen, sowie 

erworbene Formen. Letztere sind meist medikamenteninduziert.  

Betroffene Patienten können lange asymptomatisch sein, es besteht aber die 

Gefahr von Synkopen und Torsade-de-Pointes-Tachykardien mit folgendem 

Herzstillstand (Jervell and Lange-Nielsen, 1957). Deswegen ist nach 

entsprechender Diagnostik im EKG und evtl. genetischer Untersuchung eine 

medikamentöse Prophylaxe mit β-Blockern indiziert. In schweren Fällen muss 

die Implantation eines internen Defibrillators erwogen werden. 
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Die für das angeborene LQTS verantwortlichen Gene sind in einem Großteil der 

Fälle KCNQ1, KCNH2 oder SCN5A. Diese kodieren für Kalium- bzw. 

Natriumkanäle. In selteneren Fällen ist allerdings auch eine Mutation im Gen 

KCNJ2, welches für Kir2.1 kodiert, verantwortlich. Diese Form wird als 

Andersen-Tawil-Syndrom oder LQTS-7 bezeichnet.  

Zudem wurde bei Patienten eine Variante im Gen KCNJ5 gefunden, die durch 

den Aminosäureaustausch G387R im Kir3.4-Protein einen inhibitorischen Effekt 

auf Kir2.1 ausübt (Kokunai et al., 2014). Dies zeigte erneut, dass Kir3.4 und Kir2.1 

funktionelle Heteromere bilden können (siehe Kapitel 4.3.4), sowie dass diese 

Interaktion durch die G387R Mutation in der C-terminalen Domäne gestört ist 

und dadurch LQTS-7 ausgelöst werden kann. Die Variante G387R wurde auch in 

Patienten mit LQTS-13 nachgewiesen und verursacht einen loss-of-function des 

Kanals (Wang et al., 2013; Yang et al., 2010).  

Trotz dieser Untersuchungen in heterologen Expressionssystemen bestehen 

Zweifel an der Kausalität einiger Gene für die Entstehung des LQTS, was weitere 

Untersuchungen notwendig macht (Adler et al., 2020). Aufgrund der hohen 

klinischen Relevanz ist dies aber unbedingt erforderlich, da die 10-Jahres 

Überlebensrate unbehandelter symptomatischer Patienten nur etwa 50% beträgt 

(Ackerman et al., 2011). 

4.5 Klinische Fälle als Grundlage dieser Arbeit 

Die Patienten, deren klinische Fälle die Grundlage dieser Arbeit darstellen, 

werden am Institut für Genetik von Herzerkrankungen (IfGH) des Uniklinikums 

Münster behandelt. Die Zusammenarbeit erfolgte mit Univ.-Prof. Dr. med. Eric 

Schulze-Bahr. Das schriftliche Einverständnis für die genetischen 

Untersuchungen wurde durch das IfGH von allen Patienten eingeholt. Die 

Namen sind pseudonymisiert dargestellt. 
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4.5.1 Fall 1 - Sinusbradykardie 

Frau S, 1975 geboren, stellte sich 2008 im Alter von 33 Jahren in einem 

auswärtigen Krankenhaus mit seit einem Jahr bestehenden okzipitalen 

Kopfschmerzen, Schwächegefühl, Schwindel und Luftnot bei mittlerer Belastung 

vor. Im 24 h EKG zeigte sich eine Sinusbradykardie bis zu einer Herzfrequenz 

von 25/min sowohl während des Tages als auch der Nacht. Nach der 

anschließenden elektrophysiologischen Untersuchung wurde die Diagnose einer 

binodalen Dysfunktion des Sinus- und des AV-Knotens gestellt. Zur Therapie 

musste ein Schrittmacher implantiert werden, um die Herzfrequenz im 

Normbereich zu halten. In Abbildung 1 ist das Ruhe-EKG der Patientin nach 

Schrittmacher-Implantation dargestellt. 

 

Abbildung 1: Ruhe-EKG der Patientin S nach Schrittmacher-Implantation 

Ruhe-EKG der Patientin Frau S vom 17.07.2008. Schrittmacher-Rhythmus mit einer HF von 

69/min. 

 

Nach der Überweisung an das IfGH in Münster wurde dort in der genetischen 

Analyse die Variante V137M im Kir3.4-Kanal festgestellt, welche die Patientin als 
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heterozygote Anlage trägt. Dadurch wird die AS Valin an Position 137 durch die 

AS Methionin ersetzt. Die Lokalisation der Variante im Kir3.4-Kanal ist in 

Abbildung 2 schematisch dargestellt. Sowohl für die Patientin als auch für ihre 

Nachkommen ist die Analyse der Auswirkungen der Variante interessant. Für 

den Fall, dass ihr Partner kein Anlageträger ist, sind deren Nachkommen jeweils 

mit einer Wahrscheinlichkeit von 50% heterozygote Anlageträger. Für den 

unwahrscheinlichen Fall, dass auch der Partner die Variante trägt (die 

Allelfrequenz beträgt 3,98 x 10-6, siehe Kapitel 6.1.1), sind die Nachkommen mit 

einer Wahrscheinlichkeit von 25% sogar homozygot für die Variante. Deshalb 

wurden hier homozygote und heterozygote Konstrukte im Vergleich untersucht, 

siehe Kapitel 6.3. 

 

Abbildung 2: Lokalisation der Variante V137M im Kir3.4-Kanal 

Die Lokalisation der Aminosäure Valin an Position 137 innerhalb der extrazellulären Domäne ist 

blau markiert.  
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4.5.2 Fall 2 - Passagere QT-Zeit Verlängerung 

Frau F, geboren 2006, stellte sich 2022 am IfGH vor. In den Jahren 2020 bis 2022 

traten insgesamt vier generalisierte Krampfanfälle auf. Fünf Monate nach dem 

ersten Ereignis kam es zu einer verlängerten QTc-Zeit bis maximal 488 ms, 

während des zweiten Anfalls bis 462 ms unter β-Blocker Therapie. Da mit Hilfe 

eines Event-Recorders eine kardiogene Ursache für die Krampfanfälle 

ausgeschlossen werden konnte, wurde 2022 eine Therapie mit Lamotrigin 

begonnen.  

Die QT-Zeit Verlängerung erfolgte nach erstmaligem Konsum eines Energy-

Drinks mit begleitender Palpitations- und Schwindel-Symptomatik. Alle 

folgenden Ruhe- und Belastungs-EKGs zeigten die QTc-Zeit im Normbereich 

unter 460 ms. Deswegen konnte nur von einer passageren QT-Zeit Verlängerung 

gesprochen und nicht die Diagnose eines Long-QT-Syndroms gestellt werden. In 

der Herz-Echographie ergaben sich keine Hinweise auf strukturelle oder 

funktionelle Pathologien.  

In der Familie sind kein LQTS oder sonstige Herzerkrankungen bekannt. Bei 

einer positiven Familienanamnese mit einer juvenilen Epilepsie des Vaters wurde 

trotzdem eine genetische Untersuchung veranlasst, die eine homozygote 

Variante des KCNJ5 Gens ergab, nämlich R332*. Diese Nonsense-Mutation ersetzt 

das Arginin an Position 332 durch ein Stopp-Kodon, was zum Verlust aller 

nachfolgenden Aminosäuren führt. Die Position der Variante im Kanal ist in 

Abbildung 3 schematisch dargestellt. Wie bereits in Kapitel 4.4 gezeigt, können 

solche Varianten prädisponierend für Erkrankungen des Sinusknotens oder für 

einen primären Hyperaldosteronismus sein. Der laborchemische Renin-

Aldosteron-Quotient war allerdings normwertig, es fanden sich also keine 

Hinweise für eine pathologische Aldosteronsekretion. Die Eltern der 

Indexpatientin wurden anschließend auch untersucht und sind beide 

heterozygote Anlageträger dieser Variante. Für die Nachkommen der 

Indexpatientin gilt, dass sie in jedem Fall die Variante heterozygot und eventuell 
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sogar homozygot tragen werden, falls der Partner auch Anlageträger ist. Bei einer 

Allelfrequenz von 2,12 x 10-5 (siehe Kapitel 6.1.1) ist dies zwar unwahrscheinlich, 

aber durchaus möglich. Deshalb wurden in dieser Arbeit sowohl die 

Auswirkungen im homozygoten Zustand, wenn kein Kir3.4-Wildtyp vorhanden 

ist, als auch im heterozygoten Zustand, in dem sowohl Kir3.4 im Wildtyp als 

auch in der Variante R332* vorliegt, untersucht. Dies ist ausführlich in Kapitel 6.2 

beschrieben.  

 

Abbildung 3: Lokalisation der Variante R332* im Kir3.4-Kanal 

Die Lokalisation der Aminosäure Arginin an Position 332 im distalen C-Terminus ist blau 

markiert. Der durch das vorzeitige Stopp-Kodon wegfallende Teil des Proteins ist ausgegraut 

dargestellt. 

 

4.6 Fragestellung und Ziel dieser Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, die bislang nicht funktionell untersuchten KCNJ5 

Varianten R332* und V137M elektrophysiologisch zu charakterisieren, um die 

klinische Relevanz der Varianten zu identifizierten. Dazu soll der Effekt der 

Varianten auf die Stromamplitude und auf die Rezeptorkopplung untersucht 

werden. Dies soll im homozygoten und heterozygoten Status erfolgen. Zudem 

soll der Einfluss der Varianten im Kir2.1/Kir3.4-Heteromer untersucht werden, 
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sowie der Transport der mutierten Kanäle an die Plasmamembran quantifiziert 

und mit dem des Wild-Typ Kanals verglichen werden, um den molekularen, 

krankheitsauslösenden Mechanismus näher zu identifizieren. Über die 

Aufklärung des krankheits-auslösenden Mechanismus kann die Grundlage 

gelegt werden, um in der Zukunft eine Patienten-spezifische pharmakologische 

Modulation der Kanäle zu ermöglichen. 
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5 Material und Methoden 

5.1 Herstellung von cRNA und Injektion in Oozyten des Xenopus 

laevis 

Die Oozyten des Glatten Afrikanischen Krallenfroschs (Xenopus laevis) sind schon 

lange als Modellorganismus auf dem Gebiet der Ionenkanal-Forschung etabliert. 

Sie eignen sich als heterologes Expressionssystem aufgrund ihrer Größe, der 

guten Verfügbarkeit, der Fähigkeit zur massiven Proteinbiosynthese und ihrer 

Resistenz gegenüber äußeren Einflüssen.  

Um bestimmte Ionenkanäle und deren Mutationen elektrophysiologisch 

untersuchen zu können, muss die Oozyte diese Proteine in großer Anzahl 

herstellen und in die eigene Zellmembran einbauen. Wenn dies in einer 

ausreichenden Menge geschieht, werden die Ströme der intrinsischen 

Ionenkanäle und Transporter im Vergleich so gering, dass sie gegenüber den 

Strömen der eingebrachten Kanäle zu vernachlässigen sind. Dafür muss die 

cRNA der zu untersuchenden Kanäle in die Oozyte injiziert werden. 

