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Darin besteht das Wesen der Wissenschaft: Zuengt dean an etwas, das wahr sein kdnnte.

Dann sieht man nach, ob es der Fall ist, und irgefieinen ist es nicht der Fall.

Bertrand Russell (1872-1970)
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Einleitung

Einleitung

1 lonenstrome wahrend des kardialen Aktionspotentials

Die normale Pumpfunktion des Herzens beruht aufkagrplung von raumlich und zeitlich

genau abgestimmter elektrischer Erregung und Kkindrades Herzmuskels. Entstehung und
Zeitdauer der kardialen Erregung werden durch eatile lonenstrome bestimmt. Diese
lonenstrdme wirken depolarisierend {Nézw. C&*-Einwértsstrome) oder repolarisierend

bzw. hyperpolarisierend (Kbzw. Na-Auswarts- und CIEinwartsstrome).
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Abbildung 1. Phasen des Aktionspotentials einer hum anen Arbeitsmyokardzelle

Aufstrich der schnellen Depolarisierung (Phase 0), schnelle Repolarisierung nach dem Maximum
(Phase 1), Plateau (Phase 2), Repolarisierung nach dem Plateau (Phase 3) und Ruhephase (Phase
4). Die am kardialen AP beteiligten Einwartsstrome sind unterhalb, die Auswartsstrome oberhalb der
Basislinie dargestellt. Erlauterungen im Text (modifiziert nach Roden und Schulze-Bahr (Roden et al.,
1996; Schulze-Bahr et al., 2000)).
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Der Zeitverlauf des Aktionspotentials kann in filPliasen eingeteilt werden: ARhase O
wird der schnelle Aufstrichupstrokg@ des Aktionspotentials bezeichnet. Dieser wird im
Wesentlichen durch den N&instrom vermittelt. In der Phase der schnellepdiaisation
(Phase 1) kommt es zu einer Aktivierung des transientenilkabuswartsstroms{) sowie
zur Inaktivierung von .. Phase 2 wird als Plateau-Phase bezeichnet, da die Repateam
verzogert wird und das Membranpotential nahezu teonsleibt. Diese Phase ist prominent
im Ventrikel und wird von einem langsam inaktivieden L-Typ C&'-Strom getragen (Wang
et al, 1998). Die Dauer des Aktionspotentials wird voimeen verzdgerten, auswarts
gerichteten Kaliumstromgl (Phase 3) bestimmt (Noble & Tsien, 1969).  Ibesteht aus
mindestens 3 verschiedenen Stromen, der sehr $dlutied rapid) aktivierende dy, der
schnell (apid) aktivierende d. und der langsanslow) aktivierende {s. Als Phase 4 wird die
elektrische Diastole bezeichnet (Lederer, 200%).v8rd als Ruhephase hauptsachlich durch

einwartsrektifizierende Kaliumstrome verursacht.

Fur die lonenstrome wahrend des Aktionspotentiats aine besondere Familie von
membrandurchspannenden Proteinen verantwortliéh)alienkanale bilden. Diese besitzen
die Fahigkeit, sehr spezifisch bestimmte lonen ldulie Membran zu leiten. Daneben gibt es
elektrogene Transporter, wie z.B. der Natrium-GatciAustauscher (NCX), die wahrend des
Aktionspotentials lonen Uber die Membran transpoet.

2 Aufbau und Zusammensetzung von
spannungsabhangigen Kaliumkanalen

Kaliumkanéle sind die grof3te und vielfaltigste Grepder lonenkanédle mit einer Vielzahl
unterschiedlicher Eigenschaften. Sie bilden ein Rgro Superfamilie integraler
Membranproteine (Chandy & Gutman, 1993), die naclker dAnzahl der
Transmembranbereiche (TM) im Wesentlichen in zwel3g Strukturklassen unterteilt wird:
in Kanédle mit zwei TM, z.B. die Einwartsrektifizaar (Kir), und solche mit sechs TM.
Letztere lassen sich weiter unterteilen in die spagsgesteuerten*dKanale (Kv—Kanale),
sowie verschiedene €aabhangige KKanale (IK und SK). Dariiber hinaus existieren z.B.
Cd" abhangige K-Kanale mit 7 TM (BK).
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Abbildung 2. Untereinheiten-Zusammensetzung und Mem brantopologie von Kv-Kanélen

A. Homomere und heteromere Tetramerisierung von a-Untereinheiten fihrt zur Bildung einer
zentralen Pore (P). B. Die a-Untereinheiten der Kv-Kanéle bestehen aus sechs in der Zellmembran
gelegenen a-helikalen Doméanen, einer Porenregion (P), dem intrazellulér gelegenen C-Terminus (C)

und dem ebenfalls intrazellular gelegenen N-Terminus mit der T-Doméne (T1).

Der erste identifizierte kKanal stammte vonShakerGenlokus der FruchtfliegBrosophila
melanogaster(Papazianet al, 1987; Pongset al, 1988; Pongs, 1989). Die Suche nach
homologen DNA-Sequenzen Drosophila und Vertebraten erbrachte den Nachweis, dass
neben denShakerKanal (Kv1) drei weitere kKanal-Familien existieren, die als Kv-Kanéale
im engeren Sinne bezeichnet werden: Shab (Kv2)wSkKa3) und Shal (Kv4) (Dolly &

Parcej, 1996).

Die Shakerverwandten Kv—Kandale weisen eine gemeinsame Sirakif. Sie setzen sich aus
vier porenbildenden—Untereinheiten zusammen. Innerhalb einer Kv-Subli@kdnnen sich
die a-Untereinheiten zu einem homo- oder heterotetram8etz zusammenlagern (Isaceff
al., 1990; Covarrubiast al, 1991) (Abbildung 2A). Jede diesefUntereinheiten besteht aus
sechs hydrophoben Transmembranhelices, den Segmendt® (S1-S6), sowie
zytoplasmatischen N— und C—terminale Domé&nen (Témpal, 1987; Rudy, 1988; Jan &
Jan, 1994; Yellen, 1998; Li-Smerigt al, 2000) (Abbildung 2B). Am zytoplasmatischen
6
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Aminoterminus befindet sich die T-Domane. Diese ekpifir die spezifische
Zusammenlagerung deo-Untereinheiten und die Assoziation von modulieemd-
Untereinheiten eine wichtige Rolle (et al, 1992; Shen & Pfaffinger, 1995; Sewieg al,
1996; Yuet al, 1996). Zwischen S5 und S6 ist die sogenanntehiefie lokalisiert. Die vier
zusammengelagerten P-Schleifen der Untereinheitdarnbgemeinsam den grof3ten Teil der
Pore des KanalgHartmann et al, 1991; Yool & Schwarz, 1991). Sie enthalt den
Selektivitatsfilter, eine Struktur mit einer in ell Kaliumkandlen konservierten
Signatursequenz, die der selektiven Permeationkasinmionen dient (Heginbotharet al,
1992). Das Segment 4 (S4) enthéalt eine hohe Aremalplositiv geladenen Aminosauren und
bildet den wichtigsten Teil des sogenannten SpagssensorsDieser bewegt sich bei
Anderungen der Membranspannung und steuert so @fasnOund SchlieRen des Kanals
(Papaziaret al, 1991; Durell & Guy, 1992; Larssaat al, 1996).

A B

Abbildung 3. Untereinheiten-Zusammensetzung von Kv- Kanélen

E_er(’jtetramere Kanalkomplex kann zytoplasmatische (A) oder membranstandige (B) p-Untereinheiten
inden.

Neben dena-Untereinheiten kdnnen auch verschiedene weitergergimheiten, wie zum
Beispiel - Untereinheiten, an der Bildung des Kanalkomplexeseiligt sein. Diep-
Untereinheiten kbnnen zytosolisch lokalisiert seme zum Beispiel Kg-Untereinheiten
(Rettig et al, 1994) oder die kKanal interagierenden Proteine (& al, 2000). Es kann
sich auch um membranstéandige Proteine handeln,zvide DPP6 (Nadalet al, 2001),
KCNE1l (Sanguinettiet al, 1996) oder Sigma-Rezeptoren (Aydat al, 2002). Die
akzessorischen  Untereinheiten  kdnnen neben der mRkalogie und der
Oberflachenexpression auch das SchaltverhaltenKde&éle auf charakteristische Weise
beeinflussen (Pourriaat al, 2003).
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Abbildung 4. Zustandsmodell des Kanalgating

Geschlossenzustand (C-Zustand), Offenzustand (O-Zustand), blockiert durch die Inaktivierungs-
domane (I-Zustand) (Fakler & Fahlke, 2005)

Das Kanalschaltverhalten bestimmt die Funktion ikanalproteins. Stark vereinfacht lasst
sich das Schaltverhalten spannungsgesteuerter &atsélsequenzielle Reaktion in einem
System aus drei Zustanden beschreiben: der Gesehlnsstand (C-Zustand), der
Offenzustand (O-Zustand) und der Zustand, bei demer danal durch eine
Inaktivierungsdomane blockiert ist (I-Zustand). Begativen Membranspannungen befinden
sich Kv-Kanéle in einem deaktivierten, geschlosee@estand. Eine Depolarisation der
Membran kann eine Bewegung des Spannungssensomsraéen. Dieser aktivierte Zustand
ist Voraussetzung fiir das Offnen des Tors (gedd&ustand). Eine Repolarisation fiihrt
zum Schliel3en der Kanale und zur DeaktivierungSQjfmnnungssensoren. Dieses Schliel3en
der Kanale kann in Form vorail-Stromen beobachtet werden. Viele Kv-Kanale zeméarh

im aktivierten Zustand bei positiven PotentialemeeAbnahme der Offenwahrscheinlichkeit.

Dieser Prozess wird als Inaktivierung bezeichnétgH001).
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3 Inaktivierung von Kv-Kanalen

Kanale mit einer stark ausgepragten Inaktivierund ainer schnellen Aktivierung erzeugen
transiente Strome und konnen als Gruppe der A-Tyméke zusammengefasst werden
(Connor & Stevens, 1971b; Chet al, 1991). Die Bezeichnung A-Typ stammt von ihrer
Erstbeschreibung in Neuronen der Schne&kesodoris(Connor & Stevens, 1971b, a). Im
Wesentlichen kdnnen zwei Arten der Inaktivierungn \v-Kanalen unterschieden werden:

eine schnelle N-Typ und eine langsame C-Typ-Inakting.

Fur die beiden A-Typ Kanéle Shaker und Kv4.2 kornae molekulare Mechanismus der
schnellen Inaktivierung geklart werden (Hosdti al, 1990; Gebaueet al, 2004). Der
zytoplasmatische Amino(N)-Terminus des Shaker-Kawmatschliel3t bei der schnellen N-Typ
Inaktivierung die offene Kanalpore. Da dieses Inadtungspartikel als bewegliche Domane
des N-Terminus einem Ball an einer Kette gleichtdwdieser Mechanismus auch &all-
and-Chain Reactioezeichnet (Hoshet al, 1990). Auch fir die akzessorische Untereinheit
KvBl konnte ein N-terminales Inaktivierungspartikelcimgewiesen werden. Der nicht
inaktivierende Kanaldelayed rectifier Kv1.5 wird durch Koexpression mit Bt in einen
schnell inaktivierenden A-Typ-Kanal umgewand&ettig et al, 1994).Als Rezeptor fur die
inaktivierende Doméane wurde eine Stelle tief inadlshder Pore identifiziert (Zhoet al,
2001).

Neben der N-Typ-Inaktivierung wurde noch ein zweilgp der Inaktivierung beschrieben.
Sie wird C-Typ-Inaktivierung genannt und ist mdeatgsamer als die N-Typ-Inaktivierung.
Sie wird auf Konformationséanderungen im aul3ereh dex Pore zurtickgefuhrt (Hosét al,
1990; Choiet al, 1991; Yellen, 1998). Es gibt Hinweise darauf,sdAsninoséuren in der
extrazellularen Porenregion und im Transmembransag86 sowie der Carboxyterminus
am Mechanismus der C-Typ-Inaktivierung beteiligidsiLopez-Barnecet al, 1993). Der
Mechanismus der C-Typ-Inaktivierung besteht datass der aul3ere Porenbereich kollabiert.
Eine erhohte extrazellulare™#onzentration reduziert diesen Effekt (Lopez-Barmee al,
1993), was darauf hinweist, dass die Konformatindeé&ungen der C-Typ Inaktivierung von
der Besetzung von KBindungsstellen im extrazellularen Porenbereichéalgt (Baukrowitz
& Yellen, 1995). Da nur gedffnete Kanéle der C-Tgpktivierung unterliegen, wird sie
durch die N-Typ Inaktivierung begunstigt, welche dierweildauer des Kanals im offenen

Zustand erhoht und zu einer Minderung der Anzahkitd in der Pore befindenderi-fonen
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fuhrt (Baukrowitz & Yellen, 1995). Man spricht dahen einer N-C-Kopplung (Hoslat al,
1991).

Die Inaktivierung von Kv4-Kanélen weist einige Bederheiten auf. Kv4-Kanale werden
bereits bei Membranspannungen unterhalb der Sahwélir das Auslosen von
Aktionspotentialen aktiviert und inaktiviert. Wahee Kv1.4 Kanale sich nur langsam, in
einem Zeitbereich von mehreren Sekunden, aus d&tilierung erholen, zeigen Kv4-Kanéle
eine sehr schnelle Erholung aus der InaktivierumgMilisekundenbereich). Anders als die
N- und C-Typ-Inaktivierung von Shaker setzt diekiinderung von Kv4 kein vorheriges
Offnen des Kanals voraus (Jerng & Covarrubias, 1994ch einer Aktivierung knnen Kv4-
Kanale kurz in den offen-inaktivierten Zustand igsdren. Aus diesem Zustand kbnnen sie
sich sofort wieder erholen und anschlieBend in reirgeschlossen-inaktivierten Zustand

akkumulieren (Bahringt al, 2001a).

4 Untereinheiten-Zusammensetzung von Kv4-Kanéalen
und der transiente Kaliumauswartsstrom (I )

Alle Mitglieder der Kv4-Kanal-Gruppe sind A-Typ-Kale. Bisher sind vier Mitglieder dieser
Shaker-verwandten Unterfamilie bekannt: Kv4.1, Rvdnd zwei Splicevarianten von Kv4.3
(Kv4.3S und Kv4.3L).

Porenbildende a-Untereinheiten von Kv4—Kanédlen bilden den Haupthedteil des
somatodendritischen  A-Typ-Stroms sl in  Neuronen und des transienten
Kaliumauswartsstroms am Herzeno)(l der zustandig ist fur die schnelle Phase der
Repolarisation wahrend der Aktionspotentials (Addlilg 1). Wahrend am menschlichen
Myokard Kv4.3 die am haufigsten vorkommende Isofalanstellt (Dixonet al, 1996), spielt
Kv4.2 am Herzen der Maus eine wichtige Rolle (@@l, 1999). Durch Expression dieser
Kanale inXenopus laevi©ozyten werden Stréme evoziert, die in ihren bysjitalischen

und pharmakologischen Eigenschaften denen nativém® &hneln (Dixoret al, 1996).