Die benötigte cRNA der Kanäle Kir2.1WT, Kir3.1WT, Kir3.4WT, Kir3.4R332*, Kir3.4V137M 

und des M2-Rezeptors wurde mir von der AG Decher zur Verfügung gestellt. Zur 

Synthese der cRNA wurde das „HiScribe T7 ARCA mRNA Kit“ (New England 

BioLabs, Artikel-Nr. E2065S) verwendet. Zuvor wurden die Varianten mittels 

ortsgerichteter Mutagene mit dem „QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit“ 

(Agilent, Artikel-Nr. 200519) in die cDNA eingebracht. Diese lag im 

Oozytenexpressionsvektor pSGEM vor. Die Qualitätskontrolle der cRNA 

erfolgte durch eine Agarose-Gelelektrophorese. Hierbei wurde darauf geachtet, 

dass sich nur eine klare Bande ausbildet. 

Auch die Oozyten des Xenopus laevis wurden mir durch die AG Decher zur 

Verfügung gestellt. Die Isolierung der Eizellen aus dem Frosch erfolgte jeweils 

am Morgen der Injektion. Eine entsprechende Genehmigung liegt der 
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Arbeitsgruppe vor (V54 19c 2015h01MR20/28 Nr. V16/2022). Daraufhin erfolgte 

ein Kollagenase-Verdau. Nach der Operation lagen die Oozyten in allen 

Reifestadien vor, sodass zunächst die Sortierung der brauchbaren Oozyten 

(Reifestadium V und VI) unter dem Lichtmikroskop erfolgte. Danach wurden sie 

bis zur Injektion in AB-Lösung (siehe Kapitel 5.2.2) im Kühlschrank bei 18 °C 

gelagert. 

Zur Vorbereitung der Injektion wurde zunächst die Konzentration und die 

Reinheit der cRNA mit dem Spektrophotometer „NanoDrop 2000c“ (Thermo 

Fisher Scientific) bestimmt. Darauf folgte die Verdünnung mit destilliertem 

RNAse freiem Wasser. Die jeweiligen cRNAs, deren Verhältnisse und die 

Mengen pro Oozyte sind im Ergebnisteil bei jeder Messung angegeben. Alle 

Arbeitsschritte mit cRNA erfolgten auf Eis. Bis zur Verwendung wurde die cRNA 

bei -20 °C eingefroren. 

Danach folgte die Vorbereitung der 3,5 Zoll Glaskapillaren (Drummond, Artikel-

Nr. 3-000-203-G/X) für die Mikroinjektion. Diese wurden mit dem „DMZ-

Universal-Electrode-Puller“ (Zeitz) zu Mikrokapillaren gezogen und dann mit 

dem „Mikroforge MF“ (Narishige) auf unterschiedlichen Hitzestufen so 

bearbeitet, dass die dann kanülenförmige Öffnung ausreichend groß für den 

Durchtritt der cRNA in die Oozyte war, letztere aber keinen Schaden nahm. 

Anschließend wurde die vorbereitete Mikrokapillare mit Mineralöl (Sigma) 

unter Ausschluss von Luftblasen gefüllt und in den automatischen Nanoliter-

Injektor „Nanoject II“ (Drummond, Artikel-Nr. 3-000-204) eingespannt. Darauf 

folgte das Aufnehmen von 2 µl der aufgetauten cRNA-Lösung in die Kapillare. 

Vor Beginn der Injektion wurde die Injektionsmenge pro Oozyte am Injektor auf 

50 nl eingestellt. Pro Konstrukt wurden mindestens 24 Oozyten injiziert. Diese 

lagen dabei in einer mit AB-Lösung (siehe Kapitel 5.2.2) gefüllten 35 mm 

Petrischale, welche ein Gitter am Boden eingelassen hatte, um ein Verrutschen 

der Oozyten zu verhindern. So konnte sichergestellt werden, dass keine Oozyte 

doppelt injiziert oder vergessen wurde. Während der Injektion wurde jede 
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Eizelle einzeln mit der mit cRNA-Lösung gefüllten Mikrokapillare unter dem 

Lichtmikroskop punktiert und anschließend die automatische Injektion mit 

einem Fußschalter am Injektor ausgelöst. Dabei wurde darauf geachtet, dass der 

Zellmembran der Oozyten kein größerer Schaden als unbedingt benötigt 

zugefügt wurde. Dieses Vorgehen wiederholte sich analog für jedes weitere 

Konstrukt. 

Nach der Injektion erfolgte die Aufbewahrung der Oozyten bis zur Messung in 

einzelnen Wells in AB-Lösung (siehe Kapitel 5.2.2) im Kühlschrank bei 18 °C. 

5.2 Zwei-Elektroden Spannungs-Klemme (TEVC) 

Die Zwei-Elektroden Spannungs-Klemme (two-electrode voltage-clamp, TEVC) 

ist eine etablierte elektrophysiologische Methode zur Messung von 

Ionenströmen im heterologen Expressionssystem der Xenopus laevis Oozyten. Sie 

ermöglicht das Fixieren (Klemmen) eines bestimmten Membranpotentials und 

gleichzeitig die indirekte Messung des Stroms, der ggf. über die Zellmembran 

durch die Zustandsänderung bestimmter Ionenkanäle fließt.  

Zur Vorbereitung mussten zunächst Kapillaren aus Borosilikat-Glas (Science 

Products, Artikel-Nr. GB 150TF-8P) mit dem „DMZ-Universal-Electrode-Puller“ 

(Zeitz) gezogen werden. Diese wurden mit 3 M KCl unter Ausschluss von 

Luftblasen als Pipettenlösung gefüllt und hatten einen Widerstand von 0,5 – 1,5 

MΩ. Anschließend wurden die Kapillaren über die beiden Ag/AgCl-Drähte der 

Elektroden gezogen und in die Halterung eingespannt.  

Grundsätzlich bestand der Aufbau des Messplatzes aus einem Bad, durch 

welches die Messlösung zirkulierte und in dem die Oozyten zur Messung 

platziert wurden. Daneben waren vier Elektroden eingebaut, zwei im Bad (davon 

eine zur Erdung und eine als Referenzelektrode) und zwei Elektroden, welche 

über die Glaskapillaren (siehe oben) in die Oozyte eingestochen wurden. Eine 

der eingestochenen Elektroden, die sogenannte Spannungselektrode, maß das 

Membranpotential gemeinsam mit der Referenzelektrode im Bad, indem die 
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Potentialdifferenz zwischen dem Intrazellulärraum der Oozyte und dem 

extrazellulären Bad bestimmt wurde. Dabei wurde die Badlösung 

standardmäßig mit einem Potential von 0 angenommen. Die andere 

eingestochene Elektrode stellte die Stromelektrode dar. Sie hatte die Möglichkeit 

einen Strom auf die Oozyte zu applizieren, um die eingestellte 

Membranspannung zu erhalten. Wenn diese von dem Sollwert des 

Messprotokolls (siehe Kapitel 5.2.1) abwich, entsprach die Stromstärke, die 

benötigt wurde, um dem Sollwert wieder zu erreichen, dem Ionenstrom über die 

Membran (durch die Ionenkanäle) mit umgekehrtem Vorzeichen.  

Die Potentialdifferenz und die Stromstärke wurde mit dem Verstärker „Axon 

Axoclamp 900A“ (Molecular Devices) und dem Analog/Digital-Wandler „Axon 

Digidata 1440A“ (Molecular Devices) auf einen PC übertragen und mit dem 

Programm „Clampex“ (Molecular Devices) grafisch dargestellt. Zur Steuerung 

des Verstärkers kam die Software „Axoclamp“ (Molecular Devices) zum Einsatz. 

5.2.1 Messprotokolle 

Für die TEVC-Messungen kamen unterschiedliche Messprotokolle zum Einsatz. 

Diese gaben vor, wie sich die angelegte Spannung im zeitlichen Verlauf der 

Messung ändern sollte. Sie unterschieden sich im Haltepotential, angepasst an 

die jeweilige Messlösung. Für die Amplitudenmessungen von Kir3.1WT mit Kir 

3.4WT und den jeweiligen Mutanten in ND66 Lösung (siehe Tabelle 4) wurde ein 

Haltepotential von -30 mV benötigt, da das Gleichgewichtspotential von Kalium 

durch die höhere extrazelluläre Kaliumkonzentration positiver wird. Der Verlauf 

der angelegten Spannung ist in Tabelle 1 dargestellt. Für die ND96 Messlösung 

(siehe Tabelle 5), welche für die M2-Rezeptorkopplung und die 

Amplitudenmessungen im Heteromer mit Kir2.1 verwendet wurde und mehr 

den physiologischen Ionenkonzentrationen entspricht, wurde ein Haltpotential 

von -80 mV genutzt (siehe Tabelle 2). 
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Tabelle 1: TEVC-Messprotokoll mit Haltepotential -30 mV 

Darstellung des Verlaufs der Spannung in mV während verschiedener Zeitpunkte der Messung 

in Sekunden. Die Spannung sinkt zunächst gleichförmig von -30 mV auf -140 mV und steigt dann 

wieder kontinuierlich auf +40 mV an, bevor sie zurück auf das Haltpotential abfällt. 

Zeitpunkt (s) 0 0,08 0,18 1,68 1,69 

Spannung (mV) -30 -30 -140 +40 -30 

 

Tabelle 2: TEVC-Messprotokoll mit Haltepotential -80 mV 

Darstellung des Verlaufs der Spannung in mV während verschiedener Zeitpunkte der Messung 

in Sekunden. Die Spannung sinkt zunächst gleichförmig von -80 mV auf -140 mV und steigt dann 

wieder kontinuierlich auf +40 mV an, bevor sie zurück auf das Haltepotential abfällt. 

Zeitpunkt (s) 0 0,08 0,18 1,68 1,69 

Spannung (mV) -80 -80 -140 +40 -80 

 

5.2.2 Messlösungen 

Die benötigten Messlösungen für die TEVC-Methode wurden vor den 

Messungen auf der Basis von destilliertem Wasser hergestellt. Die zur 

Verwendung gekommenen Chemikalien mit den jeweiligen Herstellern sind in 

Tabelle 3 aufgelistet. 
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Tabelle 3: Verwendete Chemikalien 

Übersicht der benutzten Chemikalien mit Verhältnisformeln, Namen und den Herstellern. 

Verhältnisformel Name Hersteller 

NaCl Natriumchlorid Roth 

KCl Kaliumchlorid Roth 

CaCl2∙2H2O Kalziumchlorid Dihydrat Honeywell  

MgCl2∙6H2O Magnesiumchlorid Hexahydrat Merck 

C8H18N2O4S HEPES Biomol 

- Gentamycinsulfat Roth 

C3H3NaO3 Natriumpyruvat Sigma 

C7H8N4O2 Theophyllin Sigma 

NaOH Natronlauge Roth 

HCl Salzsäure Roth 

C7H16NO2Cl Acetylcholinchlorid Sigma 

 

Die Zusammensetzung der Messlösungen ND66 und ND96 ist in Tabelle 4 und 

Tabelle 5 in mM angegeben.  

 

Tabelle 4: Zusammensetzung ND66 

Verwendete Chemikalien zur Herstellung der Messlösung ND66 mit Mengenangaben in mM. 

Die Zugabe erfolgte zu destilliertem Wasser. Nach Herstellung der Lösung folgte eine Titration 

mit 2 mM NaOH oder 3,7% HCl auf pH = 7,5. 