Allerdings reichen heterolog exprimierte Kv4-Kanal&ein nicht aus, um die Eigenschaften
nativer Strome zu imitieren (Rudy, 1988). Durch i{ektion niedermolekularer mRNA-
Fraktionen aus dem Rattengehirn in Oozyten ist @églioh, das Inaktivierungsverhalten der

in Oozyten exprimierten Kv4.1 Kanale zu modifizieréChabalaet al, 1993). Diese

10
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Beobachtung fuhrte zu der Annahme, dass diese mRfdRtionen fur Untereinheiten oder
Enzyme kodieren, die fir die Modulation der Kv4-i&envon Bedeutung sind. Mittlerweile

konnten verschiedene akzessorische Untereinh@teativem Gewebe identifiziert werden .

Auf zwei strukturell verschiedene Arten von Kv-Kamedulatoren, die Kalium-Kanal
interagierenden Proteind&y{ Channel Interacting ProteindKChlIPs) und die Dipeptidyl—
Peptidase—verwandten Proteine (DPPs: DPP6 und DPRBE0die Oberflachenexpression
und die funktionellen Eigenschaften der Kandle weéedn (Jernget al, 2005), soll im

Folgenden genauer eingegangen werden.

4.1  K'-Kanal interagierende Proteine (KChIPs)

Die erste Publikation einer Modulation von Kv4-3tgn durch KChIP beschreibt die drei
KChIP-Subtypen (KChIP1 bis 3), die jeweils einergegien Gen zugeordnet sind (Ahal,
2000). Spater wurde mit KChIP4 ein weiterer KChiibyp entdeckt (Holmqvist et al.,
2002). KChIPs gehéren zur Familie der neuronalefi-Sansoren (NCS), bei der es sich um
Cd*-bindende Proteine handelt. Sie besitzen eine koiese Kernregion mit vier EF-Hand-
Motiven, die auf C&-Bindestellen hinweisen, und einen variablen N-Tieus. Das N—
terminale Ende der KChIPs scheint keine wesentliRlodle fir die Bindung zu spielen.
Mutationen der EF-Hand Region des C-Terminus hiegdghren zum Verlust des KChIP—
Effektes (Anet al, 2000).

Der N-Terminus des Kv4.2-Kanals scheint fur diestaktion mit KChlP2.2 notwendig zu
sein, denn die Strome einer N-terminalen Deletiartamte von Kv4.2 (Kv4.22-40) werden
nicht durch KChIP moduliert (Bahrirgt al, 2001b).

KChIPs 1-3 haben &hnliche Effekte auf die physisidgen Eigenschaften von Kv4-Kanalen.
Sie wurden Uberwiegend mit Kv4.2 untersucht. Diéelde beinhalten die Erhdhung der
Stromdichte, eine Verschiebung der Aktivierungskumr Richtung Hyperpolarisation, eine
Beschleunigung der Erholung aus der Inaktivierurayis eine Verlangsamung der
Inaktivierung (Anet al, 2000).

Es konnte gezeigt werden, dass KChIP2 ein integBéstandteil von-Kanalkomplexen
ventrikularer Kardiomyozyten ist (Descheneisal, 2002; Patelet al, 2002). Dichte und

11
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Frequenzabhangigkeit des transienten Kaliumausstéots unterliegen regionalen
Schwankungen (Wettweret al, 1994; Nabaueret al, 1996). Untersuchungen an
Herzmuskelzellen von Hunden ergaben, dass die ®igbn |, epikardial hdher ist als

endokardial. Dieser Gradient korreliert mit der Eegsion von KChIP2 im Herzen, welches

epikardial starker exprimiert wird als endokarqRobsatiet al, 2001).

4.2  Dipeptidyl-Aminopeptidase—ahnliche Proteine (DPPs)

Obwohl KChIPs in heterologen ExpressionssystemareneiGrofiteil der Eigenschaften
nativer A—Typ StrOme zeigen, verzogern sie die tinacungskinetik im Vergleich zum
nativen Strom (Beclet al, 2002). Auch Transfektion zerebellarer Granula&zelnit Kv4.2
cDNA fuhrt zu einer verlangsamten Inaktivierung dgmessenen Strome (Shibataal,
2000). Daher wurde vermutet, dass es einen Faktuty der die A-Typ-Stromkinetik
beschleunigt. In der Arbeitsgruppe von Bernado Rkadynte in Oozyten gezeigt werden,
dass Koexpression von Kv4.2 mit der 4-7 kb-Fraktieerebellarer mRNA die
Inaktivierungskinetik beschleunigt. Diese Beschlgung wurde nicht durch KChIP
Antisense Oligonukleotide aufgehoben (Naglahl, 2001). Zunachst wurde dieses Protein als
,K'-Channel accelerating factoKAF) bezeichet. Spater konnte DPP6, ein Protdas z.
B. als Oberflachenprotein im Gehirn exprimiert wis molekulares Korrelat von KAF
identifiziert werden (Nadatt al, 2003).

DPP6 besitzt Ahnlichkeit mit der Dipeptidyl-Aminqpédase IV (CD26). Dipeptidyl-
Aminopeptidasen spielen eine Rolle beim Abbau vgtokinen und Hormonen. Trotz seiner
Verwandtschaft mit der Dipeptidyl-Aminopeptidase €26 besitzt das DPP6 keine
enzymatische Aktivitat, selbst wenn man die Aminwedequenz im aktiven Zentrum

entsprechend derjenigen funktioneller DipeptidylHAapeptidasen mutiert (Kiat al, 2001).

DPP6 besteht aus einer kurzen N-terminalen zytofschen Doméne, einem
Transmembran-Segment (1 TM) und einer grof3en esttwdédaren Doméne. Bisher sind
mindestens zwei verschiedene Splicevarianten békaime kurze Variante, DPP6-S (short)
und eine lange Variante, DPP6-L (long). Sie untegien sich im Wesentlichen in der
Zusammensetzung ihrer N-terminalen Doménen (Wadd, 1992; Houglet al, 1998).

12
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DPP6 wird als Oberflachenprotein im Gehirn expritn{&in et al, 2001). Dartber hinaus
findet es sich in Nieren, Ovarien und Testes (Wetda, 1992). Vor kurzem konnte auch aus
dem menschlichen Herzen DPP6 mRNA isoliert werdRadickeet al, 2005).

Neben der bereits erwéhnten Beschleunigung detietking fihrt Koexpression von DPP6
mit Kv4.2 zu einer Beschleunigung der Erholung des Inaktivierung, einer Verschiebung
der Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung in &ichnegativer Potentiale und zu einer
Zunahme der Kv4.2-Oberflachenexpression (Naealal, 2003). Die Veranderung der
Lokalisation des Kv4.2 Kanals sowie die Fahigked#tive A-Typ Strome zu imitieren, lassen

vermuten, dass DPPX ein integraler Bestandteilknoh Kanalen ist (Birnbauret al, 2004).

Das ebenfalls zu den Dipeptidyl-Aminopeptidase-@hein Proteinen gehdrende DPP10 hat
eine hohe Aminosaurenidentitéat (48-51 %) und emliéhes Molekulargewicht (91kDa) wie
DPP6. Auch besitzt es wie DPP6 keine Enzymaktiyitérnget al, 2004b). DPP10 konnte
sowohl im Gehirn, Pankreas und Ruckenmark als auaofperingen Malde in Plazenta, Leber
und Trachea aber nicht im Herzen nachgewiesen wddléen et al, 2003; Qiet al, 2003).
Koexpression von DPP10 mit Kv4.2 zeigt, dass DP&Hriche Effekte hat wie DPP6 (Jerng
et al, 2004b). Auch Koexpressionsexperimente mit Kv4edsen darauf hin, dass die Effekte
von DPP10 denen von DPP6 ahneln (Real, 2005). Ren et al konnten im Bereich des S2-
Segmentes von Kv4.3 Strukturdeterminanten fur dreliéhg von DPP10 identifizieren. Die

Bindung von DPP6 an Kv4-Kanale wurde bisher nicfiersucht.
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5 Arbeitshypothese und Ziele der vorliegenden Arbeit

Kardialer |, lasst sich durch Koexpression von Kv4 und KChIRhhi vollstandig
reproduzieren und wird vermutlich zusatzlich duvekitere Untereinheiten, wie z.B. DPPs,
gebildet. Um zur Klarung der molekularen Zusammems® des kardialenglbeizutragen,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Interaktionnvé&v4-Kanalen mit DPP6 genauer

untersucht. Dabei wurden folgende Ziele verfolgt:

» Charakterisierung des Effekts von DPP6 auf das kKahaltverhalten von

Kv4.2
» Identifizierung von Kv4.2-Strukturdeterminanten flie Bindung von DPP6
e Charakterisierung des ternaren Komplexes Kv4.2/KZPP6

Dazu wurden Kv4.2-Wildtypkanale und geeignete Mteardurch transiente Transfektion in
HEK293-Zellen exprimiert und mit der Patch-Clampheik elektrophysiologisch

untersucht.
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Material und Methoden

1 Verwendete Klone und Mutanten

Fur die heterologe Expression wurden hDPP6-S, hRZHAI (AF199598), EGFP und hKv4.2
(AHO009258) im pcDNAS3-Expressionsvektor (Invitrogar@rwendet. Die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Mutanten wurden von Dr. Sventidann kloniert (Hartmann, 2007).
Zwei Punktmutanten (Kv4.2A235V und Kv4.21239W) sewieine N-terminale
Deletionsmutante (Zhwet al, 1999) wurden fur die Untersuchungen eingesetztdén
humanen Klon der Kv4.8-Untereinheiten war ein Hamaglutinin (HA)-Epitop
(Aminosauresequenz-YPYDVPDYA) zwischen S1 und S&igghen Aminosaure 216 und
217) eingefugt (Kv4.2wt-HA). Ein HA-Epitop in derelben Position hatten die
Punktmutanten Kv4.2A235V-HA und Kv4.21239W-HA.

2 Zellbiologische Methoden

2.1 L6sungen und Medien

Kulturmedium 500ml Dulbecco’s MEM (Minimal EssentMedium)/ NUT Mix F12
(Invitrogen, Karlsruhe) wurde eine Mischung aus 5@l
hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (SeromeddBi@m) und 5

ml einer Penicillin/ Streptomycin/ Glutamin-Lésun@nvitrogen)

zugesetzt.
PBS Dulbeccos Phosphatgepufferte Salzlésung (buetn)
Trypsin-L6sung Trypsin-EDTA (1x) in HBSS (Invitroge

Transfektionsmedium Optimem (Invitrogen)

Transfektionsreagenz LipofectAMINE (Invitrogen)
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2.2 Routinehaltung von HEK293-Zellen

Im Umgang mit HEK293-Zellen (humane embryonale dlieellen (DSMZ Nr.: ACC305,
human embryonic kidneraunschweig) fanden alle Tatigkeiten mit stenilllaterial und in
partikelfreier Umgebung (Sterilwerkbank) statt. Afsulturgefal3e wurden Kulturflaschen
(Nunc, Wiesbaden) mit 25 cm? Flache sowie Zellkypltatten (Nunc, Wiesbaden) verwendet.
Die Zellen wurden unter Standardbedingungen (37%% CQ, 95% relative
Luftfeuchtigkeit) in Zellkulturflaschen in einemrischrank (Heraeus) kultiviert. Medien

und Losungen wurden auf 37°C vorgewarmt.

Die Passagierung der Zellen erfolgte routineméf@aghnErreichen einer Konfluenz des
Zellrasens von 80-100 %. Dazu wurde das Medium emiter sterilen Pasteurpipette
abgesaugt. Nach dem Waschen mit 5 ml PBS wurdeml,brypsin-EDTA Lésung zum
Ablosen der Zellen zugesetzt. Die anschlieBendebaton fur 1-2 Minuten erfolgte bei
37°C im Zellkulturschrank. Die gelosten Zellen wemdunter dem Mikroskop kontrolliert und
die enzymatische Reaktion durch Zugabe 5 ml frischdediums abgestoppt. Die
Zellsuspension wurde in ein 15 ml Réhrchen Gbetfuimd zentrifugiert (Heraeus, 2 min,
1200 Upm). Das Sediment wurde in frischem Mediuf i¢dl) resuspendiert. Die Zellzahl
wurde mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer ermitt€liir die fortlaufende Kultur wurden
die Zellen mit einer Dichte von 2-6 x 4l ausplattiert. Diese hatten nach 2-3 Tagen im

Brutschrank eine ausreichende Dichte erreichtass die erneut passagiert werden konnten.

Fur die elektrophysiologischen Untersuchungen wur8® mm-Kulturschalen mit 8,8 ém
Kulturflache (Nunc-Standard-Dishes, Nunc) verwendetese wurden mit Poly-L-Lysin
beschichtet, um die Haftung der Zellen am Boden endhen und somit die
elektrophysiologischen Untersuchungen zu erleich{dacobson & Branton, 1977). Fur die
Beschichtung wurde Poly-L-Lysin Hydrobromid (Signa)H,O geldst (0,1 mg/ml) und 1 ml
der Losung fur ca. 30 min in den Zellkulturschabetassen. Nach dem Absaugen der Losung
und einer mehrstindigen Trocknungszeit waren diehal®a gebrauchsfertig. Die
Kulturschalen wurden mit je 2 ml Medium mit eineglBonzentration von 1-4 x f@ellen

pro ml befullt.
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2.3 Transfektion

Unter Transfektion von Zellen versteht man die Esusung und Expression fremden
genetischen Materials, entweder vortbergehend s{gate Transfektion) oder dauerhaft
(stabile Transfektion). In dieser Arbeit wurde a@hemisches Verfahren verwendet. Das
Prinzip der chemischen Transfektionsverfahren lbiagid einer Komplexbildung von positiv

geladenen Chemikalien mit den negativ geladenendwdéuren.