Chemikalie NaCl KCl CaCl2∙2H2O MgCl2∙6H2O HEPES 

Menge in mM 66 32 1,8 1 5 
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Tabelle 5: Zusammensetzung ND96 

Verwendete Chemikalien zur Herstellung der Messlösung ND96 mit Mengenangaben in mM. 

Die Zugabe erfolgte zu destilliertem Wasser. Nach Herstellung der Lösung folgte eine Titration 

mit 2 mM NaOH oder 3,7% HCl auf pH = 7,5. 

Chemikalie NaCl KCl CaCl2∙2H2O MgCl2∙6H2O HEPES 

Menge in mM 96 2 1,8 1 5 

 

Je nach benötigtem Volumen der Lösung wurden die Mengen der Chemikalien 

berechnet, anschließend mit der Feinwaage „SI-114“ (Denver Instrument) 

abgewogen und unter Rührung mit dem Heiz- und Magnetrührer „Rotilabo MH 

15“ (Roth) in destilliertem Wasser gelöst. Danach wurde der pH auf einen Wert 

von 7,5 mit Hilfe des pH-Meters „Five Easy FE20“ (Mettler Toledo) und 2 mM 

NaOH oder 3,7% HCl eingestellt. 

Für die Messungen der M2-Rezeptorkopplung wurde eine separate ND96 

Messlösung mit Acetylcholin (ACh) angesetzt. Dazu wurde ein 200 mM Stock 

Acetylcholinchlorid hergestellt, indem 36,332 mg ACh in 1 ml Nuklease-freiem 

Wasser gelöst wurden. Anschließend wurden davon 2,5 µl in 50 ml ND96 Lösung 

gegeben, um eine finale Konzentration von 10 µM zu erhalten. 

Zur Aufbewahrung der Oozyten vor der Injektion und zwischen Injektion und 

Messung wurde eine Aufbewahrungslösung (AB-Lösung) hergestellt. Diese 

entspricht der Messlösung ND96 (siehe Tabelle 5), mit dem Zusatz für einen Liter 

Lösung von 0,05 g Gentamycinsulfat, 0,274 g Natriumpyruvat und 0,088 g 

Theophyllin. 

5.3 HA-Assay 

Für die Messung der Oberflächenexpression der untersuchten Kanäle wurde ein 

Chemolumineszenz-basierter ELISA durchgeführt. Dazu wurde ein HA-Epitop, 

bestehend aus den Aminosäuren 98 – 106 des Hämagglutininproteins 

(YPYDVPDYA) des Influenzavirus, in den extrazellulären Teil des Kir3.4-Proteins 

eingebracht. Dieses Epitop wurde von dem Antikörper „Anti-HA mit hoher 
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Affinität“ (Roche, Artikel-Nr. 11867423001) erkannt. An den Primärantikörper 

band dann der Sekundärantikörper „Ziege anti-Ratte IgG HRPO“ (Jackson 

Dianova, Artikel-Nr. 112-036-003). Dieser besaß eine Peroxidaseaktivität, die das 

Lumineszenzsubstrat „SuperSignal ELISA Femto Substrate“ (Pierce, Thermo 

Scientific Artikel-Nr. 37075) umsetzte. So konnte anschließend die Lumineszenz 

gemessen und in relativen Lichteinheiten (RLUs) angegeben werden. 

 

Abbildung 4: Prinzip des HA-Assays 

Darstellung der Primär- (hellblau) und Sekundärantikörper (dunkelblau), gebunden an die 

extrazelluläre HA-Markierung des Kanals in der Zellmembran der Oozyte. Die Peroxidase (POD) 

des Sekundärantikörpers setzt Luminol um, wobei Chemilumineszenz entsteht, die dann 

gemessen wird. 

 

Für die Durchführung wurden zunächst die cRNA-Verdünnungen in Oozyten 

(mind. 20 pro Konstrukt) injiziert. Dies erfolgte analog zum Vorgehen, welches 

bereits in Kapitel 5.1 beschrieben wurde. Es wurde darauf geachtet, möglichst 

nur Oozyten ohne Aderhaut zu verwenden. Zusätzlich wurden Oozyten ohne 

eine Injektion als Negativkontrolle vorbereitet. 
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Am Tag der Versuchsdurchführung wurde dann eine 1% BSA/ND96-Lösung 

hergestellt, indem 5 g BSA (Roth, Artikel-Nr. 8076.4) in 500 ml ND96 (siehe 

Tabelle 5) gelöst wurden. Mit 400 µl dieser Lösung pro Konstrukt wurden die 

Oozyten zunächst für 30 min auf Eis blockiert. Dann wurde der Überstand 

abgenommen und durch 200 µl der 1% BSA/ND96-Lösung mit dem Anti-HA-

Antikörper (1:100) ersetzt. Die Inkubation erfolgte nun für 60 min auf Eis. Danach 

schloss sich das Waschen der Oozyten in 24 Well Platten auf Eis an, indem die 

Oozyten sechs Mal im Abstand von 5 min in ein neues (mit 1% BSA/ND96-

Lösung gefülltes) Well überführt wurden. Anschließend wurden die Oozyten mit 

dem anti-Ratte-HRP-Antikörper (1:500) in 1% BSA/ND96 für 60 min auf Eis 

inkubiert. Die Menge pro Konstrukt betrug wieder 200 µl. Zum erneuten 

Waschen wurden die Oozyten dann 12-mal alle 5 min in ein neues Well mit 1% 

BSA/ND96 Lösung überführt. Danach wurden sie in reinem ND96 6-mal alle 15 

min gewaschen.  

Währenddessen wurde in Eppendorf Reaktionsgefäße das Lumineszenzsubstrat 

vorgelegt, dieses wurde 2 h vor Benutzung mit einer Menge von 20 µl pro Oozyte 

angesetzt. 

 Abschließend wurden die Messungen der Lumineszenz im Luminometer 

„Glomax 20/20“ (Promega) durchgeführt. Hierzu wurde die Oozyte zügig in das 

Substrat gegeben, dann direkt die RLUs gemessen und der maximale Wert 

aufgezeichnet. Die statistische Analyse erfolgte wie in Kapitel 5.4 beschrieben 

analog zur Auswertung der TEVC-Messergebnisse. 

5.4 Statistische Auswertung und Darstellung 

Die Erfassung der TEVC-Daten erfolgte mit dem Programm „Clampex 10“ 

(Molecular Devices). Für die darauffolgende Auswertung der Messkurven wurde 

das Programm „Clampfit 10“ (Molecular Devices) genutzt. Danach erfolgte die 

gesamte statistische Auswertung mit der Software „Excel“ (Microsoft).  



38 

 

Da die Ergebnisse verschiedener Messtage gemittelt werden sollten, wurden 

relative Ströme angegeben. Dazu wurden die einzelnen Messwerte auf den 

Mittelwert des Wildtyps des jeweiligen Messtages normiert. Das Ablesen der 

Stromamplituden erfolgte bei -130 mV im ansteigenden Teil der Spannungskurve 

des Protokolls, siehe Kapitel 5.2.1. Messungen von Oozyten mit einem Leckstrom 

von über 10% der maximalen Stromamplitude wurden nicht berücksichtigt. Von 

allen normierten Werten der Messreihen wurden jeweils der Mittelwert und die 

Standardabweichung bestimmt. Die Anzahl der einbezogenen Messungen (n) 

pro Gruppe wurde zusätzlich angegeben. Aus Standardabweichung und Anzahl 

der Messungen wurde anschließend für jede Gruppe der Standardfehler (SEM) 

berechnet. Danach wurden die jeweiligen Vergleichsgruppen mit dem Student t-

Test verglichen. Hierzu wurde in Excel ein ungepaarter t-Test für zwei Gruppen 

gleicher Varianz auf die beiden zu vergleichenden Messreihen angewendet. Der 

hierbei ausgegebene p-Wert lässt sich in verschiedene Stufen der Signifikanz 

einordnen und wird entsprechend der Darstellung in Tabelle 6 in den 

Abbildungen der Ergebnisse gekennzeichnet. 

 

Tabelle 6: Kennzeichnung der p-Werte 

p > 0,05 nicht signifikant (keine Kennzeichnung) 

p < 0,05 signifikant (*) 

p < 0,01 stark signifikant (**) 

p < 0,001 sehr stark signifikant (***) 

 

Grafisch dargestellt wurden die Daten mit den Programmen „OriginPro7“ 

(OriginLab) und „PowerPoint“ (Microsoft). Die Textverarbeitung erfolgte in 

„Word“ (Microsoft). 
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6 Ergebnisse 

6.1 Genetische Analysen 

6.1.1 Allelfrequenzen 

Damit eine krankheitsauslösende Funktion der beiden untersuchten Varianten in 

Frage kommt, sollten diese nur selten in der Bevölkerung vorkommen. Bei einer 

weiten Verbreitung der Variante in humanen Genomen wird ein pathologischer 

Phänotyp sehr unwahrscheinlich. Dazu wurde in der gnomAD v2.1.1 Datenbank 

(Chen et al., 2022) eine Häufigkeitsanalyse der Allele des Gens KCNJ5 

durchgeführt. Die Variante Kir3.4R332* kam bei der Analyse von 282.814 Allelen in 

6 Individuen (jeweils 3 genotypisch weiblich und männlich) vor, was eine 

Allelfrequenz von 2,12 x 10-5 ergibt. Dahingegen gab es bei einer Allelanzahl von 

251.496 nur ein Allel mit der Variante Kir3.4V137M. Dies entspricht einer 

Allelfrequenz von 3,98 x 10-6. Daraus lässt sich ableiten, dass die beiden Varianten 

potenziell pathogen sein könnten, da sie sehr selten in der Population sind. 

6.1.2 Pathogenitätsvorhersagen 

Um die Pathogenität beider Varianten vorherzusagen, wurden verschiedene 

Pathogenitätsvorhersage-Programme verwendet. Die gnomAD Datenbank 

(Chen et al., 2022) gab für die klinische Signifikanz beider Varianten eine 

unsichere Signifikanz an. Das Tool PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2010) sagte für 

Kir3.4V137M eine wahrscheinlich schädliche Konsequenz mit einem Wert von 1,0 

voraus. Dabei reicht die Skala von 0,0 (toleriert) bis 1,0 (schädlich). Eine weitere 

Analyse erfolgte mit dem SIFT-Algorithmus (Ng and Henikoff, 2003). Auch hier 

wird ein Wert zwischen 0 und 1 ausgegeben, wobei Werte kleiner oder gleich 0,05 

als schädlich und Werte größer 0,05 als toleriert angenommen werden. Kir3.4V137M 

wurde hier mit 0,170 und damit als toleriert angegeben. Abschließend wurde 

Kir3.4V137M auch mit SNAP2 (Hecht et al., 2015) untersucht. Die Analyse ergab 
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einen Wert von -82 (neutraler Effekt) auf der Skala von -100 (starke neutrale 

Vorhersage) bis +100 (starke Effekt-Vorhersage). 

Zusammenfassend wird der Effekt des Aminosäuren Austausches V137M im 

KCNJ5 Gen also widersprüchlich beschrieben und es kann keine klare Aussage 

in Richtung einer schädlichen oder tolerierten Konsequenz getroffen werden. 