Als Transfektionsreagenz kam LipofectAMINE (Invitrogen life Technologies, Karlsruhe)
zum Einsatz. Die Transfektion der HEK293-Zellenokgte 24 h nach dem Ausplattieren.
Dazu wurden die Zellen mit 2 ml Optimem gewascheah anschlie3end mit 800 pl Optimem
fur 30 Minuten inkubiert. Fur den Tranfektionsazsatirde Plasmid-DNA vorsichtig mit 100
pul Optimem gemischt und mit einer weiteren frischgesetzten Mischung aus 2 ul
LipofectAMINE™ und 100 pl Optimem versetzt. Der Ansatz wurde 30r min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend zu demetandelten HEK293-Zellen gegeben.
Nach einer Transfektionszeit von 5 h unter Starmdochgungen wurde der Transfektions-
ansatz gegen 2 ml Kulturmedium ausgetauscht. Dierze/urden 24 h nach der Transfektion

fur die elektrophysiologischen Experimente verwénde

Fir die alleinige Expression von Kantereinheiten wurden in der Regel 1u$ DNA pro
Schalchen eingesetzt. Fur die Koexpression vom it DPP6-S wurden 0,059 Kva-cDNA
und 0,25ug bzw. 2,0ug DPP6-S-cDNA eingesetzt. Fir die KoexpressionKwea mit DPP6-
S und KChIP2.1 wurden 0,059 Kva-cDNA, 1,0 ug DPP6-S-cDNA und 1,Qg KChIP2.1-
cDNA eingesetzt. Bei jeder Transfektion wurden fhalchen 0,;ug EGFP beigegeben.
Das ,Green Fluorescent Protein“diente als Reporter der erfolgten Plasmidaufnakiere
Zellen. Es erstrahlt bei Anregung im UV-Bereich ijich und ist leicht zu identifizieren.
(Chalfie et al, 1994). In dieser Arbeit wurde dg&nhanced“ GFP verwendet. Durch eine
Punktmutation ist bei dieser Variante die Fluoregmgensitat erhoht. Die Punktmutation
verhindert dartber hinaus ein Ausbleichen. AufRerden durch Optimierung der
Plasmidstruktur die Expression dieses Proteins rgdggr der Normalvariante erheblich
erhoht (Zhanget al, 1996).
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3 Elektrophysiologische Methoden

3.1  Die Patch-Clamp-Technik

Die Patch-ClampTechnik ist eine Methode, mit der sich ein Stroorct die einzelnen
lonenkandle in der Membran lebender Zellen mesisst (Neher & Sakmann, 1976; Hamill
et al, 1981). Diese Technik ist ein spezieliésltage-Clampvefahren (Spannungsklemme).
Das Prinzip beruht darauf, Anderungen des Membrtamgtials der zu untersuchenden Zelle
durch Injektion eines entgegengerichteten Kompemssdtroms zu verhindern. Dies wird bei
der Patch-ClampTechnik durch einen besonderen Schaltkreis ermidig{Abbildung 5): Der
Vorverstarker, der im wesentlichen einen aus Opers¥erstarker, OPA, und
Ruckkopplungswiderstand (Raufgebauten Strom-Spannungs-Wandler darstetieuet Uber
einen Ruckkopplungsmechanismus einen Kompensationgswelcher genauso grof3 ist wie
der Strom, der durch die Membran flie3t, diesenogbdentgegengerichtet istXI Am
Eingang des OPAs wird die Sollspannung,()Vangelegt. Der OPA schickt dann so viel
Strom durch seinen Ruckkopplungswiderstang), (Rass die am anderen Pol des OPAs
anliegende Spannung die gleiche ist wie die Sallspag. Die Sollspannung ist daher die
Kommandospannung der Spannungsklemme fir den Mapdieh unter der Pipettenspitze.
Auf Grund seines hohen Eingangswiderstandes flia®ei durch den OPA praktisch kein
Strom. Der Strom durch den Rickkopplungswiderstahdiso genauso grol3 wie der von der
Patchpipette aufgenommene Strorg), (laber mit entgegengesetztem Vorzeichen. Dieser
Kompensationsstrom wird iWoltage-ClampExperimenten gemessen. Er lasst unmittelbar
Schlusse auf die Leitfahigkeit der Zellmembran die u.a. von den in ihr enthaltenen
lonenkanalen bestimmt wird (Aidley 1996; Numbergj@96).
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Abbildung 5. Die Patch-Clamp-Technik

A. Schematische Darstellung eines Patch-Clamp-Stromkreises (verandert nach Aidley 1996):
Dargestellt ist ein Teil der Zelle (unten links im Bild), der Operationsverstarker (OPA), der
Rickkopplungswiderstand (Ry), der aufgenomme Strom (l;), die Sollspannung (Vsq) und die
gemessene Spannung (Vas). B. Messkonfiguration bei der Whole-Cell Patch-Clamp-Technik:
Dargestellt sind die Zellmembran und die aufgesetzte Patchpipette. Nach dem Aufsetzen der
Patchpitte wird durch Anlegen eines Unterdrucks das Membranstiick unter der Pipettendffnung
zerrissen.
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3.2  Patch-Clamp-Messstand

3.2.1 Mikroskop

Der Messstand war mit einem inversen Mikroskop O&ert 25, Zeiss, Oberkochen) mit bis
zu 400-facher VergroRerung und Kontrastverstarkopigs ausgestattet. Fur die
Identifizierung transfizierter Zellen wurde eine BBJV-Lampe (Zeiss, Oberkochen)

verwendet.

3.2.2 Messkammer und Superfusionssystem

Die Petrischalen, in denen die Zellen plattiert wrashsfiziert wurden, dienten zugleich als
Messkammer. Sie wurden mit Hilfe einer 100 ml Seri(Braun) superfundiert. An der dem
Zulauf gegenuberliegenden Seite der Messkammerenardefinierter HoOhe eine Absaugung
positioniert, so dass der Flissigkeitsspiegel mkadammer konstant war. Der Abfluss erfolgte
Uber ein druckluftgetriebenens Saugsystem. Allelgbcinsysteme bestanden aus inertem

Teflon.

3.2.3 Messtisch und mechanische Komponenten

Um die empfindlichenPatch-ClampMessungen vor mechanischen Schwingungen zu
schitzen, wurde das Mikroskop auf einem schwinggedgmpften Tisch (T-250, Physik
Instrumente, Waldbronn) gelagert. Durch Abschirmdeg Messstandes in einem geerdeten
faradayschen Metallkéfig, wurde elektrisches Hiptendrauschen gering gehalten. Die
Patchpipette wurde Uber einen Pipettenhalter amvérstirker montiert. Uber einen
Teflonschlauch, der mit dem Pipettenhalter verbanslar, konnte ein Uber- bzw. Unterdruck
angelegt werden. Die Steuerung der Pipette erfolgtd einem motorisierten

Mikromanipulatur (Eppendorf, Hamburg).

3.2.4 Elektroden und Patchpipetten

Sowohl die Referenzelektrode, die in die Badldsaimjauchte, als auch die Messelektrode,

die als elektrische Verbindung zwischen Pipette uvidrverstarker diente, waren
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Silber/Silberchloridelektroden. Die Messelektroderde taglich in einer hypochloridhaltigen
Bleichlauge (Chlorix) chloriert. Fur die Patchpiiget wurde Borosilikatglas (Wandstarke
0,15 mm, World Precision Instruments, Florida, US&ywendet. Sie wurden mit einem
Horizontalpuller (Flaming/Brown Micropipette—PulleBcience Products GmbH, Hofheim)
fein ausgezogen. Der Widerstand der Pipetten beétrBgMQ. Die Lésung zum Fullen der

Pipette wurde mit einem Sterilfilter mit dem Porarahmesser von 0,2 um filtriert.

3.2.5 Datenerfassung

Die gemessenen Daten wurden von dem OPA an einept¥tastarker (EPC-9, HEKA,
Lambrecht) weitergegeben. Fur die Steuerung destdf&ers und die Digitalisierung der
gemessenen Signale wurde eine ITC16-AD/DA-Schaltestan einem Computer (Apple
Macintosh G3) eingesetzt. Das analoge Messsignadevmit einer Auflosung von 16 bit und
einer Aufnahmefrequenz zwischen 0,2 und 20 kHz taligiert. Als Software zur
Datenerfassung und zur Kontrolle des Verstarkeentdi das Programm PULSE (HEKA
Elektronik, Lambrecht).

3.3  Losungen fir die elektrophysiologischen Untersuchun gen

Fur die Untersuchung der Aktivierungs- und Inaldivngskinetiken befanden sich die Zellen

unter stdndigem Durchfluss einer Extrazellular-laggudie folgende Bestandteile enthielt:

NacCl 135 mM
KCI 5 mM
CaCb 2mM
MgCl, 2 mM
Hepes 5mM

Saccharose 10 mM

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt utmhnte durch die Zugabe von 0,01

mg/ml Phenolrot tberwacht werden.
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Die Pipetten wurden mit Intrazellular-Lésung getfidlie folgende Bestandteile enthielt:

KCI 125 mM
CaCb 1mM
MgCl, 1mM
EGTA 11 mM
Hepes 10 mM

Glutathion 2 mM
Ko>-ATP 2 mM

Der pH-Wert wurde mit KOH auf 7,2 eingestellt.

Fur die Untersuchung der Deaktivierungskinetik vamrd. 6sungen eingesetzt, bei deneri Rb
als Ladungstrager diente. Die Extrazellular-Losanthielt:

RbCI 135 mM
CaCb 2mM
MgCl, 2mM
Hepes 5mM

Saccharose 20 mM

Phenolrot 0,01 mg/ml

Der pH-Wert wurde mit RbOH auf 7,4 eingestellt.

Die Intrazellular-Losung enthielt:

RbClI 125 mM
CaCb 1 mM
MgCl, 1mM
EGTA 11 mM
Hepes 10 mM

Glutathion 2 mM
NaATP 2 mM

Der pH-Wert wurde mit RbOH auf 7,3 eingestellt.
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3.4  Ablauf eines Patch-Clamp-Experiments

3.4.1 Sealbildung und Ganz-Zell-Konfiguration

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durdifgef Vor der Messung wurde das
Kulturmedium der zu messenden HEK293-Zellen durghrazellular-Losung ausgetauscht
und die Petrischale auf der Mikroskophalterung $tgfe Anschlieend wurde eine am
Versuchstag frisch gezogene Pipette luftblasemfiteintrazellular-Losung gefillt und in den
Pipettenhalter eingespannt. Ein Uberdruck im Pémétiheren sollte das Verstopfen der
Pipette beim Eintauchen in die Badlosung und diuBion von Badl6sung in die Pipette
verhindern. Die Pipette wurde unter optischer Kaltgr mit Hilfe des Mikromanipulators
nahe an die Zelloberflache der zu messenden Zefidhg und die Pipettendffnung vorsichtig
auf die Zelle aufgesetzt. Wahlweise wurde der Aoinitor benutzt, der Anderungen der
Testpulsamplitude und somit des Widerstandes insigoale umwandelt. Der angelegte
Uberdruck wurde abgelassen und durch vorsichtigasg@ wurde eine Abdichtung von
Pipette und Zellmembran gegenuber der Badl6surgchtr Giga-Sea). Durch denGiga-
Seal haftet die Zellmembran so fest an der Glaswand Ripette, dass verschiedene
Manipulationen mit dem Membranfleck méglich sinthne dass die Verbindung zwischen
Glaswand und Membran abreif3t. Das beschriebeneetxais der Pipette auf eine intakte
Zelle mit Bildung einesGiga-Seals bezeichnet man alCell-attachedKonfiguration
(Abbildung 5). In diesem Zustand, in dem sich degtfiahigkeit des Membranflecks unter der
Pipettendffnung messen lasst, wurde das Membranfmaiteauf —40 mV geklemmt. Die
schnelle Kapazitdtskomponente, die im Wesentlicllemch Umladungsvorgange der

Glaspipette entsteht, wurde korrigiert (siehe Abgt3.4.2).

Durch weiteren Unterdruck wurde das Membranstudkruter Pipettentffnung zerrissen und
damit ein physikalischer Zugang zum Intrazellulamasowie ein elektrischer Zugang zur
gesamten Zellmembran erreiciwliole-Cell-bzw. Ganz-Zell-Konfiguration). Die Offnung

der Membran konnte durch eine neu auftretende, egedl3langsam abfallende

Kapazitatskomponente, die durch das Umladen ddmgeibran entstand, erkannt werden.
Die kapazitiven Stromsignale und der Serienwidastavurden vor den Messungen
kompensiert (siehe Abschnitt 3.4.3.). Da die spezie Kapazitat biologischer Membranen
mit 1 pF/cnd fiir alle Zellen ungefahr gleich ist, ist der Wegr langsamen Kapazitat ein
direktes Mal fur die GrolRe der Zelle.
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Durch Anlegen einer bestimmten Spannuvigliage-Clampwurde der entsprechende Strom
Uber der Membran gemessen. Bei der Ganz-Zell-Abigikommt es sehr schnell zu einem
Austausch zwischen Pipettenlésung und Zellinnef@aher ist es mdglich, durch die Wahl

der Elektrolytldsung in der Pipette das zytoplasscae Milieu zu kontrollieren.

3.4.2 Kapazitatskompensation

Die Pipette und die Zellmembran wirken als Isolatound trennen die Intra- von der
Extrazellular-L6sung, welches beide leitende Medisind. Bei Anderungen der
Potentialdifferenz zwischen den Medien, werden Hipette und die Zellmembran als
Kondensatoren umgeladen. Der Verlauf dieser Umlgdoesteht aus einer schnellen und
einer langsamen Komponente. Die langsame Zeitkotestast dabei abhéngig vom
Widerstand zwischen Zellmembran und dem Verst&iRgr dem Membranwiderstand (R
und der Kapazitat der ZellmembranJGAbbildung 6):

T=Re*C.

Kapazitat ist definiert als die Ladung, die pro Bpagsanderung bendtigt wird. Ein idealer
Ohmscher Widerstand besitzt keine kapazitive Korepten An realen Widerstanden (R) geht
jedoch bei jeder Spannungsanderung etwas Zeitiélkapazitive Umladung von R verloren.
Ein Strom—-Spannungs—Wandler kann daher auf einefieln fast senkrecht ansteigenden
Spannungssignal an einem Eingang nur mit einerrexqell ansteigenden Kurve antworten.
Um auch solche schnellen Signale aufzulésen, sinden Vorverstarker noch zusatzliche
Korrekturschaltkreise eingebaut. Neben der Kapaziés Vorverstarkers spielen auch die
kapazitiven Eigenschaften der Patchpipette und Ziimembran eine Rolle. Bei einer
Anderung der Kommandospannung werden zunachst digaXtaten von Pipette und

Zellmembran umgeladen.

Als Antwort auf den Testpuls zeigen sich schneBtaigende und exponentiell abfallende,
transiente Strome. Die kurzzeitigen Strome kdnnenedyentlichen Messsignale stéren und
werden daher kompensiert. Dabei wird der zur Umigdoendtigte Strom nicht mehr durch
den Vorverstarker, sondern Uber einen paralleldral8aeis injiziert. Der EPC9-Verstarker
besitzt zwei automatische Korrekturmechanismenertimit schneller Zeitkonstante (0,5-8
us) zur Korrektur der kapazitiven Strome der Peettd einen zweiten mit einer langsamen

Zeitkonstante (>5 us) zur Korrektur der Umladesedar Zellmembran.
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Zellmembran Pipette

Membranfragmente

Abbildung 6. Ersatzschaltbild der Ganz-Zell-Konfigu ration

Nach dem Durchbrechen der Membran erhalt man die Ganz-Zell (Whole-Cell) -Konfiguration. Dabei
werden Membranfragmente und anderes Zellmaterial in die N&he der Pipettenmindung gesaugt, was
den Serienswiderstand Rg erhéht. R, ist der Membranwiderstand, C,, die Kapazitat der Membran.