Mit der Hilfe dieser Werkzeuge lässt sich allerdings nur der Effekt des 

Austauschens bestimmter Aminosäuren im Sinne von Missens-Mutationen 

vorhersagen. Deshalb war die Analyse der Nonsens-Mutation Kir3.4R332* nicht 

möglich, da hier für ein Stopp-Kodon kodiert wird und die Translation folglich 

an der Stelle 332 abbricht. 

6.1.3 Konservierung in verschiedenen Orthologen 

Um die Bedeutung der Aminosäuren Valin an Position 137 und Arginin an 

Position 332 im Kir3.4-Protein und die Möglichkeit deren Untersuchung im 

Tiermodell besser abschätzen zu können, wurden die Aminosäuresequenzen des 

humanen Gens mit denen verschiedener Tiergattungen verglichen. Mit Hilfe des 

Tools Clustal Omega (Madeira et al., 2022) zeigte sich eine Konservierung beider 

Aminosäuren über alle untersuchten Gattungen hinweg (siehe Abbildung 5). 

Aufgrund dieser Übereinstimmung lässt sich auf eine für die Funktion des 

Kanales wichtige Rolle dieser Aminosäuren schließen. Außerdem wird durch die 

Konservierung eine Untersuchung der Kir3.4-Varianten im Tiermodell möglich. 

Davon wird in dieser Arbeit allerdings kein Gebrauch gemacht, hier werden 

Xenopus laevis Oozyten als heterologes Expressionssystem des humanen Kir3.4-

Kanals verwendet. 
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Abbildung 5: Konservierung der Aminosäuren im Kir3.4-Protein 

Ausschnitte der Aminosäuresequenz des Kir3.4-Proteins in 6 Orthologen. Mus musculus = 

Hausmaus (NM_010605.5); Rattus norvegicus = Wanderratte (NM_017297.2); Homo sapiens = 

Mensch (NM_000890.5); Sus scrofa = Wildschwein (NM_214225.1); Xenopus tropicalis = tropischer 

Krallenfrosch (NM_001016901.2); Danio rerio = Zebrabärbling (XP_700619). Die Aminosäuren 

Valin an Position 137 und Arginin an Position 332 sind in rot bzw. blau farblich markiert. 

 

6.2 Untersuchung des Pathomechanismus der Kir3.4R332*-Variante 

Die Hypothese der Pathogenität der Kir3.4R332*-Variante sollte nach Analyse der 

humangenetischen und klinischen Daten nun funktionell untersucht werden, um 

den vermuteten Zusammenhang von Mutation und klinischem Phänotyp zu 

bestätigen und den molekularen krankheits-auslösenden Mechanismus zu 

identifizieren. 

6.2.1 Amplitudenmessungen von Kir3.4R332* im Heteromer mit Kir3.1 

Um eine pathophysiologische Relevanz der Kir3.4R332*-Variante nachweisen zu 

können, wurde diese in Xenopus laevis Oozyten exprimiert und zunächst die 

Stromamplituden der mutierten Kanäle im Vergleich zum WT mit der TEVC-

Technik gemessen. Pro Oozyte wurde jeweils 50 nl cRNA injiziert. Die 

Auswertung der Amplituden erfolgte bei -130 mV und wurde auf die Amplitude 

des Kir3.4WT normiert. Wie bereits erläutert wurde cRNA von Kir3.1 und Kir3.4 

in gleichen Teilen injiziert, da diese ein Heteromer bilden. Die 

Amplitudenmessungen wurden folglich in 4 Konstrukten durchgeführt, siehe 

Tabelle 7. Dargestellt wurden die Ergebnisse als Mittelwert ± SEM, siehe 

Abbildung 6. 
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Tabelle 7: Injizierte cRNA-Konstrukte und Mengen zur Untersuchung der Auswirkung der 

Kir3.4R332*-Variante auf die Strom-Amplitude. 

Der Name des Konstruktes ist den Abbildungen der Ergebnisse entsprechend angegeben. 

Daneben sind jeweils die Mengen der injizierten cRNA von Kir3.1WT, Kir3.4WT und Kir3.4R332* in 

Nanogramm pro Oozyte aufgeführt. 

Konstrukt Injizierte cRNA Menge (ng pro Oozyte) 

wt Kir3.1WT + Kir3.4WT 15 + 15 

hom Kir3.1WT + Kir3.4R332* 15 + 15 

haplo Kir3.1WT + Kir3.4WT  15 + 7,5 

het Kir3.1WT + Kir3.4WT + Kir3.4R332* 15 + 7,5 + 7,5  

 

 

Abbildung 6: Stromamplituden Kir3.4R332* im Vergleich zu Kir3.4WT 

TEVC-Messungen 48 h nach Injektion der Kir3.4-cRNA (50 nl pro Oozyte, Konstrukte siehe 

Tabelle 7) in ND66 Lösung (pH = 7,5). Die Auswertung der Stromamplitude erfolgte bei -130 mV. 

In den Balken ist die Anzahl der Messungen (n) vermerkt. Links repräsentative Strom-

Spannungs-Kurven der Messungen (farblich den Konstrukten rechts zugeordnet), rechts die 

relativen Stromamplituden normiert auf den Wildtyp. 

 

Für den homozygoten Status (Kir3.4R332*) fällt eine starke Verminderung der 

Stromamplitude auf. Diese beträgt 0,029 ± 0,003 und ist signifikant kleiner (p = 

1,72 x 10-29) gegenüber Kir3.4WT. In den beiden weiteren Stadien, der 

Haploinsuffizienz (1,154 ± 0,059) und der heterozygoten Expression von 
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Kir3.4R332* (0,920 ± 0,048) konnte kein signifikanter Unterschied zum WT 

nachgewiesen werden. 

6.2.2 Amplitudenmessungen von Kir3.4R332* im Heteromer mit Kir2.1  

In der Literatur wurde beschrieben, dass Kir3.4 nicht nur mit Kir3.1, sondern 

auch mit Kir2.1 Heteromere bilden kann (Ishihara et al., 2009). Deshalb folgte als 

nächstes die Untersuchung, inwiefern die Mutation Kir3.4R332* die Interaktion mit 

Kir2.1 im Vergleich zum Wildtyp beeinflusst. Dazu wurden mittels TEVC die 

Stromamplituden von Kir2.1WT zunächst allein und dann jeweils zusammen mit 

Kir3.4WT und Kir3.4R332* gemessen, siehe Tabelle 8. 

 

Tabelle 8: Injizierte cRNA-Konstrukte und Mengen zur Untersuchung der Amplituden-

Messungen für Kir2.1/Kir3.4R332* 

Der Name des Konstruktes ist den Abbildungen der Ergebnisse entsprechend angegeben. 

Daneben sind jeweils die Mengen der injizierten cRNA von Kir2.1WT, Kir3.4WT und Kir3.4R332* in 

Nanogramm pro Oozyte aufgeführt. 

Konstrukt Injizierte cRNA Menge (ng pro Oozyte) 

Kir2.1 Kir2.1WT 0,5 

+ Kir3.4 Kir2.1WT + Kir3.4WT 0,5 + 0,5 

+ R332* Kir2.1WT + Kir3.4R332* 0,5 + 0,5 

 

Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 als Mittelwert ± SEM normiert auf den Kir2.1-

Wildtyp dargestellt. Es zeigte sich, dass die Stromamplituden bei der 

Koexpression von Kir2.1 und Kir3.4 signifikant geringer waren (0,610 ± 0,021) als 

die der alleinigen Expression von Kir2.1 (1,000 ± 0,035). Diese Verminderung der 

Amplituden fiel bei Kir2.1 + Kir3.4R332* allerdings signifikant geringer aus (0,710 ± 

0,023), bezogen auf Kir2.1 + Kir3.4WT. Der mutierte Kanal hat also einen 

geringeren negativen Effekt auf die Höhe der Ströme als der Wildtyp in 

Kombination mit Kir2.1. 
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Abbildung 7: Stromamplituden des Kir3.4WT oder der Kir3.4R332*-Variante im Heteromer mit 

Kir2.1 

TEVC-Messung 48 h nach Injektion der cRNA (50 nl pro Oozyte, Konstrukte siehe (Tabelle 8) in 

ND96 Lösung (pH = 7,5). Die Auswertung der Stromamplitude erfolgte bei -130 mV. In den 

Balken ist die Anzahl der Messungen (n) vermerkt. Links repräsentative Strom-Spannungs-

Kurven der Messungen (farblich den Konstrukten rechts zugeordnet), rechts die relativen 

Stromamplituden normiert auf den Kir2.1 Wildtyp. 

 

6.2.3 Untersuchung der M2-Rezeptorkopplung der Kir3.4R332*-Variante 

Kir3-Kanäle werden parasympathisch durch die Bindung von Acetylcholin an 

M2-Rezeptoren über die βγ-Untereinheit des daran gekoppelten G Proteins in 

ihrer Aktivität gesteigert (Logothetis et al., 1987). Wenn die untersuchte Variante 

einen Einfluss auf die Aktivierung des Kanals durch die βγ-Untereinheit des G-

Protein gekoppelten M2-Rezeptors hat, sollte sich dies in einer vermehrten oder 

verringerten Aktivierung nach der Zugabe von Acetylcholin zeigen. Dazu 

wurden wie in Tabelle 9 dargestellt Kir3.4WT und Kir3.4R332* heterozygot zusätzlich 

mit dem M2-Rezeptor im angegebenen Verhältnis in Oozyten injiziert (je 50 nl pro 

Oozyte). Da Kir3.4R332* homozygot keinen Strom mehr erzeugt (siehe Kapitel 
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6.2.1) und die Plasmamembran nicht erreicht (siehe Kapitel 6.2.4), ist eine solche 

Messung hier nicht sinnvoll. 

Tabelle 9: Injizierte cRNA-Konstrukte und Mengen zur Untersuchung der M2-

Rezeptorkopplung der Kir3.4R332*-Variante 

Der Name des Konstruktes ist den Abbildungen der Ergebnisse entsprechend angegeben. 

Daneben sind jeweils die Mengen der injizierten cRNA von Kir3.1WT, Kir3.4WT, Kir3.4R332* und dem 

M2-Rezeptor in Nanogramm pro Oozyte aufgeführt. 

Konstrukt Injizierte cRNA Menge (ng pro Oozyte) 

wt Kir3.1WT + Kir3.4WT + M2-R 7,5 + 7,5 + 15 

het Kir3.1WT + Kir3.4WT + Kir3.4R332* + M2-R 7,5 + 3,75 + 3,75 + 15 

 

Anschließend wurde die Amplitude des Stroms bei -130 mV zunächst ohne 

Zugabe von Acetylcholin (ACh) gemessen. Dann wurde der Messlösung 10 µM 

ACh zugesetzt und die Änderung der Stromamplituden der gleichen Oozyte 

abgewartet. Sobald sich die Amplitude wieder stabilisiert hatte, wurde erneut bei 

-130 mV die Stromstärke ausgewertet. Die Änderung vor und nach der Zugabe 

von Acetylcholin wird in Abbildung 8 als Mittelwert ± SEM dargestellt. 
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Abbildung 8: Relative Stromzunahme der Kir3.4R332* co-exprimiert mit dem M2-R durch 

Zugabe von ACh 

TEVC-Messung 72 h nach Injektion der Kir3.4-cRNA + M2-Rezeptor (50 nl pro Oozyte, Konstrukte 

siehe Tabelle 9) in ND96 Lösung (pH = 7,5). Die Auswertung der Ströme erfolgte bei -130 mV vor 

der Zugabe und zum Zeitpunkt der maximalen Änderung der Amplitude nach Zugabe von 10 

µM Acetylcholin. Diese Änderung ist als Mittelwert ± SEM dargestellt. In den Balken ist die 

Anzahl der Messungen (n) vermerkt. 

 

Hier zeigte sich, dass die Zugabe von ACh zu einer starken Erhöhung des Stroms 

führte, beim Wildtyp wurde die Stromamplitude um 68,28 ± 11,896% gesteigert. 

Die heterozygote Einführung von Kir3.4R332* führte zu keiner signifikanten 

Änderung dieser Aktivierung des Kanals (het = 53,49 ± 12,794%). Daraus lässt 

sich schlussfolgern, dass die M2 Rezeptorkopplung der Kir3.4R332* Variante nicht 

beeinträchtigt ist. 

6.2.4 Untersuchung des Kir3.4R332*-Trafficking mittels ELISA 

Eine Ursache für die genannten geringen Stromamplituden von Kir3.4R332* könnte 

neben Veränderungen der Einzelkanaleigenschaften (Gating) in einer 

veränderten Effizienz des Transportes des Kanals vom Ort der 

Proteinbiosynthese zur Zellmembran liegen. Um dies zu untersuchen, wurde ein 

Chemolumineszenz-basierter ELISA durchgeführt. Dazu wurde ein 

extrazelluläres HA-Epitop in den Kir3.4-Kanal eingefügt und dieser mit Kir3.1 
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co-injiziert. Folglich werden nur Kanäle durch einen Anti-HA Antikörper 

erkannt, die auch an die Oberfläche der Zelle gelangt sind, also in die 

Zellmembran eingebaut wurden. Mittels eines Peroxidase-konjugierten 

Sekundärantikörper wird das Substrat umgesetzt, wobei Chemilumineszenz 

entsteht. Diese wurde gemessen und in RLUs (relative Lichteinheiten) 

angegeben. Dort zeigte sich im homozygoten Konstrukt ein stark verringerter 

Einbau des Kir3.4R332*-Kanals in die Zellmembran (wt: 1 ± 0,039; hom: 0,011 ± 

0,002). In Abbildung 9 wird deutlich, dass der mutierte Kanal fast nicht mehr in 

der Zellmembran vorkommt. Dies liefert eine mögliche Erklärung für den 

drastisch verringerten Strom der Amplitudenmessungen in Kapitel 6.2.1. Unter 

Umständen wird z.B. eine Signalsequenz, die den Transport des Kanals zur 

Zellmembran steuern soll, durch die Mutation beeinträchtigt oder das Protein ist 

instabil und wird nach der Synthese direkt wieder abgebaut (siehe Kapitel 7.1.1). 

 

Abbildung 9: ELISA zur Quantifizierung der Oberflächenexpression von Kir3.4R332* homozygot 

im Vergleich zum WT 

Relative Lichteinheiten (RLUs) von Kir3.4-HAR332* (homozygot) im Vergleich zu Kir3.4-HA WT, 

jeweils co-injiziert mit Kir3.1 (250 ng/µl + 250 ng/µl, entspricht jeweils 12,5 ng pro Oozyte) und 

dargestellt als Mittelwert ± SEM. In den Balken ist die Anzahl der Messungen (n) vermerkt. 
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Im heterozygoten Konstrukt zeigte sich auch eine signifikante Verringerung der 

Oberflächenexpression (wt: 1 ± 0,042; het: 0,56 ± 0,04). Auch im Konstrukt der 

Haploinsuffizienz, in dem nur die Hälfte der cRNA von Kir3.4R332* injiziert wurde, 

fällt die Expression an der Zellmembran signifikant geringer aus (haplo: 0,79 ± 

0,042), siehe Abbildung 10. Es wird aber deutlich, dass der homozygote Zustand 

einen wesentlich stärkeren Effekt auf die Oberflächenexpression des Kanals hat 

als der heterozygote Zustand. Auch dies passt schlüssig zu den Messungen der 

Stromamplitude aus dem Kapitel 6.2.1. 

 

Abbildung 10: ELISA zur Quantifizierung der Oberflächenexpression von Kir3.4R332* 

heterozygot im Vergleich zum WT 

Relative Lichteinheiten (RLUs) von Kir3.4-HAR332* (heterozygot) und Kir3.4-HA WT (50 %, 

entspricht Haploinsuffizienz) im Vergleich zu Kir3.4-HA WT, jeweils co-injiziert mit Kir3.1 (250 

ng/µl + 250 ng/µl, entspricht jeweils 12,5 ng pro Oozyte) und dargestellt als Mittelwert ± SEM. In 

den Balken ist die Anzahl der Messungen (n) vermerkt. 

 

6.3 Untersuchung des Pathomechanismus der Kir3.4V137M-Variante 

Nach den sich widersprechenden theoretischen Pathogenitätsvorhersagen 

folgten für Kir3.4V137M die gleichen elektrophysiologischen Messungen wie schon 

für Kir3.4R332*, um ein besseres Verständnis einer möglichen 

krankheitsauslösenden Relevanz der Variante zu erlangen. 
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6.3.1 Amplitudenmessungen von Kir3.4V137M im Heteromer mit Kir3.1 

Zunächst erfolgten die Amplitudenmessungen der Ströme von Kir3.4V137M analog 

zum Vorgehen in Kapitel 6.2.1. Die verschiedenen injizierten cRNA-Konstrukte 

und Mengen sind in Tabelle 10 dargestellt. 

 

Tabelle 10: Injizierte cRNA-Konstrukte und Mengen zur Untersuchung der Auswirkung der 

Kir3.4V137M-Variante auf die Strom-Amplitude. 

Der Name des jeweiligen cRNA-Konstruktes ist den Abbildungen der Ergebnisse entsprechend 

angegeben. Daneben sind jeweils die Mengen der injizierten cRNA von Kir3.1WT, Kir3.4WT und 

Kir3.4V137M in Nanogramm pro Oozyte aufgeführt. 

Konstrukt Injizierte cRNA Menge (ng pro Oozyte) 

wt Kir3.1WT + Kir3.4WT 15 + 15 

hom Kir3.1WT + Kir3.4V137M 15 + 15 

haplo Kir3.1WT + Kir3.4WT  15 + 7,5 

het Kir3.1WT + Kir3.4WT + Kir3.4V137M 15 + 7,5 + 7,5  

 

Die grafische Darstellung erfolgte erneut als relativer Mittelwert ± SEM normiert 

auf den Mittelwert des Wildtyps, siehe Abbildung 11. 
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Abbildung 11: Stromamplituden Kir3.4V137M im Vergleich zu Kir3.4WT 

TEVC-Messungen 48 h nach Injektion der Kir3.4 cRNA (50 nl pro Oozyte, Konstrukte siehe 

Tabelle 10) in ND66 Lösung (pH = 7,5). Die Auswertung der Stromamplitude erfolgte bei -130 mV. 

In den Balken ist die Anzahl der Messungen (n) vermerkt. Links repräsentative Strom-

Spannungs-Kurven der Messungen (farblich den Konstrukten rechts zugeordnet), rechts die 

relativen Stromamplituden normiert auf den Wildtyp. 

 

Es zeigte sich sowohl in der Messung der homozygoten (7,186 ± 0,475) als auch 

der heterozygoten Variante (10,087 ± 0,652) eine starke Erhöhung der relativen 

Stromamplitude. Die Variante bedingt einen deutlichen gain-of-function. Der 

haploinsuffiziente Zustand des WT erbrachte eine signifikante Verminderung 

der Stromamplitude (0,676 ± 0,068). Dies ist zu erwarten gewesen, da weniger 

Kanäle von Kir3.4 zur Verfügung stehen, um ein Heteromer mit Kir3.1 

einzugehen.  

6.3.2 Amplitudenmessungen von Kir3.4V137M im Heteromer mit Kir2.1 

Auch für Kir3.4V137M wurde der Effekt auf die Stromamplituden in Kombination 

mit Kir2.1 gemessen, um herauszufinden, ob die Variante möglicherweise die 

Funktion des Heteromers beeinträchtigt. Dazu wurde analog zum Vorgehen in 

Kapitel 6.2.2 cRNA von Kir2.1 einzeln und in Kombination mit Kir3.4WT oder 

Kir3.4V137M injiziert, siehe Tabelle 11. 



51 

 

Tabelle 11: Injizierte cRNA-Konstrukte und Mengen zur Untersuchung der Amplituden-

Messungen für Kir2.1/Kir3.4V137M 

Der Name des cRNA-Konstruktes ist den Abbildungen der Ergebnisse entsprechend angegeben. 

Daneben sind jeweils die Mengen der injizierten cRNA von Kir2.1WT, Kir3.4WT und Kir3.4V137M in 

Nanogramm pro Oozyte aufgeführt. 

Konstrukt Injizierte cRNA Menge (ng pro Oozyte) 

Kir2.1 Kir2.1WT 0,5 

+ Kir3.4 Kir2.1WT + Kir3.4WT 0,5 + 0,5 

+ V137M Kir2.1WT + Kir3.4V137M 0,5 + 0,5 

 

Die Messergebnisse sind wieder als relative Ströme ± SEM bezogen auf Kir2.1 in 

Abbildung 12 dargestellt. Die Werte für Kir2.1 und Kir2.1 + Kir3.4WT 

unterscheiden sich nicht von denen aus Kapitel 6.2.2. Ähnlich wie schon bei 

Kir3.4R332* ist auch bei Kir3.4V137M die Verringerung der Ströme nicht so stark (0,673 

± 0,021) wie bei Kir3.4WT (0,610 ± 0,021). Dieser Unterschied ist zwar kleiner als 

bei Kir3.4R332*, aber trotzdem noch signifikant. 
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Abbildung 12: Stromamplituden des Kir3.4WT oder der Kir3.4V137M-Variante im Heteromer mit 

Kir2.1 

TEVC-Messung 48 h nach Injektion der cRNA (50 nl pro Oozyte, Konstrukte siehe Tabelle 11) in 

ND96 Lösung (pH = 7,5). Die Auswertung der Stromamplitude erfolgte bei -130 mV. In den 

Balken ist die Anzahl der Messungen (n) vermerkt. Links repräsentative Strom-Spannungs-

Kurven der Messungen (farblich den Konstrukten rechts zugeordnet), rechts die relativen 

Stromamplituden normiert auf den Kir2.1 Wildtyp. 

 

6.3.3 Untersuchung der M2-Rezeptorkopplung der Kir3.4V137M-Variante 

Anschließend wurde auch für Kir3.4V137M die Aktivierung durch Acetylcholin 

nach zusätzlicher Injektion des M2-Rezeptors (Konstrukte siehe Tabelle 12) 

analog zu Kapitel 6.2.3 gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13 als 

Mittelwert der Messungen ± SEM grafisch dargestellt. 
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Tabelle 12: Injizierte cRNA-Konstrukte und Mengen zur Untersuchung der M2-

Rezeptorkopplung der Kir3.4V137M-Variante 

Der Name des Konstruktes ist den Abbildungen der Ergebnisse entsprechend angegeben. 