3.4.3 Serienwiderstandskompensation

Der Serienwiderstand @R also der Widerstand zwischen Zellmembran undstaeker, ist
abhangig von der Offnung der Patchpipette. FliefstStrom | durch die Pipette, fallt tiber
dem Serienwiderstandsfeine Spannung (dV) ab. Das Potential der Zellmamlentspricht
dann nicht der angelegten Spannung, sondern eimandia Uber dem Serienwiderstand
abgefallene Spannung verminderten Potential. Dean®mngsabfall (dV) ist nach dem

Ohmschen Gesetz direkt proportional zum Strom |zund Pipettenwiderstand Rs:
dv=1<R,

Um dem Serienwiderstand entgegenzuwirken, wirdedietektronisch kompensiert, indem
man zur angelegten Spannung noch einen Teil add@rproportional zum gerade injizierten
Strom ist. In dieser Arbeit wurden Zugangswiderdgwon 3 bis 6 M erreicht, die zu

mindestens 85 % kompensiert wurden.
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3.4.4 Leckstromkorrektur

Bei Patch-ClampMessungen wird der gemessene Stromfluss nicht durch
spannungsaktivierte lonenkanale in der Zellmembmmittelt. In vielen Féllen fliel3t ein
zusatzlicher Leckstrom. Hierbei handelt es sich umspannungsunabhangige
Membranleitfahigkeiten durch sténdig geoffnete Lkeaiéle oder um Leitfahigkeiten, die z.B.
durch den lonenfluss durch den Spalt zwischen Mamhund Pipette entstehen. Der
Stromfluss ist proportional zur angelegten Spann(Mgmberger M., 1996). Um diesen
Leckstrom zu bestimmen, wurde im Anschluss an destprotokoll ein Leckprotokoll nach
der P/n-Methode durchgefuhrt. Dazu wurden Pulse8wo (P/5) des Spannungssprungs des
Testpulses funfmal hintereinander durchgefuhrtsauwimiert und der dadurch bestimmte

Strom von dem Testpuls subtrahiert.

Die ebenfalls in HEK293-Zellen vorkommenden endegerkanale (Jianget al, 2002)
verschiedener Arten spielen im Vergleich zu derUinermal exprimierten Kanalen aufgrund
ihrer geringen Anzahl nur eine untergeordnete Rafld wurden daher bei den Messungen

und Auswertungen vernachlassigt.

3.5  Pulsprotokolle

Klemmt man die Zellmembran auf ein bestimmtes Ratk(Voltage-Clamp, kann man den
entsprechenden Membranstrom kontinuierlich messed aufzeichnen. Bei unseren
Messungen betrug das Haltepotential —80 mV. In gratekollen werden definierte
Anderungen des Membranpotentials vorgegeben. Dieli@auSpannungsanderung folgende

Stromantwort wird aufgezeichnet.
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Abbildung 7. Pulsprotokolle

A. Rechteckpulsprotokoll: Vorpuls auf =100 mV (200 ms), anschlieBender Puls auf +40 mV (3000ms).
B. Protokoll fur die Erholung von der Inaktivierung: Spannungssprung auf +40 mV (1500 ms) und
zuriick auf —80 mV. Nach einer Zeit (At) zwischen 10 und 5210 ms folgte ein weiterer Puls auf +40 mV
(25 ms). C. Tail-Protokoll: Vorpuls auf —100 mV (200 ms), gefolgt von einem Puls auf +40 mV (4 ms).
AnschlieRend folgten Spannungsspriinge auf Potentiale von =100 mV bis — 50 mV (350 ms).

3.5.1 Rechteckpulsprotokoll

Das Rechteckpulsprotokoll dient der Erfassung deitaBhangigkeit der Inaktivierung)(
sowie der Bestimmung vonollmax und der Anstiegszeitib.go) (Siehe 3.6.3). Das Protokoll
besteht aus einem 200 ms langen Vorpuls auf -100umy/einem anschlieBenden Puls auf

+40 mV mit einer Dauer von 3000 ms. Im Anschludgtiein Leckstromprotokoll.
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3.5.2 Recovery—Protokoll

Die Erholung von der InaktivierundgRécovery ist der Vorgang, bei dem inaktivierte Kanéle
in einen aktivierbaren Zustand Ubergehen. Um dié&aHBkangigkeit derRecoveryzu

bestimmen, wurde folgendes Protokoll angewendet: éhu Spannungssprung auf +40 mV
(Dauer: 1500 ms) und zurlck auf das Haltepotemtial -80 mV folgte ein weiterer Puls auf
+40 mV (Dauer: 25 ms). Der Zeitabstand zwischen Hdeiden Pulsen wurde jeweils

verdoppelt und variierte zwischen 10 und 5120 ms.

3.5.3 Tail-Protokoll

Um die Deaktivierung des Kanals zu untersuchen wweth sogenanntesail-Protokoll
verwendet. Nach einem negativen Vorpuls auf —100fim\200 ms wurde fir 4 ms auf + 40
mV gepulst. AnschlieBend folgten Spannungssprindge/erschiedene Potentiale von —100
mV bis =50 mV in 10 mV Schritten fiir eine Dauer \B50 ms.

3.6  Datenanalyse

Zur Auswertung der Daten und fur die Bestimmung Zigtkonstanten der Inaktivierung und
der Deaktivierung wurde das Programm PULSE (HEKAkEbnik, Lambrecht) verwendet.
Weiterfuhrende Analysen und graphische Darstellnongerfolgten mithilfe von

.Kaleidagraph® (Synergy Software).

3.6.1 Zeitkonstanten der Inaktivierung und der Deak  tivierung

Der Inaktivierungskinetik der Kv4.2-Strome wurdenesi dreifach-exponentielle der

Deaktivierungskinetik eine zweifach-exponentiellektion angeglichen.

t t t

|=A+Ae"+Ae" +Ae"
fur die Inaktivierung

bzw.
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t t

I=A +Ae“+Ae"
fur die Deaktivierung

| = Amplitude, t = Zeit, A = Amplitude des Anteils des Abfalls, fir den dewgilige
Komponente der Inaktivierung bzw. Deaktivierungardwortlich ist,1 = Zeitkonstante der

Inaktivierung bzw. der Deaktivierung

3.6.2 Erholung von der Inaktivierung

Die Erholung von der InaktivierungRécovery wurde analysiert indem die maximale
Stromstarke (Aay des zweiten Pulses auf die des jeweils vorhergige ersten Pulses

normalisiert wurde. Die normalisierte & wurde gegen die Dauer der Repolarisation
zwischen den beiden Pulsen aufgetragen. Die Beagetwurde mit einer monoexponentiellen
Funktion beschrieben:

At

y=1- gl
At = Dauer der Repolarisation
Trec = Zeitkonstante ddRecovery
y = normalisierte Erholung von der Inaktivierung

3.6.3 Bestimmung von | o/lmax und t 10— 90)

Mit | max Wurde die maximale Stromstarke im Verlauf des Razitpulses bezeichnet. Alg |
wurde die Stromstarke nach 20 ms definiert. Fur ¥engleich von Kv4.2wt-Kanal und
Mutanten wurde der verbleibende Strom 20 ms nagjinBedes Pulses durch die Peakstrom-
Amplitude geteilt (Jo/lmay. Die Dauer von 20 ms erwies sich als geeigneil, zuedieser Zeit
der Unterschied im Grad der Inaktivierung fur Kv4r@ Vergleich zu Kv4.2/DPP6 am
gro3sten war. Der Parameter ermdglichte einen @iefa Vergleich bei einer komplexen,
multiexponentiellen Inaktivierungskinetik. Die Areggszeit fo - 90) beschreibt die Zeit, die

bendtigt wurde um von 10 % bis auf 90 % vggku gelangen.
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3.6.4 Statistik

Die Ergebnisse wurden als Originalwerte oder alsttditiert + Standardfehler des
Mittelwertes (SEM,standard error of the meardargestellt. Fur die graphische Darstellung
der Deaktivierung und der Erholung aus der Ina&tiung wurden die Mittelwerte als Kreise,
die Standardfehler als Fehlerbalken gezeigt. Werdig® Ergebnisse in Form von
Saulendiagrammen dargestellt, so zeigt die Hohe $SE&wle den Mittelwert an, der
Fehlerbalken zeigt den Standardfehler. Die Sigarfik wurde mit einen t-Test nach Student
geprift. Der t-Test wurde mit Excel (Office 2000ickbsoft) durchgefihrt.

Fur die Berechnung des Standardfehlerg @&r n-fachen Anderung (C) eines Wertes im
Vergleich zum Messwert fur die Kontrolle wird eilieeare und unabhéngige Fortpflanzung
des Fehlers angenommen (Bevington, 1992). Fur éateFeiner MessgrofRe £ die aus

dem Quotienten A/B der GroRen#AS, und B+ Sg berechnet wird, gilt:

so (3 (5)

4 Chemikalien und Gebrauchsmaterialien

Alle Chemikalien und Losungen von den Firmen Gilarlsruhe), Invitrogen (Karlsruhe),
Sigma (Schnelldorf) oder AstraZeneca (Sddertalghw®den) in p.A. oder Reinstqualitat
bezogen. Verbrauchsmaterialien und Reaktionsgef@eden von den Firmen Braun

(Kronberg), Nunc (Wiesbaden) oder Sarstedt bestellt

30



Ergebnisse

Ergebnisse

1 Effekt von DPP6 auf das Schaltverhalten von Wildtyp
und HA-Epitop-markierten Kv4.2-Kanalen

Eine Besonderheit der Kv4.2-Strome ist ihre komelinaktivierungskinetik. Diese lasst sich
am besten mit der Summe aus drei Exponentialfun&tideschreiben (Jerng & Covarrubias,
1997; Bahringet al, 2001a). Fir den Wildtyp Kv4.2-Kanal (Kv4.2wt) tdibei bekannt, dass

eine schnelle Komponente, = 14 £ 1 ms, fir 68 £ 3 % (n = 8), eine mittlétemponente,

T, = 54 + 4 ms, fur 25 £ 3 % und eine langsame Korept#y13 = 682 £ 97 ms, fir 7 £ 3 %

des gesamten Stromabfalls verantwortlich ist (Ahing 8).

Die Beschleunigung der Inaktivierung ist ein bekanikffekt von DPP6 auf Kv4.2 (Nadat
al., 2003; Jernget al, 2004b). Zunéachst sollte dieser Effekt von DPPika.2 in transient
transfizierten HEK293-Zellen bestatigt werden. baten fir Kv4.2 allein und nach
Koexpression mit DPP6 wurden gegenibergestellt diedUnterschiede auf Signifikanz

gepruft.

1.1  Effekt von DPP6 auf das Kv4.2-Inaktivierungsverhalt enin
HEK293-Zellen

1.1.1 Onset der Inaktivierung

Die Inaktivierung wurde mit einem Rechteckpulspkaib (siehe Methoden, Abbildung 7 A)
untersucht. Das Protokoll besteht aus einem 20Ganggen Vorpuls auf -100 mV und einem
anschlieRenden Testpuls auf +40 mV mit einer Daoer 3000 ms. Die Zeitkonstanten der

Inaktivierung wurden durch Angleichung einer drefifaxponentiellen Funktion ermittelt.
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wt
50 ms
/ "
" wt+ DPP6-S (1:40)
+40 mV
-100 mV
wt + DPPB-S (1:40)
W oo (9)
B «+DPP6-S (1:40) (5)
1.0
1000, 0.8
1s & E ]
L £2 o0 5 09
-~ TS £ ©
— =2 1 2
X g ] = = 04
+40 mV =5 (@)
] 0.2
-100 mV — 1- 0.0-
T Tz Tz wit

Abbildung 8. Inaktivierungsverhalten von Kv4.2wt + DPP6-S

A. Normierte Stromkurven bei einem Puls von =100 mV auf +40 mV von Kv4.2wt ohne bzw. mit zwei
verschiedenen cDNA-Verhéltnissen von DPP6-S zu Kv4.2. bei Transfektion in HEK293-Zellen. B.
Normierte Stromkurven (siehe A) bei starkerer VergroRerung. Die vertikale, gestrichelte Linie markiert
den Zeitpunkt 20 ms nach Beginn des Pulses. Hier wurde der Grad der Inaktivierung (lI20/lmax)
bestimmt. C. Zeitkonstanten ermittelt mit einer 3-fach-exponentiellen Beschreibung der
Inaktivierungskinetik von Kv4.2-Stromen wahrend einer Depolarisierung nach +40 mV. Dargestellt
sind die Mittelwerte der schnellen (t;), mittleren (1) und langsamen (t3) Komponente mit ihren
Standardfehlern auf einer logarithmischen Skala. D. Inaktivierung nach 20 ms (vertikale gestrichelte
Linie in den Stromkurven von B). B Kv4.2wt ohne DPP6-S (n = 4) und B Kv4.2wt + DPP6-S im
Verhaltnis 1:40 (n = 5). * 0,01< p < 0,05; ** p < 0,01 verglichen mit Kanal ohne DPP6-S.
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Kotransfektion von DPP6 (im cDNA-Verhaltnis 1:40pab eine schnelle Zeitkonstartte=

7 1 ms (75 £ 4 %), eine mittlere Zeitkonstante= 26 £ 2 ms und eine langsame
Zeitkonstantas = 933 + 35 ms (4 £ 1 %). Folglich wurden durch Kpeession von DPP6 die
ersten beiden Zeitkonstanten signifikant verkldirfpr= 0,011 firt; und p = 0,016 firy).
Die langsame Zeitkonstante wurde nicht verandemr Pelative Anteil der einzelnen
Stromkomponenten wurde durch DPP6 nicht beeinfli3st Grad der Inaktivierung nach 20
ms betrug fur Kv4.2wt allein 0,61 + 0,05 (n = 8)dumach DPP6-Koexpression 0,21 + 0,05 (n
=4).

Um in weiteren Experimenten die Bindung von DPP@ #v4.2 untersuchen zu kdnnen,
wurde der Kanal mit einem Hamaglutinin-Epitop marki Daher wurden die
Kontrollexperimente auch mit einem Kv4.2wt-HA-Karduirchgefuhrt. Auch Kv4.2wt-HA
war in der Lage funktionell mit DPP6 zu interagrer&dm zu Uberprifen, ob der DPP6-Effekt
abhangig ist von der eingesetzten cDNA-Konzentnatiaurde cDNA in zwei verschiedenen
Verhaltnissen voru- zu B-Untereinheit verwendet. Die Analyse des HA-Epitoprkierten
Kanals lieferte ahnliche Ergebnisse, wie die Analgies Kanals ohne HA-Epitop. Die ersten
beiden Zeitkonstanten von Kv4.2wt-HA = 172 ms (70 £5 %), =78 £ 12 ms (22 + 3
%), 13 = 1371 £ 333 ms (8 = 2 %; n = 12) wurden durch ¥wession von DPP6 signifikant
(p = 0,0002 furr; und p = 0,007 fur,) verkleinert. Der Effekt von DPP6 war unabh&ngig von
der eingesetzten Konzentration. Kotransfektion DiNA-Verhéltnis 1:5 ergabt; =6 £1 ms
(76 £ 2 %), 1, = 28 £ 3 ms undiz = 1168 + 108 ms (4 + 1 %; n = 6). Fur DPP6-
Kotransfektion im cDNA-Verhaltnis 1:40 ergaben sétinliche Wertet; =8 £ 1 ms (57 £ 11
%), 1, =357 ms (34 £ 10 %) umd = 1052 £ 138 ms (9 + 2 %; n = 6)¢/lmax betrug fur
Kv4.2-HA 0,61 + 0,05 (n = 12) und wurde durch DP®&kleinert (Kotransfektion im
cDNA-Verhaltnis 1:5 0,21 + 0,05, n = 6; p = 0,0@08ach DPP6-Kotransfektion im cDNA-
Verhaltnis 1:40 0,25 £+ 0,03, n = 6; p = 0,0000Die Ergebnisse zeigen, dass DPP6 die
Inaktivierung sowohl der Kv4.2wt- als auch der Kwft-HA Auswartsstrome deutlich
beschleunigt. Dieses ist bereits in den dargestellStromspuren erkennbar. Die
Beschleunigung spiegelt sich in den ersten beidgtk@hstantentg undt,) und im Grad der