Daneben sind jeweils die Mengen der injizierten cRNA von Kir3.1WT, Kir3.4WT, Kir3.4V137M und 

dem M2-Rezeptor in Nanogramm pro Oozyte aufgeführt. 

Konstrukt Injizierte cRNA Menge (ng pro Oozyte) 

wt Kir3.1WT + Kir3.4WT + M2-R 7,5 + 7,5 + 15 

hom Kir3.1WT + Kir3.4V137M + M2-R 7,5 + 7,5 + 15 

het Kir3.1WT + Kir3.4WT + Kir3.4V137M + M2-R 7,5 + 3,75 + 3,75 + 15 

 

 

Abbildung 13: Relative Stromzunahme der Kir3.4V137M co-exprimiert mit dem M2-R durch 

Zugabe von ACh 

TEVC-Messung 72 h nach Injektion der Kir3.4 cRNA + M2-Rezeptor (50 nl pro Oozyte, Konstrukte 

siehe Tabelle 12) in ND96 Lösung (pH = 7,5). Die Auswertung der Ströme erfolgte bei -130 mV 

vor der Zugabe und zum Zeitpunkt der maximalen Änderung der Amplitude nach Zugabe von 

10 µM Acetylcholin. Diese Änderung ist als Mittelwert ± SEM dargestellt. In den Balken ist die 

Anzahl der Messungen (n) vermerkt. 

 

Auffällig im Vergleich zu Kir3.4R332* ist nun, dass sich Kir3.4V137M wesentlich 

schlechter als der Wildtyp durch die Zugabe von ACh aktivieren lässt. Die 

Aktivierung des Wildtyps lag bei 68,28 ± 11,896%. Dahingegen betrug die 

Steigerung der Stromstärke bei Kir3.4V137M homozygot nur 13,26 ± 2,752% und im 

heterozygoten Konstrukt nur 11,58 ± 2,874%. Es liegt daher nahe, dass der 

Austausch der Aminosäuren an Position 137 des Kir3.4-Proteins einen 
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wesentlichen Effekt auf die Aktivierung des Kanals durch die βγ-Untereinheit 

des G-Protein gekoppelten M2-Rezeptors hat. 

6.3.4 Untersuchung des Kir3.4V137M-Trafficking mittels ELISA 

Die Quantifizierung der Oberflächenexpression mittels chemolumineszenz-

basiertem ELISA ergab für Kir3.4V137M keine signifikanten Unterschiede im 

Einbau in die Zellmembran im Vergleich zum Kir3.4WT. Die Ergebnisse des 

homozygoten Assays sind in Abbildung 14 dargestellt, die RLUs betrugen im 

homozygoten V137M Konstrukt 0,988 ± 0,060 im Vergleich zum Wildtyp (1,000 ± 

0,039).  

 

Abbildung 14: ELISA zur Quantifizierung der Oberflächenexpression von Kir3.4V137M 

homozygot im Vergleich zum WT  

Relative Lichteinheiten (RLUs) von Kir3.4-HAV137M (homozygot) im Vergleich zu Kir3.4-HA WT, 

jeweils co-injiziert mit Kir3.1 (250 ng/µl + 250 ng/µl, entspricht jeweils 12,5 ng pro Oozyte) und 

dargestellt als Mittelwert ± SEM. In den Balken ist die Anzahl der Messungen (n) vermerkt. 

 

Dazu passen auch die Ergebnisse der heterozygoten Messung, diese sind in 

Abbildung 15 dargestellt. Im Vergleich zum Wildtyp zeigte sich auch für den 

heterozygoten Zustand kein signifikanter Unterschied der 

Oberflächenexpression von Kir3.4V137M (wt: 1 ± 0,042; haplo: 0,79 ± 0,042; het: 1,07 

± 0,12). 
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Abbildung 15: ELISA zur Quantifizierung der Oberflächenexpression von Kir3.4V137M 

heterozygot im Vergleich zum WT 

Relative Lichteinheiten (RLUs) von Kir3.4-HAV137M (heterozygot) und Kir3.4-HA WT (50 %, 

entspricht Haploinsuffizienz) im Vergleich zu Kir3.4-HA WT, jeweils co-injiziert mit Kir3.1 (250 

ng/µl + 250 ng/µl, entspricht jeweils 12,5 ng pro Oozyte) und dargestellt als Mittelwert ± SEM. In 

den Balken ist die Anzahl der Messungen (n) vermerkt. 

 

Folglich lässt sich die Ursache der größeren Stromamplituden, welche in Kapitel 

6.3.1 dargestellt wurden, nicht in einem vermehrten Einbau des mutierten 

Kanalproteins in die Zellmembran finden und es liegt vermutlich ein verändertes 

Schaltverhalten des Kanals vor. 
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7 Diskussion 

7.1 Einfluss der Funktionsverluste bzw. -gewinne auf die 

Pathophysiologie der Herzrhythmusstörungen 

7.1.1 Einfluss der Variante R332* auf die Entstehung einer verlängerten QT-

Zeit 

Die Ergebnisse der Messungen der Stromamplituden zeigen einen 

hochsignifikanten loss-of-function im homozygoten Zustand der Variante 

Kir3.4R332* (siehe Kapitel 6.2). Durch diese Variante wird also die Kalium-

Leitfähigkeit des Kanals stark beeinträchtigt. Ein heterozygotes Einbringen der 

Variante erbrachte keinen signifikanten Unterschied der Stromamplituden. 

Daraus lässt sich folgern, dass im Organismus aus dem Genotyp nur ein 

pathophysiologisches Korrelat entsteht, wenn die Variante Kir3.4R332* auf beiden 

Allelen des Gens KCNJ5 auf Chromosom 11 vorliegt. Diese Folgerung passt zu 

dem beobachteten klinischen Fall (siehe Kapitel 4.5.2). Beide Eltern der 

Indexpatientin sind heterozygote Anlageträger der beschriebenen Variante und 

zeigen keine kardiologische Symptomatik in ihrer Krankengeschichte. Die 

Indexpatientin ist homozygot für Kir3.4R332* und ist klinisch mit einer passageren 

QT-Zeit Verlängerung und präsynkopaler Symptomatik aufgefallen. Hier lässt 

sich in Zusammenschau mit den Ergebnissen der Amplitudenmessungen ein 

Zusammenhang mit der Variante Kir3.4R332* vermuten. Dies würde einem 

autosomal-rezessivem Erbgang entsprechen. 

Die Injektion von nur 50% der Kir3.4WT-cRNA ergab keinen signifikanten 

Unterschied in der Höhe der Stromamplitude im Vergleich zu 100% der Menge 

an Kir3.4WT-cRNA. Im heterologen Expressionssystem der Oozyten gibt es nur 

einen geringen linearen Bereich, in dem die doppelte Menge an cRNA auch der 

doppelten Stromamplitude entspricht. Für die Vergleichbarkeit innerhalb einer 

Messreihe wäre es theoretisch von Vorteil, die Messungen alle innerhalb dieses 
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linearen Bereichs durchzuführen. Dann würde auch für das Konstrukt der 

Haploinsuffizienz mit nur 50% der Kir3.4WT-cRNA die Stromamplitude um 50% 

geringer zu erwarten sein. Aufgrund des geringen Nutzens im Vergleich zur 

Größe des Aufwandes, den linearen Bereich für jede Messreihe mit Hilfe von 

Verdünnungsreihen herauszufinden, wurde in dieser Arbeit allerdings darauf 

verzichtet. 

Die Koinjektion des Kanals Kir3.4WT mit dem Kanal Kir2.1 führte in unseren 

Experimenten zu einer Verminderung der Stromamplitude. Diese Verminderung 

fiel nach Ersetzen des Kir3.4WT mit Kir3.4R332* ein wenig, aber signifikant geringer 

aus, siehe Kapitel 6.2.2. Diese Wirkung der Kir3.4R332*-Variante ist geringfügig 

herabgesetzt, was auch auf den loss-of-function dieser Variante hinweist. 

Die Aktivierbarkeit durch ACh der Variante Kir3.4R332* im homozygoten Zustand 

im Vergleich zu Kir3.4WT konnte nicht untersucht werden, da die Variante einen 

kompletten Funktionsverlust zeigt und nicht mehr an die Plasmamembran 

transportiert wird. Aus struktureller Sicht wäre zu erwarten, dass die 

Abbruchmutante die Bindung an die Gβγ-Untereinheit und damit die 

Aktivierung durch ACh über den M2-Rezeptor beeinflusst, da in Kir3.4 die AS 

L339 (He et al., 1999, 2002) und in Kir3.2 die AS L342 bis L344 direkt an dieser 

Interaktion beteiligt sind (Whorton and MacKinnon, 2013), siehe Kapitel 4.3.3. 

Diese fehlen aber, wenn an Position 332 für ein Stopp-Kodon kodiert wird. Da 

dies auf die Variante Kir3.4R332* zutrifft, wäre eine Änderung in der Charakteristik 

der Bindung an die Gβγ-Untereinheit zu erwarten, welche sich möglicherweise 

in einer verminderten Aktivierung durch ACh im Vergleich zum Wildtyp äußern 

würde. 

Da bereits gezeigt wurde, dass die AS 350 – 399 für den Transport des 

Kir3.1/Kir3.4-Heterotetramers zur Zelloberfläche relevant sind (Kennedy et al., 

1999) und in Kir3.4R332* diese AS fehlen, passt dies zu unseren ELISA-basierten 

Messungen zur Quantifizierung der Oberflächenexpression, in denen keine 

Expression an der Plasmamembran nachgewiesen werden konnte. Möglich wäre 
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jedoch auch, dass der Verlust der Aminosäuren hinter der Position 332 dazu 

führt, dass das Protein instabil ist, durch das Proteasom abgebaut wird und 

deshalb nicht zur Oberfläche der Zelle gelangt. Mithilfe eines Western-Blots 

könnte in zukünftigen Arbeiten eine Differenzierung dieser beiden Theorien 

erfolgen.  

Denkbar wäre auch, dass das Protein gar nicht erst translatiert, sondern die 

mRNA bereits durch das Nonsense-mediated mRNA Decay (NMD) abgebaut 

wird. Dieser Mechanismus erkennt mRNA, die ein vorzeitiges Stopp-Kodon 

enthält und baut diese ab, um die Entstehung eines fehlerhaften Proteins zu 

verhindern. Das vorzeitige Stopp-Kodon darf allerdings nicht im letzten oder in 

den letzten 50 Basenpaaren des vorletzten Exons im Gen liegen, sonst kann es 

vom NMD nicht erkannt werden (Frischmeyer and Dietz, 1999). Im Gen KCNJ5 

werden die AS 313 bis 419 im zweiten der beiden Exons kodiert (The UniProt 

Consortium, 2025). Ein Abbau der mRNA durch das NMD ist also 

unwahrscheinlich, da das Stopp-Kodon hier an Position 332 entsteht. 

Wie bereits erwähnt ist der Phänotyp der Indexpatientin nicht stark ausgeprägt. 