Inaktivierung, gemessen nach 20 ms, widgf1{l.) (Abbildungen 8, 9 und 20).
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Abbildung 9. Inaktivierungsverhalten von Kv4.2wt-HA + DPP6-S

A. Normierte Stromkurven bei einem Puls von —100 mV auf +40 mV von Kv4.2wt-HA ohne bzw. mit
zwei verschiedenen Konzentrationen von DPP6-S in HEK293-Zellen. B. Normierte Stromkurven
(siehe A) bei starkerer VergroRerung. Die vertikale, gestrichelte Linie markiert den Zeitpunkt 20 ms
nach Beginn des Pulses. Hier wurde der Grad der Inaktivierung (lxo/lmax) bestimmt. C Zeitkonstanten
ermittelt mit einer 3-fach-exponentiellen Beschreibung der Inaktivierungskinetik von Kv4.2-Stromen
wahrend einer Depolarisierung nach +40 mV. Dargestellt sind die Mittelwerte der schnellen (t4),
mittleren (1,) und langsamen (13) Komponente mit ihren Standardfehlern auf einer logarithmischen
Skala. D. Inaktivierung nach 20 ms (vertikale gestrichelte Linie in den Stromkurven von B. B Kv4.2wt-
HA ohne DPP6-S (n = 12), B Kv4.2wt-HA + DPP6-S im Verhéltnis 1:5 (n = 6) und B Kv4.2wt-HA +
DPP6-S im Verhaltnis 1:40 (n = 6). * 0,01< p < 0,05; ** p < 0,01 verglichen mit Kanal ohne DPP6-S
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Abbildung 10. Erholung von der Inaktivierung von Kv 4.2wt £ DPP6-S

A und B. Stromkurven von Kv4.2wt-HA + DPP6-S, die mit dem Protokoll fir die Erholung von der
Inaktivierung, evoziert wurden. Die Zeit zwischen zwei Depolarisationen (At) verdoppelte sich mit
jedem neuen Puls. C. Semi-logarithmische Darstellung der Erholung von der Inaktivierung bei —=80 mV
(trec). Die durchgezogene Linie stellt eine mono-exponentielle Funktion zur Annaherung dieser Kinetik
dar. @ Kv4.2wt ohne DPP6-S (n = 4) und @ Kv4.2wt-HA und DPP6-S (1:40) (n = 5). * 0,01< p < 0,05;
** p < 0,01 verglichen mit Kv4.2wt

1.1.2 Erholung von der Inaktivierung

Abbildung 10 zeigt die Stromantwort von Kv4.2wt adés RecoveryProtokoll (siehe

Methoden; Abbildung 10). Die auf den Maximalwertrmalisierte Stromamplitude der
zweiten Depolarisation wurde gegen die Zeit aufggn. Mit zunehmender Dauer der
Repolarisation zwischen den zwei depolarisierenBalsen wurde die Amplitude gréi3er.

Diese Beziehung wurde mit einer monoexponentidhanktion beschrieben.
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Abbildung 11. Erholung von der Inaktivierung von Kv 4.2wt-HA + DPP6-S

A und B. Stromkurven von Kv4.2wt-HA + DPP6-S, die mit dem Protokoll fur die Erholung von der
Inaktivierung, evoziert wurden. Die Zeit zwischen zwei Depolarisationen (At) verdoppelte sich mit
jedem neuen Puls. C. Semi-logarithmische Darstellung der Erholung von der Inaktivierung bei —-80 mV
(trec)- Die durchgezogene Linie stellt eine mono-exponentielle Funktion zur Annéherung dieser Kinetik
dar. @ Kv4.2wt-HA ohne DPP6-S (n = 10), ® Kv4.2wt-HA und DPP6-S (1:5) (n = 5) und @ Kv4.2wt-HA
und DPP6-S (1:40) (n = 6). * 0,01< p < 0,05; ** p < 0,01 verglichen mit Kv4.2wt-HA.

Dies ergab fur Kv4.2wt ohne DPRgG: = 290 = 43 ms (n = 3) und nach DPP6-Kotransfektion
im cDNA-Verhaltnis 1:40. = 91 + 8 ms (n = 4). Die Erholung von der Inaléiving wurde
also fur Kv4.2wt durch DPP6 etwa zweifach beschlgun
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Abbildung 12. Aktivierungskinetik von Kv4.2wt + DPP6-S und Kv4.2wt-HA £ DPP6-S

A und C. Normierte Stromkurven von Kv4.2wt + DPP6-S (A) und Kv4.2wt-HA + DPP6-S (C). Die
horizontalen, gestrichelten Linien markieren 10 und 90 % der Amplitude. B und D. Mittelwerte und
Standardfehler der Anstiegszeit von 10 % auf 90 % der Kv4.2-Peakamplitude bestimmt fir B. B
Kv4.2wt ohne DPP6-S (n = 4) und m Kv4.2wt + DPP6-S im Verhdltnis 1:40 (n = 5) und D. B Kv4.2wt-
HA ohne DPP6-S (n = 12), m Kv4.2wt-HA + DPP6-S im Verhéltnis 1:5 (n = 6) und m Kv4.2wt-HA +
DPP6-S im Verhaltnis 1:40 (n = 6). * 0,01< p < 0,05; ** p < 0,01 verglichen mit Kanal ohne DPP6-S.

Fur Kv4.2wt-HA allein ergab die Zeitkonstantg,. = 436 = 75 ms (n = 10), nach
Kotransfektion im cDNA-Verhaltnis 1:5..= 113 + 11 ms (n = 5) und im cDNA-Verhaltnis
1:40 Trec =110 £ 11 ms (n = 6; Abbildung 11). Somit war Kir4.2wt-HA die Erholung von

der Inaktivierung in Gegenwart von DPP6 sogar aetfbeschleunigidbbildung 20).

1.2  Effekt von DPP6 auf die Kv4.2-Aktivierungskinetik

Als Mal3 fur die Geschwindigkeit der Aktivierung wier die Zeit bestimmt, die in der
initialen Phase der Stromantwort wahrend des Rekptgses benotigt wurde um von 10 bis
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zu 90 % der maximalen Amplitude zu gelangen (Agsteit f10-90). Sie betrug fur Kv4.2wt
19 + 0,1 ms (n = 5). Die Koexpression von DPP6rtRilzu einer Beschleunigung der
Aktivierungskinetik, sodassié-o0) 0,9 + 0,1 ms betrug (n = 4). Digoteg) des HA-Epitop-
markierten Kanals Kv4.2wt-HA betrug 3,3 + 0,3 ms<r12). Die Aktivierungskinetik war
also langsamer als beim Kanal ohne HA-Epitop (p,320 Fur den HA-Epitop-markierten
Kanal verursachte DPP6 ebenfalls eine Beschleugiguer Aktivierungskinetik.
Kotransfektion im cDNA-Verhaltnis 1:5 ergab 1,00 ms (n = 6) und Kotransfektion im
cDNA-Verhéltnis 1:40 ergab 0,9 £ 0,1 ms (n = 6). HBPbewirkte also eine 2-3-fache
Beschleunigung der Aktivierung (Abbildung 12 und.20

2 Mutationsanalyse der funktionellen Interaktion
zwischen Kv4.2 und DPP6

Unter den bisher bekannten Dipeptidyl-Aminopeptetadesitzt das DPP10 eine hohe
Sequenzidentitat mit DPP6 (Jeregal, 2004b). Es ist bekannt, dass die Effekte von TIPP
auf Kv4.2 und Kv4.3 denen von DPP6 ahneln (Jexhgl, 2004b; Reret al, 2005). Die
Auswirkungen verschiedener Punktmutationen auf Idieraktion zwischen DPP10 und
Kv4.3 wurden bereits untersucht (Rext al, 2005). Ren et al. konnten zeigen, dass
Mutationen im Bereich des S2-Segmentes des Kv4r&lsazu einer Bindungsdefizienz fur
DPP10 fuihren. Um die Interaktion zwischen DPP6 Kiad.2 zu untersuchen, wurden in der
vorliegenden Arbeit Punktmutanten homologer Aminwea des Kv4.2 Kanals eingesetzt.
Diese Mutanten (Kv4.2A235V-HA, Kv4.21239W-HA) wundeallein und mit DPP6 in
HEK239-Zellen exprimiert und die resultierenden 68te gemessen. Auch bei der
Untersuchung der Mutanten wurde cDNA in zwei veisdbnen Verhaltnissen vanzu p-
Untereinheiten verwendet. Die folgenden Abbildungegigen die Inaktivierungs- und
Aktivierungskinetiken dieser Mutanten sowie derendJlation durch DPP6 (Abbildungen
13-19).
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2.1 Auswirkung von S2-Mutationen auf die Inaktivierung

2.1.1 Onset der Inaktivierung

Die Punktmutation A235V hatte keine Auswirkung alié funktionelle Expression des
Kanalproteins. Kv4.2A235V-HA zeigte typische A-T@trdme mitt; = 19 £ 2 msg, = 90
13 ms undtz = 1217 = 341 ms (n = 3)adlmax betrug 0,70 £ 0,02 (n = 3). Diese Werte
unterschieden sich nicht signifikant von Kv4.2wt-HA = 0,08). Die Kotransfektion von
Kv4.2A235V-HA mit DPP6 zeigte eine Beschleunigungr dnaktivierung sowohl im
Verhaltnis 1:5 (3,6-fach, n = 6, p = 0,00001) alstaim Verhéltnis 1:40 (3,4-fach, n = 20, p
= 0,0000; Tabelle 1).

Auch die Transfektion der Mutante 1239W fihrte Ztixpression funktioneller Kanéle.
Allerdings hatte sie im Gegensatz zur Mutation A23%ne signifikante Beschleunigung der
Kv4.2-Inaktivierung zur Folge (firdlmax p = 0,01). Die Zeitkonstante der Inaktivierung
betrug bei Kv4.21239W allein; = 13 + 0,2 ms (n = 7) und bei DPP6 Kotransfektion
cDNA-Verhéltnis 1:5t; = 7 £ 2 (n = 7). Die Inaktivierung war daher im rgkeich zur
Mutante allein zweifach (p = 0,002) beschleunigblfddungen 14 und 20). odflmax Wurde
durch DPP6 etwa halbiert (Kv4.21239W-HA: 0,44 +®iihd Kv4.21239W-HA + DPP6 0,23
+ 0,05, p = 0,002). Also interagierten beide Mugéaninit DPP6.

2.1.2 Erholung von der Inaktivierung

Als nachstes wurde die Erholung von der Inaktivigrdiir beide Mutanten untersucht. Die
gemessenen Zeitkonstante betrug fur Kv4.2A235V-Héira 1. = 497 £ 45 ms (n = 10). Im
Vergleich zu Kv4.2-HA war die Erholung von der Itiglerung also unveréandert (p = 0,6).
Kotransfektion von Kv4.2A235V-HA und DPP6 im cDNAeYhaltnis 1:5 ergabe. = 137 +
11 ms (n = 4) und Kotransfektion im cDNA-VerhaltdiglO ergalrec = 128 + 11 ms (n = 5).
Folglich wurde die Erholung von der Inaktivierungnv Kv4.2A235V-HA durch DPP6-
Koexpression etwa 3,5-fach beschleunigt (Abbildung® und 20).
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Abbildung 13. Inaktivierungsverhalten von Kv4.2A235  V-HA + DPP6-S

A und B. Inaktivierungskinetik des A-Typ-Stroms von Kv4.2A235V-HA. Die vertikale, gestrichelte Linie
in B markiert den Zeitpunkt 20 ms nach Beginn des Pulses. C. Zeitkonstanten der Inaktivierung von
Kv4.2-Stromen wahrend einer Depolarisierung nach +40 mV. Dargestellt sind die Mittelwerte der
schnellen (t1), mittleren (1) und langsamen (135) Komponente mit ihren Standardfehlern auf einer
logarithmischen Skala. D. Inaktivierung nach 20 ms (vertikale gestrichelte Linie in den Stromkurven
von B. B Kv4.2A235V-HA ohne DPP6-S (n = 10), B Kv4.2A235V-HA und DPP6-S (1:5) (n = 6) und m
Kv4.2A235V-HA und DPP6-S (1:40) (n = 20). * 0,01 < p < 0,05; ** p < 0,01 verglichen mit Kanal ohne
DPP6-S.

Die Zeitkonstante der Erholung von der Inaktivigguretrug bei der Mutante Kv4.21235W-
HA Trec = 252 £ 52 ms (n = 5). Wahrend die Mutante Kv4.282-HA sich nicht in der
Kinetik der Erholung von der Inaktivierung von dé&w4.2wt-HA-Kanal unterschied, war bei
Kv4.21239W-HA die Erholung beschleunigt. Diese Bd#saonigung war jedoch nicht
signifikant (p = 0,06).
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Abbildung 14. Inaktivierungsverhalten von Kv4.21239 ~ W-HA + DPP6-S

A und B. Inaktivierungskinetik des A-Typ-Stroms von Kv4.21239W-HA. Die vertikale, gestrichelte Linie
in B markiert den Zeitpunkt 20 ms nach Beginn des Pulses. C. Zeitkonstanten der Inaktivierung
ermittelt mit einer 3-fach-exponentiellen Beschreibung der Inaktivierunskinetik von Kv4.2-Strémen
wahrend einer Depolarisierung nach +40 mV. Dargestellt sind die Mittelwerte der schnellen (t4),
mittleren (1,) und langsamen (13) Komponente mit ihren Standardfehlern auf einer logarithmischen
Skala. D. Inaktivierung nach 20 ms (vertikale gestrichelte Linie in den Stromkurven von B. B
Kv4.21239W-HA ohne DPP6-S (n = 7), B Kv4.21239W-HA und DPP6-S (1:5) (n = 7)).* 0,01 < p < 0,05;
** p < 0,01 verglichen mit Kanal ohne DPP6-S.

Da der DPP6-Effekt auf Kv4.2A235V-HA unabhangig vooDNA- Verhdltnis der
Kotransfiziertena-Untereinheit zu-Untereinheit war, wurde fur die Mutante Kv4.21239W
HA nur die Kotransfektion im cDNA-Verhaltnis 1:5 temsucht. Diese ergab eine
Zeitkonstante vore. = 87 £ 6 ms (n = 10). Also war die Erholung vom teaktivierung in
Gegenwart von DPP6 dreifach beschleunigt (Abbild2@g
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Abbildung 15. Erholung von der Inaktivierung von Kv 4.2A235V-HA £ DPP6 und Kv4.21239W
DPP6

A und B. Erholung von der Inaktivierung von Kv4.2A235V-HA + DPP6 (A) und Kv4.21239W-HA +
DPP6. C und D. Semi-logarithmische Darstellung der Erholung von der Inaktivierung bei =80 mV (Tyec).
Die durchgezogenen Linie stellt eine mono-exponentielle Funktion zur Anndherung dieser Kinetik dar.
Fir @ Kv4.2A235V-HA ohne DPP6 (n = 10), ® Kv4.2A235V-HA und DPP6 (1:5) (n = 4) und e
Kv4.2A235V-HA und DPP6 (1:40) (n = 15). Fir e Kv4.21239W-HA ohne DPP6 (n = 5), @
Kv4.2AI1239W-HA und DPP6 (1:5) (n = 5).
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Abbildung 16. Aktivierungskinetik von Kv4.2A235V-HA + DPP6 und Kv4.21239W-HA + DPP6

A und C. Normierte Stromkurven von Kv4.2A235V-HA + DPP6 (A) und Kv4.21239W-HA = DPP6
Kv4.2wt-HA + DPP6 (C). Die horizontalen, gestrichelten Linien markieren 10 und 90 % der Amplitude.
B und D. Mittelwerte und Standardfehler der Anstiegszeit von 10 % auf 90 % der Kv4.2-
Peakamplitude bestimmt fir Kanal ohne DPP6 (m), mit DPP6 im Verhdltnis 1:5 (H) und mit DPP6 im
Verhaltnis 1:40 (m).* 0,01 < p < 0,05; ** p < 0,01 verglichen mit Kanal ohne DPP6.