Es konnten keine dauerhaft bestehenden EKG-Veränderungen, insbesondere 

keine dauerhafte Verlängerung der QT-Zeit beobachtet werden. Dies legt die 

Vermutung nahe, dass ein totaler Verlust von Kir3.4, wie er sich bei Kir3.4R332* 

darstellt, günstiger für den Organismus ist, als wenn andere pathologische 

Varianten mit veränderter Funktion, aber ohne Totalverlust, entstehen. Diese 

These wird durch Ergebnisse mit Knockout-Mäusen, denen der Kir3.4-Kanal 

fehlt, unterstützt. Dort konnte gezeigt werden, dass sich im Vergleich zu 

Wildtyp-Mäusen die Ruheherzfrequenz nur leicht erhöht und die 

Herzfrequenzregulation - bis auf die Rückkehr zur Ruheherzfrequenz nach 

Belastung - nicht wesentlich unterschiedlich darstellte (Mesirca et al., 2013; 

Wickman et al., 1998), siehe Kapitel 4.3.1. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Variante Kir3.4R332* zu einem 

totalen Funktionsverlust der Untereinheit Kir3.4 führt. Die pathophysiologische 
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Auswirkung im Organismus scheint allerdings nicht so drastisch zu sein, wie die 

durchgeführten Experimente vermuten lassen würden, wahrscheinlich aufgrund 

zahlreicher redundanter Signalwege, die alle eine Rolle in der Regulation der 

Herzfrequenz in vivo spielen. 

7.1.2 Einfluss der Variante V137M auf die Entstehung des Sick-Sinus-

Syndrom 

Die Variante Kir3.4V137M wurde als heterozygote Anlage bei der genetischen 

Analyse einer Patientin mit binodaler Dysfunktion des Sinus- und des AV-

Knotens entdeckt, die sich klinisch in einer Sinusbradykardie mit 

Herzfrequenzen bis 25 pro Minute äußerte.  

Im Gegensatz zu Kir3.4R332* wurde bei der Variante Kir3.4V137M in der Messung der 

Stromamplituden ein starker gain-of-function beobachtet. Sowohl im 

homozygoten als auch im heterozygoten Zustand stieg die Stromamplitude auf 

ein Vielfaches des Wildtyps (siehe Kapitel 6.3.1). Um auszuschließen, dass die 

Veränderung im heterozygoten Zustand auf eine Haploinsuffizienz 

zurückzuführen ist, wurde auch ein Konstrukt mit der halben Menge an cRNA 

des Wildtyps injiziert. Diese Messungen zeigten eine signifikante Verringerung. 

Daher ist anzunehmen, dass in dieser Messreihe die Messungen eher dem 

linearen Bereich (siehe Kapitel 7.1.1) entsprechen. Die Halbierung der Menge an 

cRNA ergab nämlich annähernd eine Halbierung der Stromamplitude.  

Daraus folgt insgesamt, dass Kir3.4V137M ursächlich für die erhöhte Leitfähigkeit 

sein muss. 

Bei der Koinjektion von Kir3.4V137M mit Kir2.1 wurde eine gering signifikante 

Erhöhung der Stromstärke im Vergleich zu Kir3.4WT gemessen. Kir3.4V137M könnte 

hier also die Interaktion mit Kir2.1 verbessern. Es wurde bereits eine für das 

Andersen-Tawil Syndrom (LQTS-7) krankheitsauslösende Kir3.4-Mutation 

beschrieben, die auf einem inhibierenden Effekt auf Kir2.1 basiert (Kokunai et al., 

2014), siehe Kapitel 4.4.3. Für Kir3.4V137M konnte aber kein inhibitorischer und nur 
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ein geringer aktivierender Effekt im Vergleich zu Kir3.4WT auf Kir2.1 gemessen 

werden, weshalb ein anderer Pathomechanismus wahrscheinlicher wirkt. 

Ein deutlicher Effekt ergab sich dahingegen bei der Aktivierung durch ACh. Hier 

ließ sich Kir3.4V137M gekoppelt an den M2-Rezeptor signifikant schlechter durch 

die Zugabe von ACh aktivieren als Kir3.4WT, siehe Kapitel 6.3.3. Der Austausch 

der AS Valin an Position 137 durch die AS Methionin scheint also die Aktivierung 

durch die βγ-Untereinheit des G-Protein gekoppelten M2-Rezeptors zu 

beinträchtigen. Wie in Kapitel 4.3.3 beschrieben, sind die AS H64, L268 und L339 

in Kir3.4 (He et al., 1999, 2002) und die AS Q248, F254 und L342 bis L344 in Kir3.2 

(Whorton and MacKinnon, 2013) an der Interaktion mit der βγ-Untereinheit 

beteiligt. Diese liegen alle in Abschnitten des Proteins, die im Zytosol liegen (The 

UniProt Consortium, 2025). Die Position 137 befindet sich allerdings innerhalb 

der Poren-Helix. Daher ist eine direkte Veränderung der Bindungsstelle der βγ-

Untereinheit unwahrscheinlich. Der Verlust der Aktivierung durch ACh basiert 

also vermutlich auf einem anderen Mechanismus. 

Diese Ergebnisse decken sich mit den vorherigen Erkenntnissen aus der 

Publikation einer weiteren Kir3.4-Variante, Kir3.4W101C, welche auch in 

Zusammenhang mit einem familiären SSS steht (Kuß et al., 2019). Der Austausch 

innerhalb der ersten Transmembrandomäne an Position 101 von Tryptophan mit 

Cystein führte auch dort zu einem starken gain-of-function bei gleichzeitigem 

Verlust der ACh vermittelten Aktivierung (Kuß et al., 2019). Diese Variante 

wurde anschließend 2023 erstmals in humanen Kardiomyozyten 

elektrophysiologisch untersucht. Dort konnte für Kir3.4W101C ein im Ruhezustand 

dauerhaft geöffneter Kanal, der ein negativeres maximales diastolisches Potential 

(MDP) und eine langsamere Schrittmacherfrequenz als der Wildtyp generierte, 

nachgewiesen werden (Kayser et al., 2023), siehe Kapitel 4.4.2. Durch den 

konstitutiv geöffneten Kanal, der wahrscheinlich durch den vermehrten 

Ausstrom an K+-Ionen zu einer Hyperpolarisation der Zellmembran und 
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dadurch zu einem niedrigeren MDP führt, lässt sich die bradykarde 

Symptomatik der SSS-Patienten schlüssig herleiten (Kayser et al., 2023).  

In der hier untersuchten Variante Kir3.4V137M ist ein ähnlicher Pathomechanismus 

zu Kir3.4W101C insofern zu vermuten, dass die Messergebnisse der 

Amplitudenmessungen, der Aktivierung durch ACh und der 

Oberflächenexpression in ihrer Größenordnung jeweils gut übereinstimmen und 

beide Varianten nicht im Zytosol innerhalb möglicher Bindungsstellen zur βγ-

Untereinheit und zu anderen Untereinheiten des Kir3-Kanals liegen. 

Bei einer weiteren Familie mit SSS wurde eine Mutation im Gen GNB2 der β2-

Untereinheit des GPCR entdeckt, die auch zu einem gain-of-function des 

Kir3.1/Kir3.4-Komplexes führt (Stallmeyer et al., 2017). Diese Mutation steigert, 

im Gegensatz zu Kir3.4V137M, die Aktivierung des Kanals durch die βγ-

Untereinheit. Die Assoziation eines SSS mit gain-of-function Mutationen im 

Kir3.1/Kir3.4-Komplex oder dem dazugehörigen GPCR ist also bereits in der 

Literatur beschrieben. 

Die Quantifizierung der Oberflächenexpression der Variante Kir3.4V137M ergab 

keinen signifikanten Unterschied zu Kir3.4WT, siehe Kapitel 6.3.4. Ein vermehrter 

Transport zur oder Einbau in die Zellmembran scheint also nicht die Ursache des 

gain-of-function zu sein.  

Möglicherweise könnte dieser durch einen Verlust der Kaliumselektivität 

bedingt sein. Die betroffene Position 137 liegt in der extrazellulären Domäne in 

der Nähe des Selektivitätsfilters, der von den AS 149 – 153 gebildet wird (Makary 

et al., 2006). Mutationen in diesem Bereich führten dazu, dass auch andere 

einfach positiv geladene Ionen wie Na+ den Kanal passieren können 

(Heginbotham et al., 1994). Außerdem wurde gezeigt, dass Mutationen dort 

sowohl mit einem Verlust der einwärts-gleichrichtenden Eigenschaft als auch 

dem Verlust der Aktivierung durch ACh korrelieren (Claydon et al., 2003; 

Makary et al., 2006). Das Umkehrpotential der Messungen mit Kir3.4V137M 
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entspricht aber stets genau dem Gleichgewichtspotential von K+, weshalb ein 

zusätzlicher Fluss von Na+-Ionen ausgeschlossen ist. Ein Verlust der 

Kaliumselektivität kann also nicht der Grund der erhöhten Stromstärken sein. 

Da eine vermehrte Aktivierung durch ACh, eine vermehrte 

Oberflächenexpression und ein Verlust der Kaliumselektivität als Ursache des 

gain-of-function ausgeschlossen wurden, ist ein verändertes Schaltverhalten 

(„Gating“) des Kanals wahrscheinlich. Diese Hypothese könnte zukünftig durch 

Einzelkanalmessungen verifiziert werden. 

Intrazelluläre Polyamine und Mg2+-Ionen sind wichtige Blocker des Kalium-

Effluxes und damit essenziell für die einwärts-gleichrichtende Eigenschaft der 

Kir-Kanäle, siehe Kapitel 4.3.2 (Lopatin et al., 1994; Matsuda et al., 1987). 

Strukturell an der Bindungsstelle für Mg2+-Ionen beteiligt sind Aminosäuren in 

den beiden Transmembranhelices an Position 173 in der TM2 von Kir3.1 

(Stanfield et al., 1994) und direkt gegenüberliegend in der TM1 von Kir3.4 die 

Variante Kir3.4W101C (Kuß et al., 2019). Letztere Variante führt über eine 

verminderte Blockade durch Mg2+-Ionen zu einem Verlust der einwärts-

gleichrichtenden Eigenschaft. Da die Position 137 in räumlicher Nähe zu diesen 

beiden AS liegt, wäre ein ähnlicher Pathomechanismus vorstellbar. Denkbar ist 

eine strukturelle Änderung der Bindungsstelle, da Valin an Position 137 durch 

das größere Methionin mit einem zusätzlichen Schwefelatom ersetzt wird. 

Hierfür müssten weitere Tests der Variante in Abhängigkeit verschiedener Mg2+-

Konzentrationen durchgeführt werden. 

So könnte auch die verminderte Fähigkeit der Aktivierung durch ACh erklärt 

werden. Da der Kanal durch eine verminderte Blockade intrazellulärer 

Substanzen bereits in Ruhe eine höhere Offenwahrscheinlichkeit als der Wildtyp 

besäße, würde die zusätzliche Aktivierung durch ACh über den M2-Rezeptor im 

Vergleich zum Wildtyp geringer ausfallen.  
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Zusammenfassend wurde nach der ersten Verbindung einer Kir3.4-Variante mit 

der humanen Sinusknotendysfunktion 2019 (Kuß et al., 2019) jetzt eine weitere 

gain-of-function Variante identifiziert (Kir3.4V137M), die kausal für ein familiäres 

SSS sein kann. Diese folgt wahrscheinlich einem autosomal-dominanten Erbgang 

und ist damit für eventuelle Nachkommen der Indexpatientin hochrelevant. 