2.2 Auswirkung von S2-Mutationen auf die Aktivierungski netik

Analog zum Kv4.2wt-HA-Kanal wurde die Anstiegszais Mal? fir die Aktivierung bei den
Mutanten untersucht. Bei Kv4.2A235V-HAqfto) = 3,4 £ 0,2 ms, n = 10) fuhrte DPP6 zu
einer zweifachen Beschleunigung der Aktivierungstk bei Kotransfektion im Verhaltnis
1:5 (f10900= 1,7 £ 0,2 ms, n = 10, p = 0,0002) und zu eiteaareifachen Beschleunigung
bei Kotransfektion im Verhaltnis 1:40¢¢90) = 3,4 + 0,2 ms, n = 10, p = 0,0000). Im
Vergleich zu Kv4.2wt-HA wurde durch die Mutation 32V die Aktivierungskinetik nicht
verandert (p = 0,68).
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Im Gegensatz zu Kv4.2A235V-HA fiihrte bei der MutaKiv4.21239W-HA (Anstiegszeib.
so%) = 2,2 £ 0,2 ms, n = 7) die Mutation bereits zueeiNerklirzung der Anstiegszeit (p =
0,036). Koexpression mit DPP6 (1:5) fuhrte zu eimeiteren Reduzierungig.oo)= 1,7 + 0,2
ms, n = 10). Bei beiden Mutanten wurde also die tidgszeit durch DPP6 verkirzt
(Abbildung 20).

2.3 Auswirkung der HA-Epitop-Markierung auf die untersu chten

Parameter

Um zu Uberprifen, ob die Hamaglutinin-Epitop-Markiegy einen Einfluss auf die Kinetik
und auf die Modulation des Kv4.2-Kanals durch DPR§ wurde die Kv4.2A235V-Mutante
auch ohne HA-Epitop gemessen und sowohl mit dem.20235V-HA Kanal als auch mit

dem Kv4.2wt-Kanal verglichen. Auf den folgenden ABbngen sind die Stromspuren und
Messdaten fur die Inaktivierungs- und Aktivieruniggitiken der Mutante Kv4.2A235V

dargestellt. Zum Vergleich werden die Ergebnisse Mitante Kv4.2A235V-HA, des

Kv4.2wt und des Kv4.2wt-HA-Kanals noch einmal getei

2.3.1 Inaktivierungskinetik

Abbildung 17 zeigt die Inaktivierungskinetik der Mate Kv4.2A235V. Die Zeitkonstanten
warent; = 90 ms (63 £9 %)X, = 37 £2 ms (29 + 6 %) und eine langsame Komptaen
T3 = 890 £ 59 ms (8 = 3 %, n = 3). Die Inaktivierukigetik der Mutante Kv4.2A235V im
Vergleich zur Mutante mit HA-Epitop war also besaiigt. bo/lmax von Kv4.2A235V betrug
0,37 £ 0,05 (n = 3) und war damit nur halb so gno8 l,¢/Imax der HA-Epitop-markierten
Mutante. Im Vergleich zu Kv4.2wt war die Inaktivigrgskinetik nicht signifikant verandert
(fur l2o/lmaxp = 0,34).

DPP6 zeigte auf Kv4.2A235V einen ahnlichen Effekt awuf Kv4.2wt. Die Zeitkonstantg
betrug bei Kotransfektion im cDNA-Verhéltnis 115 =6 + 1 (n = 3) und bei Kotransfektion
im cDNA-Verhaltnis 1:201; =8 £ 1 (n = 3). do/Imax betrug 0,18 + 0,03 (1:5) und 0,23 + 0,01
(1:40). Folglich wurde die Zeitkonstante zweifach und J/lmnaxetwa 1,5-fach verkleinert.
Dieser Effekt von DPP6 auf Kv4.2A235V war wenigéark ausgepragt als der Effekt auf
Kv4.2A235V-HA und Kv4.2wt-HA (Abbildungen 17 und 20
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Abbildung 17. Inaktivierungskinetik (I
und ohne HA-Epitop im Vergleich

A und D. Normierte Stromkurven von Kv4.2A235V + DPP6 (A) und Kv4.2wt + DPP6 (D). B, C, E und
F. Inaktivierung nach 20 ms (vertikale gestrichelte Linie in den Stromkurven von A und D) ohne DPP6
(m), mit DPP6 im Verhaltnis 1:5 (m) und mit DPP6 im Verhaltnis 1:40 bzw. 1:20 bei Kv4.2A235V (m).
Zum Vergleich: Inaktivierung nach 20 ms von Kv4.2A235V + DPP6 (C), Kv4.2wt + DPP6 (E) und
Kv4.2wt-HA + DPP6 (F). Abbildungen C-F wurden bereits gezeigt. * 0,01 < p < 0,05; ** p < 0,01
verglichen mit Kanal ohne DPP6.

20/Imax) VON Kv4.2A235V 1 DPP6 und Kv4.2wt + DPP6 mit

Abbildung 18 zeigt die Erholung von der Inaktivieguder Mutante Kv4.2A235V und des
Kv4.2wt-Kanals jeweils ohne und mit HA-Epitop-Magkiing. Im Vergleich zur Mutante
Kv4.2A235V mit HA (gestrichelte Linien in Abbildund8 B) war die Zeitkonstante fur
Kv4.2A235V (Trec = 223 + 34 ms, n = 3) signifikant kleiner (p = 07). Die Erholung von der
Inaktivierung war in Gegenwart von DPP6 sowohl #er Mutante Kv4.2A235V als auch
Kv4.2wt-Kanal ohne HA-Epitop nur etwa zweifach ddeanigt (Tabelle 2). Der Effekt von
DPP6 auf die Kanale ohne HA-Epitop war also wenig&rk ausgepragt als auf die
markierten Kanale (Abbildungen 18 und 20).
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Abbildung 18. Erholung von der Inaktivierung von Kv

und ohne HA-Epitop im Vergleich
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4.2A235V + DPP6 und Kv4.2wt + DPP6 mit

A. Stromkurven der Erholung von der Inaktivierung von Kv4.2A235V + DPP6. B und C. Semi-
logarithmische Darstellung der Erholung von der Inaktivierung von Kv4.2A235V + DPP6 und Kv4.2wt
+ DPP6 bei —-80 mV (1,). Die durchgezogene Linie stellt eine mono-exponentielle Funktion zur
Annédherung dieser Kinetik dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Vergleichsdaten des Kanals mit
HA. B. ® Kv4.2A235V ohne DPP6 (n = 3), ® Kv4.2A235V und DPP6 (1:5) (n = 3) und @ Kv4.2A235V
und DPP6 (1:40) (n = 3). * Die in Abbildung C zusammengefassten Ergebnisse wurden bereits

gezeigt.
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2.3.2 Aktivierungskinetik

Die Anstiegszeibetrug fur Kv4.2A235V 1,7 £ 0,2 ms (n = 5) und vedwa halb so grol3 wie
bei Kv4.2A235-HA (p = 0,0006). Durch Koexpressioiit BPP6 wurde sie weiter verkirzt
(cDNA-Verhéltnis 1:5: 0,8 + 0,1 ms, n = 3, p =@) cDNA-Verhaltnis 1:20: 0,7 £ 0,1 ms, n
= 3, p = 0,006). Diese Ergebnisse sind vergleichhdrdenen des Kv4.2wt-Kanals. Die
Aktivierungskinetik sowohl der Mutante Kv4.2A235Vsaauch des Kv4.2wt-Kanals war
schneller als bei Mutante und Kv4.2wt mit HA-Epitdpurch Koexpression von DPP6-S
wurde sie in beiden Fallen zuséatzlich beschleu@igbildung 19).
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Abbildung 19. Aktivierungskinetik von Kv4.2A235V + DPP6-S und Kv4.2wt + DPP6-S ohne und
mit HA-Epitop im Vergleich

A und D. Normierte Stromkurven von Kv4.2A235V + DPP6-S (A) und Kv4.2wt + DPP6-S (D). Die
horizontalen, gestrichelten Linien markieren 10 und 90 % der Amplitude. B, C, E und F. Mittelwerte
und Standardfehler der Anstiegszeit von 10 % auf 90 % der Kv4.2-Peakamplitude bestimmt fiir Kanal
ohne DPP6-S (H) mit DPP6-S im Verhéltnis 1:5 () und mit DPP6-S im Verhaltnis 1:40 bzw. 1:20 bei
Kv4.2A235V (m). Abbildungen B — F wurden bereits gezeigt.* 0,01 < p < 0,05; ** p < 0,01 verglichen
mit Kanal ohne DPP6-S.
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onellen Parameter von Kv4.2wt und

Abbildung 20. DPP6 induzierte Modulation der funkti

Mutanten

Die Werte fur A. Zeitkonstante 11 der Inaktivierung, B. Grad der Inaktivierung nach 20 ms, C.

Erholung von der Inaktivierung und D. Aktivierung sind jeweils normiert auf Kv4.2wt-Kanal bzw.
Mutante ohne DPP6. Die gestrichelten Linien markieren einen Wert von eins als keine Verénderung

des Parameters sowie die DPP6 Modulation bei Kv4.2wt.
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3 Eigenschaften des terndren Komplexes
Kv4.2/DPP6/KChIP2.1

Kv4-Kanéle bilden das molekulare Korrelat der sdlene Komponente eines transienten
Auswartsstroms (J) in Kardiomyozyten und des somatodendritischen ys-$troms ($4) in
Neuronen. Neben den DPPs (DPP6 und DPP10) spigtersatjenannten KChIPs (K-
Channel-interacting proteins) eine wichtige Rollei lder Modulation der funktionellen
Eigenschaften der Kv4-Strome (Aat al, 2000; Bahringet al, 2001b). In der vorliegenden
Arbeit wurden die Eigenschaften des ternaren Korgddestehend aus Kv4.2wt-HA, DPP6
und KChIP2.1. untersucht. Dabei wurde insbesonderd-rage gestellt, ob die Effekte von
DPP6 und KChIP2 additiv sind. Dies ware ein Hinwaig verschiedene Mechanismen der

Kanalmodulation.

3.1 Inaktivierungskinetik des ternaren Komplexes

Wahrend DPP6 die Inaktivierung beschleunigt, istKiChlPs bekannt, dass sie die initiale
Inaktivierung verlangsamen. FiUr den ternédren Kompi®4.2-HA+DPP6+KChIP2.1 war
eine schnelle Komponenta; = 18 + 1 ms, fur 89 = 5 % des gesamten Abfalls
verantwortlich. Eine mittlere Komponente,= 61 + 9 ms, zeigte sich fir 9 £ 4 % und eine
langsame Komponente; = 1052 + 138 ms, fur 9 £ 2 % des gesamten Abfadtantwortlich

(n = 5). Der Grad der Inaktivierung nach 20 msume©,48 + 0,05 (n = 5). Im Vergleich zur
Koexpression von Kv4.2-HA+DPP6-S was/Imax Signifikant vergrofZert (p = 0,0003) und im
Vergleich zum Kv4.2-HA-Kanal allein leicht verklart. Diese Veranderung war aber nicht
signifikant (p = 0,06). Die Ergebnisse zeigen, das$&egenwart von KChIP2 die DPP6-
induzierte Beschleunigung der Inaktivierung zuml Beifgehoben wird. Im Vergleich zum
Kv4.2wt-HA-Kanal alleine ohne Koexpression einezedgsorischen Untereinheit war kein
signifikanter Effekt sichtbar (Abbildung 21). DieBaten lassen vermuten, dass die Effekte
von KChIP2.1 und DPP6 additiv sind.
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Abbildung 21. Inaktivierung von Kv4.2wt-HA £ DPP6 £ KChip2.1

A und C. Normierte Stromkurven bei einem Puls von —100 mV auf +40 mV von Kv4.2wt-HA + DPP6-S
+ KChip2.1 in HEK239-Zellen. B. Zeitkonstanten ermittelt mit einer 3-fach-exponentiellen
Beschreibung der Inaktivierungskinetik von Kv4.2-Strémen wahrend einer Depolarisierung nach +40
mV. Dargestellt sind die Mittelwerte der schnellen (t,), mittleren (1,) und langsamen (13) Komponente
mit ihren Standardfehlern auf einer logarithmischen Skala. C. Normierte Stromkurven (siehe A) bei
starker VergréRerung. Die vertikale, gestrichelte Linie markiert den Zeitpunkt 20 ms nach Beginn des
Pulses. Hier wurde der Grad der Inaktivierung (loo/lmax) bestimmt. D. Inaktivierung nach 20 ms
(vertikale gestrichelte Linie in der Stromkurve von C) von B Kv4.2wt-HA ohne DPP6 (n = 12), m
Kv4.2wt-HA und DPP6 (1:5) und = Kv4.2wt-HA + DPP6 (1:5) + KChip2.1(1:20). * 0,01 < p < 0,05; ** p
<0,01.

Ein additiver Effekt der beiden akzessorischen titdeiten zeigte sich auch in der

Erholung von der Inaktivierung. Bekannt ist, dassseé sowohl durch DPP6 als auch durch

KChIP2 beschleunigt wird. Fur den ternaren Komplgx: = 14 + 1 ms, n = 10; Abbildung
22) war die Erholung aus der Inaktivierung sowahl Vergleich zum Kv4.2wt-HA (p =
0,0005) als auch im Vergleich zur Koexpression ¥od.2wt-HA und DPP6 (p = 0,0001)

deutlich beschleunigt.
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Abbildung 22. Erholung von der Inaktivierung von Kv 4.2wt-HA + DPP6-S £ KChip2.1

A. Stromkurven von Kv4.2wt-HA + DPP6-S + KChlIP2.1, die mit dem Protokoll fur die Erholung von
der Inaktivierung, evoziert wurden. Die Zeit zwischen zwei Depolarisationen (At) verdoppelte sich mit
jedem neuen Puls. B. Semi-logarithmische Darstellung der Erholung von der Inaktivierung bei =80 mV
(trec)- Die durchgezogene Linie stellt eine mono-exponentielle Funktion zur Annéherung dieser Kinetik
dar. © Kv4.2wt-HA + DPP6-S (1:20) + KChip2.1(1:20) (n = 5).