Auch für das Verständnis der erblichen Sinusknotenerkrankungen sowie deren 

möglichen kanalspezifischen Therapien spielen diese Ergebnisse eine wichtige 

Rolle. Bereits in der Erforschung sind einerseits kardiospezifische Kir3-

Inhibitoren (Anderson et al., 2021), denen es allerdings noch an einer strengen 

Selektivität für einzelne Subtypen mangelt. Außerdem wurden Gentherapien 

getestet, bei denen mithilfe shRNA aus Adenoviren die Expression von Kir3.4 in 

humanen Kardiomyozyten stark gehemmt werden konnte (Liu et al., 2009). Es 

existieren also vielversprechende Ansätze, allerdings ist noch weitere Forschung 

notwendig, bevor solche Kanal-spezifischen Therapien erstmals beim Menschen 

zur Anwendung kommen können. 

7.2 Limitationen  

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind im Kontext einiger Limitationen einzuordnen. 

Zunächst wurden alle Experimente mit Oozyten des Frosches Xenopus laevis als 

heterologes Expressionssystem durchgeführt. Dies ist in der Elektrophysiologie 

als sehr geeignetes Modellsystem etabliert, kann aber nicht alle Signalwege und 

Zusammenhänge menschlicher Kardiomyozyten abbilden. Deshalb sind die 

Ergebnisse nur mit Vorsicht auf den Menschen übertragbar. Es sind weitere 

Untersuchungen der entdeckten Varianten in vitro in einem Modell mit humanen 

Zellen, wie sie beispielsweise bereits für Kir3.4W101C durchgeführt wurden 

(Kayser et al., 2023), sowie auch in vivo, notwendig.  

Zusätzlich dazu verteilt sich der Einfluss des Parasympathikus auf die 

Modulation der elektrischen Herzaktivität auf eine Vielzahl von noch nicht 

vollständig erfassten, vermutlich redundanten Signalwegen und Ionenkanälen. 
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Daher ist die Einordnung der Mutationen eines einzelnen Kanals in das 

Gesamtsystem der Erregungsbildung und -weiterleitung durchaus schwierig. 

Weiterhin sind die erhobenen Stammbäume der Familien mit den Varianten 

klein. Bis auf die Eltern der Indexpatientin für Kir3.4R332* sind keine weiteren 

Geno- und Phänotypen der Familie bekannt. Da sich bei der Indexpatientin für 

Kir3.4V137M gar keine Familienanamnese erheben ließ, lässt sich hier auch nicht 

eindeutig auf einen bestimmten Erbgang schließen. 

Trotzdem tragen die Erkenntnisse dieser Arbeit einen wichtigen Teil dazu bei, 

die Pathophysiologie vererbbarer Herzrhythmusstörungen genauer zu verstehen 

und damit den Weg für neue Therapien zu ebnen. 
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8 Zusammenfassung 

Im Gen KCNJ5, das für den einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanal Kir3.4 

kodiert, sind bereits einige pathogene Varianten bekannt. Diese können unter 

anderem verschiedene Herzrhythmusstörungen auslösen. Die gain-of-function 

Variante W101C wurde in den letzten Jahren als Auslöser einer familiären 

Sinusknotendysfunktion beschrieben. In dieser Arbeit wurde eine neue Variante 

(V137M) charakterisiert, die ebenfalls für eine familiäre Sinusknotendysfunktion 

im autosomal-dominanten Erbgang verantwortlich sein könnte. Die 

Indexpatientin fiel klinisch durch ein Sick-Sinus-Syndrom mit Bradykardien bis 

25/min auf und trug die Variante als heterozygote Anlage.  

In den elektrophysiologischen Untersuchungen an Oozyten des Xenopus laevis 

wurde ein starker gain-of-function von Kir3.4V137M im Vergleich zum Wildtyp 

nachgewiesen. Die Aktivierung durch Acetylcholin bei der Kopplung an den M2-

Rezeptor fiel für Kir3.4V137M im Vergleich zu Kir3.4WT signifikant geringer aus. 

Eine direkte Beeinflussung der Bindungsstelle der Gβγ-Untereinheit des M2-

Rezeptors ist aufgrund der Lokalisation der Position 137 innerhalb der 

extrazellulären Poren-Helix des Kir3.4-Proteins allerdings unwahrscheinlich. In 

bisherigen Veröffentlichungen wurden nur im Zytosol liegende Varianten mit 

einer Veränderung der Bindung an die βγ-Untereinheit in Verbindung gebracht. 

Eine vermehrte Oberflächenexpression sowie ein Verlust der Kalium-Selektivität 

scheint den Ergebnissen zufolge auch nicht die Ursache des gain-of-function zu 

sein. Ursächlich ist demnach am ehesten ein verändertes Schaltverhalten des 

mutierten Kanals. Dieses könnte - ähnlich zum Pathomechanismus der Variante 

Kir3.4W101C - bedingt sein durch eine Veränderung der Bindungsstelle für Mg2+-

Ionen, letztere sind essenziell für die einwärts-gleichrichtende Eigenschaft des 

Kanals. Dies kann in zukünftigen Arbeiten weiter untersucht werden.  

Zusätzlich wurde erstmals eine homozygote Variante in Kir3.4 (R332*) 

beschrieben und charakterisiert. Die Indexpatientin hier fiel durch eine passagere 
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QTc-Zeit Verlängerung auf. Die Eltern trugen die Variante Kir3.4R332* als 

heterozygote Anlage. Da in Kir3.4R332* an Position 332 im Sinne einer Nonsense-

Mutation für ein vorzeitiges Stopp-Kodon kodiert wird, gehen alle 

darauffolgenden Aminosäuren verloren. Auffallend für Kir3.4R332* war ein sehr 

starker loss-of-function in den Messungen der Stromamplitude. Die Daten zur 

Oberflächenexpression der Variante im Vergleich zum Wildtyp zeigten, dass das 

mutierte Protein nicht mehr an die Zelloberfläche gelangt. Dies könnte einerseits 

an einem Verlust der notwendigen Signalsequenz (bestehend aus den 

Aminosäuren 350 – 399), welche für den Transport des Kir3.1/Kir3.4-

Heterotetramers zur Zelloberfläche relevant ist, liegen. Andererseits ist ein 

vorzeitiger Abbau durch das Proteasom möglich. Diese Differenzierung kann in 

zukünftigen Arbeiten erfolgen.  

Für Kir3.4R332* konnte also insgesamt ein Totalverlust der Funktion der Kir3.4-

Untereinheit beobachtet werden. Die Indexpatientin zeigte allerdings nur eine 

passagere QTc-Zeit Verlängerung, im Anschluss fanden sich keine 

kardiologischen Symptome mehr. Daher lässt sich die These aufstellen, dass ein 

Totalverlust des Proteins günstiger für den Organismus ist als andere pathogene 

Varianten, die zu einer veränderten Funktion führen (z. B. Kir3.4V137M). Dies wird 

unterstützt durch frühere Versuche mit Knockout-Mäusen, denen der Kir3.4-

Kanal fehlt. Diese zeigten ebenfalls einen nicht stark veränderten 

kardiologischen Phänotyp im Vergleich zum Wildtyp. 

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit die funktionellen Auswirkungen 

zwei neuer Varianten des Kir3.4-Proteins untersucht und vor allem für Kir3.4V137M 

plausibel mit der Klinik der Patientin korreliert. Die gewonnenen Daten können 

zukünftig den Weg ebnen für neue molekulare Therapien von 

Herzrhythmusstörungen, beispielsweise durch sich bereits in der Erforschung 

befindende Hemmer der einwärts-gleichrichtenden Kaliumkanäle. 
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9 Summary  

The gene KCNJ5, which encodes for the inward rectifying potassium channel 

Kir3.4, carries several already known pathogenic variants. These can lead, among 

others, to different types of cardiac arrhythmias. The gain of function variant 

W101C was described as responsible for causing a familial sinus node disease. 

This study now describes and characterizes a new variant (V137M) that could 

also be responsible for a familial sinus node disease in an autosomal dominant 

inheritance. The index patient suffered from a sick sinus syndrome with 

bradycardias up to a heart rate of 25/min. She was heterozygous for Kir3.4V137M. 

Our electrophysiological findings with Kir3.4V137M expressed in oocytes of 

Xenopus laevis showed a strong gain of function compared to the wild type. Paired 

with the M2 muscarinic acetylcholine receptor, the activation of Kir3.4V137M with 

acetylcholine significantly decreased compared to Kir3.4WT. A direct influence on 

the Kir3.4 binding site of G proteins Gβγ though does not appear to be likely, as 

amino acid position 137 is located inside the Kir3.4 extracellular pore helix. In 

previous findings, only variants located in the cytosol were connected to a direct 

influence on the binding of Gβγ. Furthermore, our findings showed neither an 

increase in Kir3.4V137M cell surface expression nor a loss of potassium selectivity 

responsible for the gain of function. Therefore, a modified gating of the mutant 

channel is most likely causal. This could be, like the pathological mechanism of 

Kir3.4W101C, caused by a change in the binding site of Mg2+ ions. The latter are 

essential for the inward rectifying characteristics of the channel. This hypothesis 

can be further evaluated in future studies.  

Additionally, a homozygous variant in Kir3.4 (R332*) was described and 

characterized for the first time. The associated index patient showed a temporary 

prolonged QT interval. Both parents carried the heterozygous variant Kir3.4R332*. 

This nonsense mutation introduces a premature stop codon at position 332 in 

Kir3.4R332*, so all following amino acids are lost. The current amplitude 
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measurements showed a striking loss-of-function for Kir3.4R332* with almost no 

measurable current. Surface expression data showed that the mutant channel 

does not reach the cellular membrane. This could, on the one hand, be caused by 

a loss of the necessary signal sequence (consisting of the amino acids 350 – 399), 

which is highly relevant for the transport of the Kir3.1/Kir3.4 heterotetramer to 

the cell surface. On the other hand, a premature degradation of the protein by the 

proteasome is also possible. Further studies can differentiate between these two. 

Overall, a total loss-of-function of the Kir3.4 subunit was seen. The index patient, 

however, presented with a just temporarily prolonged QT interval. Afterwards 

there have been no more cardiac symptoms reported. That leads to the thesis that 

a total loss of the Kir3.4 protein might be more favourable for the organism than 

a change in function as it is seen in different pathogen variants (for example in 

Kir3.4V137M). Previous experiments with knockout mice, which lack the Kir3.4 

protein, support this thesis as they did not express a large change in their cardiac 

phenotype compared to the wild type.  

Summarized, this study analysed the functional effects of two new Kir3.4 protein 

variants and correlated them with the patients’ symptoms, especially well for 

Kir3.4V137M. The collected data can pave the way for new molecular therapies of 

cardiac arrhythmias. Just one example are inhibitors of inward rectifying 

potassium channels that are currently being researched. 
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11 Anhang 

11.1 Publikationen 

Die zu dieser Arbeit gehörenden wissenschaftlichen Publikationen sind in Arbeit 

und noch nicht veröffentlicht.  
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