3.2 Aktivierungskinetik des ternaren Komplexes

Auch f10.90)des ternaren Komplexes unterschied sich deutlisloBbvon Kv4.2-HA als auch
von Kv4.2-HA + DPP6. Sie betrug fir Kv4.2-HA + DPR&KChIP2.1 1,5 + 0,2 ms (n = 5)
und war somit im Vergleich zu Kv4.2-HA verkirzt £0,006) und im Vergleich zu Kv4.2-
HA + DPP6 (p = 0,027) verlangert (Abbildung 23).
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wt-HA

(12

5ms
+4T
-100 mV 0.0

Abbildung 23. Aktivierungskinetik von Kv4.2wt-HA + DPP6-S + KChip2.1

A. Normierte Stromkurven von Kv4.2wt-HA + DPP6-S + KChip2.1. Die horizontalen, gestrichelten
Linien markieren 10 und 90 % der Amplitude. B. Mittelwerte und Standardfehler der Anstiegszeit von
10 % auf 90 % der Kv4.2-Peakamplitude bestimmt fir B Kv4.2wt-HA ohne DPP6-S, B Kv4.2wt-HA und
DPP6-S (1:5) und = Kv4.2wt-HA + DPP6-S + KChip2.1 (1:20). * 0,01 < p < 0,05; ** p < 0,01.

Anstiegszeit t{10.90) {ms}
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4 Effekt von DPP6 auf die Kanaldeaktivierung

Um den Effekt von DPP6 auf die Deaktivierungskikddv4.2-Kanal vermittelter Stréme zu
untersuchen, wurde die Zellmembran 4 ms lang awf 4/ depolarisiert. Anschlie3end
wurden bei Testpotentialen zwischen —100 mV und #B0 die Tail-Strome gemessen
(Abbildung 24). Der Kinetik deffail-Strome wurde eine zweifach-exponentiellen Funktion
angeglichen. Um die Messgenauigkeit bei dieser sefnellen Reaktion zu erhéhen, wurde
Rb" in einer Konzentration von 135 mM als Ladungstrdgeder Extrazelluléarlésung und in
einer Konzentration von 125 mM in der Intrazellldgung verwendet. Durch die im
Vergleich zu K langere Aufenthaltsdauer in der Pore verlangsanitd@s SchlieRen der
Kandle (Sala & Matteson, 1991).

Bei einem Testpotential von —80 mV bewirkte die Kgression von Kv4.2 und DPP6 (im
cDNA-Verhaltnis 1:20) keine signifikante Verandegurder Deaktivierungskinetik im
Vergleich zum Kanal ohne DPP6 vog = 3,9 + 1,8 ms aufg, = 3,0 £ 0,2 ms (p = 0,029).
Auch der Anteil der Amplitude der Zeitkonstartgan der Gesamtamplitude wurde nicht

beeinflusst.

Es konnte zuvor gezeigt werden, dass eine Delel@rersten vierzig Aminosauren des N-
terminalen Endes des Kv4.2-Kanals (Kv4B) nicht nur zu einer verlangsamten
Inaktivierungskinetik, sondern auch zu einer vegkamten Deaktivierungskinetik der
Mutante im Vergleich zum Wildtyp fuhrt (Béhrireg al, 2001a).

Maoglicherweise verhindert die Wirkung dieses N-Tews, dass ein Effekt durch DPP6 auf
die Deaktivierungskinetik der durch den Kv4.2-Kamarmittelten Stréme messbar ist. Um
diese Hypothese zu prufen, untersuchten wir dieldulen Kv4.240-Kanal vermittelten
Rb+-Tail-Strome analog zu denen des Wildtyps. Koexpressam Kv4.2040 und DPP6
fuhrte zu einer signifikanten Beschleunigung dealieierungskinetik bei —-80 mV vongy =

9,6 + 1,4 ms (Kv4.840) auft.go= 3,7 + 0,2 ms (Kv4240 + DPP6).
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Abbildung 24. Deaktivierung von Kv4.2wt  + DPP6-S und Kv4.2 A40 + DPP6-S

Exemplarische Darstellung von Tail-Stromen vermittelt durch den Kv4.2- (A) bzw. Kv4.2A40-Kanal (C)
jeweils ohne und mit DPP6-S gemessen in HEK-Zellen bei -80 mV nach einer Depolarisation auf +40
mV for 4 ms. Die Strome wurden auf die negative Peakamplitude normiert und in einer
Extrazellularlésung mit 135 mM Rb+ und einer Intrazellularlésung mit 125 mM Rb+ gemessen. Die zu
jedem Zeitpunkt tber der Zellmembran anliegende Spannung in mV ist unter den Stromspuren
dargestellt. Als gestrichelte Linie ist die Nulllinie der Stromamplitude gekennzeichnet. Mittelwerte und
Standardfehler der Zeitkonstanten der Deaktivierung wurden fur Kv4.2- (B) und Kv4.2A40-vermittelte
Strome (D) bestimmt und gegen das Testpotential aufgetragen (n = 9 bzw. n = 4). Nach einem 4 ms
langem Vorpuls, welcher die Kanéle o6ffnete, wurden als Testpotentiale Werte zwischen —100 und -50
mV verwendet. Die Zeitkonstanten wurden durch eine zweifach-exponentielle Beschreibung der
Deaktivierung bestimmt. E und F: Anteil der Amplitude der Zeitkonstante (t;) an der Gesamtamplitude.
C und E: @ Kv4.2wt ohne DPP6 (n = 4),@ Kv4.2wt + DPP6 (1:20) (n = 9). D und F: @ Kv4.2A40-HA
ohne DPP6 (n = 4) und ® Kv4.2A40-HA + DPP6 (1:20) (n = 9).
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Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DPBbrere Effekte auf das Schaltverhalten
von Kv4.2-Kanalen hat. Die Effekte auf die Aktivieig und die Inaktivierung waren bereits
bekannt und konnten in dieser Arbeit fir einen Hgitgp-markierten Kv4.2-Kanal bestatigt
werden. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dd¥3B6 das Kanalschlie3verhalten
beeinflusst. FUr die Bindung von DPP10 an Kv4.3riken bereits Strukturdeterminanten
charakterisiert werden (Ret al, 2005). Die Untersuchung zweier homologer Punkamign
des S2 Segmentes von Kv4.2 zeigte, dass die Maogatidie Inaktivierungskinetik des Kanals
verandern. Allerdings hatte DPP6 auch auf die Metainen Effekt. Die Charakterisierung
des ternaren Komplexes bestehend aus Kv4.2, DP®&KGhIP2.1 ergab, dass die Effekte
von DPP6 und KChIP2 additiv sind.

1 Effekt von akzessorischen Untereinheiten auf das
Schaltverhalten von Kv4.2-Kanalen

Die kinetischen und molekularen Grundlagen der Kedal-Inaktivierung werden seit
einiger Zeit intensiv untersucht. Kv4-Kanéle bestelaus 4 porenbildenderUntereinheiten

und inaktivieren auf zwei verschiedene Arten: Qr offene Kanal wird durch die N-
terminale Inaktivierungsdoméne verschlossen (DemoYé&llen, 1991) oder (2) der
geschlossene Kanal wird inaktiviert (Jermg al, 1999; Bahringet al, 2001b). Das

Inaktivierungspartikel induziert eine schnelle Itialerung, die unabhangig ist von der
Ladung des Partikels und durch Depolarisierung etv@schleunigt wird (Jerng &
Covarrubias, 1997). Der offen-inaktivierte Zustastlinstabil und daher transient bei Kv4
Kanalen. Wahrend langer Depolarisationen schliel¥¢m-Kandle bevorzugt und

akkumulieren im geschlossen-inaktivierten ZustdBéhfinget al, 2001b).

Kv4 vermittelte Strome haben die Eigenschaft, dasls ihre Inaktivierungskinetik nur mit
einer Summe aus drei Exponentialfunktionen besbarelasst (Bahringt al, 2001a). Auch
bei Koexpression mit DPP6 liel3en sich die ermdtelDaten am besten mit einer Summe aus
drei Exponentialfunktionen beschreiben. Dabei kerddr bereits bekannte DPP6-Effekt, die
Beschleunigung der Inaktivierung (Nadatl al, 2003; Jernget al, 2004b), flur einen HA-

Epitop markierten Kanal bestatigt werden.
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Die Eigenschaften Kv4-vermittelter Strome werdenctuakzessorische Untereinheiten, wie
z.B. KChIPs oder DPPs, beeinflusst. Die verschiededChIPs haben ahnliche Effekte auf
die physiologischen Eigenschaften der Kv4-Kanale.eidl verschieben sie die
Inaktivierungskurve in Richtung Depolarisation, d¢dsunigen die Erholung aus der
Inaktivierung und verlangsamen die initiale Inaldiang (Anet al, 2000). Im Gegensatz zu
KChIPs wird durch DPP6 die Inaktivierung beschlgiinin HEK293-Zellen konnte gezeigt
werden, dass DPP6 in erster Linie die schnelle Kmmpte der Inaktivierung beschleunigt
und dass der relative Anteil der einzelnen Kompterergleich bleibt. Diese Ergebnisse
weichen von den von Jerng publizierten Daten am@Jet al, 2004b). Jerng et al. konnten
zeigen, dass DPP6 nicht die Zeitkonstante beestflimondern dem Anteil der schnellen
Zeitkonstanten mehr Gewicht verleiht (Jerag al, 2004b). Daruber hinaus ergaben die
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit, dass digolEng aus der Inaktivierung durch
DPP6 ebenfalls beschleunigt wird. Dieser Effekt ven besonderer Bedeutung, da die
schnelle Erholung von der Inaktivierung eine cheeaktische Eigenschaft Kv4-vermittelter
A-Typ-Strome ist (Nadakt al, 2006). Nadal et al konnten in Oozyten und CHOlezel
zeigen, dass DPP6 sowohl die Kinetik von Kv4.2aaish die des verwandten Kv4.3 Kanals
in &hnlicher Weise verandert (Nadcklal, 2003).

Die Wirkung von DPP6 auf die Aktivierung, die Inakérung und die Erholung aus der
Inaktivierung wurde bereits von verschiedenen Adgguppen untersucht (Nadat al,
2003). Inwiefern aber beeinflusst DPP6 das Schédfiaiten des Kv4.2-Kanals? Ein
deutlicher Effekt von DPP6 auf die Deaktivierungsitik von Kv4.2, konnte nur gezeigt
werden, wenn die ersten 40 Aminosauren des Kamdferet wurden (Kv4.240). Bereits
frihere Untersuchungen ergaben, dass der N-Termmtg nur bei der Inaktivierung,
sondern auch bei der Deaktivierung des Kv4.2-Kaagle wichtige Rolle spielt (Bahringt
al., 2001a; Gebauest al, 2004). Eine Entfernung der ersten 40 Aminosatiiért zu einer
Stabilisierung des getffneten Zustandes des Kameds in einer Verlangsamung der
Deaktivierungskinetik resultiert. Eine mogliche Erking warum eine Beschleunigung der
Deaktivierungskinetik durch DPP6 nur bei der Delesimutante A40), nicht aber beim
Wildtyp beobachtet werden konnte, besteht in dernahme, dass eine weitere

Beschleunigung der ohnehin schnellen DeaktiviedegyWildtyp-Kanals nicht maglich ist.
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2 Strukturelle Determinanten der Kv4.2-DPP6-
Interaktion

Verschiedene Arten der molekularen Interaktion zives Poren-bildendesmUntereinheiten
und akzessorischep-Untereinheiten sind an der Beeinflussung des Ksahaltverhaltens
beteiligt. So beeinflussen zum Beispiel ProteineKIENE Familie das Kanalschaltverhalten
Uber ihre Transmembranregion, wahrendpkwnd KChIPs von der intrazellularen Seite

wirken.

Wie konnte so eine Interaktion zwischen DPP6 undl.Rvaussehen? Unter den bisher
bekannten Dipeptidyl-Aminopeptidasen besitzt DPP@ &éiohe Sequenzidentitat mit DPP10
(Jerng et al, 2004b). Die Ubereinstimmungen in der Aminosawgasaz sind nicht auf
bestimmte Regionen beschrankt, sondern verteidmigier die gesamte Proteinlange (Jerng
et al, 2004b). Es ist bekannt, dass die Effekte von MP&if Kv4.2 und Kv4.3 denen von
DPP6 ahneln (Jerngt al, 2004b). Strukturdeterminanten fir die Interaktimon DPP10 und
Kv4.3 wurden bereits untersucht (Renal, 2005). Ren et al generierten Chimaren zwischen
Kv1.4 und Kv4.3 und stellten fest, dass die Chimdre vom N-Terminus bis zum Ende des
S1-Segmentes aus Kvl1.4 bestand, nicht mehr in dge lwar, DPP10 zu binden. Eine
Eliminierung des S2-Segmentes des Kv4.3 Kanalstdlhu einer starken Reduktion der
DPP10 Bindung (Reet al, 2005). Um die Region fir die Interaktion zwiscH2RP10 und
Kv4.3 weiter einzugrenzen, wurden die Auswirkungemschiedener Punktmutationen des
Kv4.3-Kanals auf die Interaktion zwischen DPP10 #wd.3 untersucht (Reet al, 2005).
Ren et al. konnten zeigen, dass Mutationen im Blerdes S2-Segmentes des Kv4.3-Kanals
zu einer Bindungsdefizienz fir DPP10 fuhren. UmIdteraktion zwischen DPP6 und Kv4.2
zu untersuchen, wurden in der vorliegenden ArbaeitkBnutanten homologer Aminosauren
des Kv4.2 Kanals verwendet. Diese Punktmutantend ¥A235V-HA, Kv4.21239W-HA)
wurden allein und mit DPP6-S in HEK293-Zellen erpert und die resultierenden Strome
gemessen. Die Messungen ergaben, dass die homdlagationen im Kv4.2-Kanal zwar zu
geringfugigen Verdnderung der Kanaleigenschaftemrefiy aber der Kanal nicht seine
Fahigkeit verliert mit DPP6 zu interagieren. Mogkeweise interagiert DPP6 aufgrund von
strukturellen Unterschieden anders mit Kv4-Kané&snDPP10.

Sowohl die Aminosauresequenzen von DPP6 und DPR1&uah die Effekte dieser beiden

Dipeptidyl-Peptidase verwandten Proteine auf Kvédla sind sich &hnlich, aber nicht

identisch. DPPs bestehen aus einem kurzen N-teleninaytosolischen Peptid, einer
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Transmembrandomane und einer groRen extrazellul@oemine. Die Transmembrandoméne
dieser Proteine ist hoch konserviert (Renal, 2005). Das am wenigsten konservierte
Segment der DPPs ist der N-Terminus (Jereg al, 2004b). Von den an die

Transmembrandoméane angrenzenden 14 Aminosaurem-desminus unterscheiden sich

DPP10 und DPP6 in 4 Aminosauren. Innerhalb der B®#H#amilie (DPP6-S, L und K) sind

diese Aminosauren identisch. An diese 14 Aminosauggenzt eine Peptidsequenz
unterschiedlicher Lange (variabler N-Terminus), digch innerhalb der DPP6-Subfamilie
verschieden ist (Nadai al, 2006).

Wahrend der Effekt von DPP10 und DPP6 auf die &gstieit von Kv4-Kanalen fast gleich
ist, wird die Inaktivierung durch DPP10 stéarker ibflasst als durch DPP6 (Jerreg al,
2004b). Der N-Terminus scheint eine wichtige Rdélle das Ausmald des DPP-Effektes zu
spielen. Jerng et al konnten zeigen, dass Chintéstehend aus DPP6 mit dem N-Terminus
von DPP10 den gleichen Effekt auf Kv4.2 haben wiePDO und umgekehrt (Jerrg al,
2004b). Daruber hinaus konnten sie herausarbeaitesy ein HA-Epitop am N-Terminus des
DPP10 die Beschleunigung der Inaktivierung verhihdehne dass weitere Parameter
beeinflusst wurden. Auch Ren et al konnten diesebBehtung fir einen Flag-Epitop-
markierten N-Terminus bestatigen (Renal, 2005). Diese Untersuchungen deuten darauf
hin, dass die Beeinflussung der Inaktivierung duéPP10 anders ablauft (moglicherweise
Uber den N-Terminus) als die Effekte auf anderaiater, die eventuell Uber Interaktion mit
der Transmembrandomane verlaufen (Re¢ral, 2005). Das N-terminale Peptid der DPPs
konnte als Inaktivierungspartikel fungieren (Jestgal, 2004b) und die Kanalpore von der
intrazellularen Seite verschlieRen, &hnlich wie ldieraktion zwischen K¥ Untereinheiten
und Kv1l (Rettiget al, 1994).

Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Jerng étoahten Nadal et al. zeigen, dass
verschiedene Splicevarianten von DPP6 (S, L undad)ie eine Mutante, bei der der variable
N-Terminus deletiert war, sich nur gering in ihréffiekt auf Kv4 unterschieden (Jeregal,
2004b; Nadakt al, 2006). Die Determinanten fur die Bindung der DRBsnten daher in
dem Bereich der 14 Aminosduren zwischen dem vamallTerminus der DPP6-Subfamilie
und der bei DPP6 und DPP10 hoch konservierten ramdbrandomane liegen.

Neben den erwahnten strukturellen Unterschiederschen DPP10 und DPP6 kénnten
Unterschiede zwischen Kv4.2 und Kv4.3 dafur zusgisein, dass DPP6 mit den Kv4.2-
Mutanten interagiert. Der Aminosaurevergleich der4#Kandéle ergibt, dass Kv4.3 dem
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Kv4.2-Kanal &hnlicher ist als dem Kv4.1-Kanal. K3Kanéle vermitteln ebenfalls schnell
inaktivierende A-Typ Strome. Allerdings sind dien&tischen Eigenschaften von Kv4.2 und
Kv4.3 bei Koexpression in HEK293-Zellen verschiedem. inaktiviert Kv4.2 schneller als

Kv4.3 (Guoet al, 2002).

3 Ternarer Kanal-Komplex und physiologische
Bedeutung

Neben den DPPs (DPP6 und DPP10) spielen die sogema KChIPs K-Channel-
interacting proteing eine wichtige Rolle bei der Modulation der fumktellen Eigenschaften
der Kv4-Strome (Anet al, 2000; Bahringet al, 2001b). KChIPs sind Gabindende
Proteine, die verwandt sind mit neuronalen ?*¢@ensoren (NCS) (Braunewell &
Gundelfinger, 1999; Berridget al, 2000). Sie binden an den N-Terminus von Kv4-Kanal
und beeinflussen das Kanalschaltverhalten in chenakischer Weise (Aret al, 2000).
Bekannte Effekte von KChIPs sind: verlangsamteialat Inaktivierung, beschleunigte
Erholung aus der Inaktivierung und positive Versbhing der Spannungsabhangigkeit der
Steady-State-Inaktivierung (Aet al, 2000; Becket al, 2002; Zhouwet al, 2004). Ein Fehlen
von KChIP kann zu einem fast vollstandigen Verldst Kv4-Strome fuhren (Kuet al,
2001).

Als charakteristische Eigenschaften nativer A-Tyd®e (z.B. § in Kardiomyozyten) gelten
schnelle Aktivierung, schnelle Inaktivierung undchiselle Erholung aus der Inaktivierung
(Jernget al, 2004b). Koexpression von Kv4.3 mit d&Untereinheit KChIP2 allein fuhrt
nicht zu den charakteristischen Eigenschaften désem |, (Deschenes & Tomaselli, 2002).
So fehlen zum Beispiel die schnelle Inaktivierungd udie schnelle Erholung von der
Inaktivierung. Dies lasst vermuten, dass weitereakorische Untereinheiten an der Bildung
von |, beteiligt sind (Nadagt al, 2003; Radicket al, 2005).

Maglicherweise stellen DPPs diese weitere Kompaneaitiver Kanalkomplexe dar. DPP6
konnte sowohl in Rattenneuronen (Ket al, 2001; Jernget al, 2005) als auch im
menschlichen Herzen gemeinsam mit KChIP nachgewieseden (Radicket al, 2005). Im
Gegensatz zu KChiIPs wird durch DPP6 die Inaktivigroeschleunigt (Nadat al, 2001).
Dieser Effekt konnte erklaren, warurgalin Neuronen undyd in Herzmuskelzellen héaufig

schneller inaktivieren als Strome heterolog expemer Kv4 Proteine (Jerngt al, 2005;
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Radickeet al, 2005).Darlber hinaus konnte bereits nachgewiesen wentbss DPPs und
KChIPs auch in heterologen ExpressionssystemerKmdt Proteinen einen Kanalkomplex
mit verschiedenen neuen funktionellen Eigenschditielen (Jernget al, 2005).

Es existieren 3 Subfamilien von Kw4Kv4.1, Kv4.2 und Kv4.3 L und S), vier Subfamilien
KChIPs mit verschiedenen N-terminalen SplicevaganfKChlP1la-b, KChiP2a-d, KChIP3,
KChiP4a-b) und wie bereits beschrieben verschied®R€s. Daraus folgt eine Vielzahl
maoglicher Kombinationen (Jerrgt al, 2005). In Kardiomyozyten von Mausen stellt Kv4.2
die wichtigstea-Untereinheit fir die Bildung vongldar (Nerbonne & Kass, 2005). Um die
Uberprifung der in einem heterologen Expressioesysgenerierten Daten in vivo im
Mausmodell zu ermdéglichen, wurden in der vorliegandArbeit die Eigenschaften des
ternaren Komplexes bestehend aus Kv4.2wt-HA, DPPGAR8 KChIP2.1 untersucht.
Verschiedene ternare Komplexe bestehend aus-Ktereinheiten, KChIPs und DPPs sind
bereits von anderen Arbeitsgruppen charakterisverden. Nadal et al. untersuchten einen
Komplex bestehend aus Kv4.2 + DPP6 + KChIP X@&mopusOocyten (Nadakt al, 2003).
Interessanterweise unterschied sich der ternarepkonkaum in seiner Inaktivierungskinetik
von Kv4.2/DPP6. Auch die Erholung aus der Inaktiwey war nicht signifikant schneller als
die von Kv4.2/DPP6 oder Kv4.2/KChIP. Unsere Ergsbai des in HEK293-Zellen
exprimierten terndren Komplexes unterschiedenwichdiesen. Der von uns charakterisierte
ternare Komplex inaktivierte langsamer als Kv4.2ABRind erholte sich wesentlich schneller
aus der Inaktvierung als Kv4.2/DPP6 bzw. Kv4.2/Khll. Die Effekte von KChIP und
DPP6 im terndaren Komplex waren also nahezu addiies deutet auf verschiedene
Wirkmechanismen der beiden akzessorischen Untesiéémh hin.  Ahnliche
elektrophysiologische Eigenschaften wies der vanglet al. in Oozyten und CHO-Zellen
charakterisierte ternare Komplex bestehend ausX¥DPP6-S + KChIP3 auf (Jermy al,
2005).

Die eingesetzte KChIP-Komponente kénnte eine Riuliediese Unterschiede spielen. Die
KChIP-Bindung an die N-terminale Inaktivierungsdomaa stért die Offen-Kanal-
Inaktivierung (Jernget al, 2004a) und begunstigt somit die Geschlossen-Klaad&tivierung
(Jernget al, 2005). Die Effekte von KChIPs auf die Kv4.2-Steus unterscheiden sich je
nach KChIP-Variante (Jerngt al, 2005). So ist zum Beispiel die Erholung aus der
Inaktivierung bei Koexpression von Kv4.2 mit KChiIR2und KChIP3.1 schneller als bei
Koexpression mit KChIP1.1 (Gebauer, 2004).
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Welche Rolle spielt die DPP-Komponente bei der Matilon der Kanaleigenschaften?
Koexpression von Kv4.2 mit KChIP3 und entweder DPB@er DPP10 fihrt zu
Kanaleigenschaften, die das Vorliegen ternarer Kex® vermuten lassen. Besonders
auffallig ist dabei die beschleunigte Erholung des Inaktivierung (Jerngt al, 2005). In
dem von Jerng et al untersuchten terndren Kompetehend aus Kv4.2 + KChIP3 + DPP10
Ubte DPP10 einen dominierenden Effekt auf die inaktung aus. Koexpression mit KChIP3
fuhrte nur zu einer geringen Verlangsamung dertivigkung (Jernget al, 2005). Allerdings
wurde ahnlich wie bei unseren Versuchen mit DPP& Ki€hlP2.1 die Erholung aus der
Inaktivierung starker beschleunigt als bei Koexpi@s einer -Untereinheit allein. Im
Vergleich zu Kv4.2/DPP6 inaktivierte Kv4.2/DPP10seatlich schneller (Jerrgg al, 2005).
Der ternare Komplex Kv4.2/KChIP3/DPP6 in CHO-Zellgraktivierte langsamer als der
Komplex mit DPP10 (Jernget al, 2005). Diese Unterschiede der Inaktivierungskinet
zwischen Kv4.2/KChIP3/DPP6 und Kv4kChIP3IDPP10 lassen vermuten, dass in
Gegenwart von KChIPs die eingesetzte DPP-Kompondiite die Beeinflussung des
Kanalschaltverhaltens eine entscheidene Rolletgdeinget al, 2005).

Koexpression von Kv4.3, DPP6 und KChIP2 verander ttansienten Auswartsstrom so,
dass er den charakteristischen Eigenschaften desigénten Kaliumauswartsstromso)(l
nativer Kardiomyozyten ahnelt (Radiclet al, 2005). |, spielt eine Rolle wahrend der
schnellen Phase der Repolarisation des Aktionspaler{Nabaueret al, 1996), beeinflusst
den C&" Einwartsstrom und ist damit zumindest zu einem Feiantwortlich fiir die Dauer
und die Form des Aktionspotentials (Kaetbal, 1998; Volket al, 1999). Veranderungen des
Aktionspotentials haben einen grof3en Einfluss aifkebntraktilitat des Myokards (Wooek
al., 1969).

Verschiedene kardiale Erkrankungen gehen mit Vex@mf)en des transienten
Kaliumauswartsstroms einher (Kaab al, 1996). So isty z.B. in atrialen Myozyten von
Patienten mit chronischem Vorhoffimmern im Vergleizu Patienten mit Sinusrhythmus
signifikant reduziert (Van Wagonegt al, 1997). Die Herzhypertrophie geht mit einer
Aktionspotentialanderung direkt nach dem Maximunher, die darauf hinweist, dass Strome
der schnellen Phase der Repolarisation wie z,Ban der resultierenden Verlangerung des
Aktionspotentials beteiligt sind (Hart, 1994). Vengedene Modelle fir Hypertrophie wurden
bereits ausfuhrlich untersucht und zeigten einéaagerte AP-Dauer und eing Reduktion
(Benitahet al, 1993; Barbieret al, 1994; Tomiteet al, 1994; Huanggt al, 2000).
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Diskussion

Auch die korrespondierenden Kv4 und KChIP mRNAs deur untersucht. Kardiomyozyten
z.B. von Ratten mit einem Myokardinfarkt zeigeneeip Reduktion (Huanget al, 2000,
2001), die mit dem mRNA und Proteingehalt von Kvdrizi Kv4.3 korreliert (Huangt al,
2000). Im hypertrophen Myokard spontan hypertemsiRatten korreliert der epi-,
endokardiale 4-Gradient ebenfalls mit einer verminderten Exp@sdtv4.2 und Kv4.3. im
Endokard (Goltzet al, 2007). Auch Veranderungen der akzessorischenrélnteeiten der
Kv4-Kanéle kdnnen ausreichen um digDichte zu reduzieren. So zeigt zum Beispiel eine
KChIP2-Knock-out-Maus einen Verlust vog in ventrikularen Herzmuskelzellen und eine

erhohte Anfalligkeit fir experimentell induzierterAythmien (Kuoet al, 2001).

Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin,Kdassnd KChIP nicht alleingglbilden:

(1) Schultz et al. konnten in ventrikularen Zelleon Ratten zeigen, dass sich in einigen
Kardiomyozyten Kv4.2 mRNA, aber keine KChIP mRNAchaeisen lasst (Schulit al,
2005). Moglicherweise spielen andere Untereinhewdna z.B. DPPs, in diesen Zellen eine
Rolle. (2) Im menschlichen Herzen wird neben Kv4l ChiPs auch DPP6 exprimiert. Die
Expression von DPP6 ist in insuffizienten Herzerémdert (Radicket al, 2005).

Abschlie3end lasst sich sagen, dass die molekulardrelektrophysiologischen Grundlagen
des transienten Auswartsstroms nicht in allen Hiezeen geklart sind. Die diesem Strom
zugrundeliegenden Kandale scheinen sich nicht narSezies zu Spezies zu unterscheiden,
sondern variieren auch innerhalb eines Herzens, zschen Endo- und Epikard. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dassxiimssion von DPP6 die Inaktivierung
des durch den Kv4.2-Kanal vermittelten Stroms blesetigt. Diese kinetische Eigenschatft ist
charakteristisch fir den kardialep Daher unterstitzen diese Ergebnisse die Annatiass,
DPP6 am kardialen Aktionspotential beteiligt istoftdem war es nicht moglich durch
Koexpression von Kv4.2, KChIP2 und DPP6 den kaedial, komplett darzustellen. Dies
kénnte unterschiedliche Ursachen haben: (1) Inedidsbeit wurden DPP6 bzw. KChIP2 im
Uberschuss koexprimiert. Moglicherweise lasst sieln kardiale ¢y durch Einsatz anderer
cDNA Mengen reproduzieren. (2) Die unterschiedlichExpressionssysteme (HEK293
versus Kardiomyozyte) konnten die Unterschiedeaeekl. (3) Moglicherweise spielen im

Herzen weitere Kanal-Untereinheiten fir die Bildwamp k, eine Rolle.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Spannunsgesteuerte” KKv)-Kandale spielen eine wichtige Rolle bei derdgbarkeit von
Muskel- und Nervenzellen. Kv4-Kanéle bilden das ekalare Korrelat fur die Poren-
formendena-Untereinheiten der schnellen Komponente einessigaten Auswartsstroms
(lop) In Kardiomyozyten und des somatodendritischen yg-$troms (§a) in Neuronen.
Unter pathophysiolgischen Bedingungen wie z. B. Wddypertrophie, kortikalen
Missbildungen oder einer Temporallappenepilepsiedis Oberflachenexpression der Kv4-
Kanale bzw. die {-Stromkomponente stark reduziert. Kv4-Kanale bildeomplexe mit
akzessorischen Untereinheiten, den®**@andenden Kv-Kanal-Interagierenden Proteinen
(KChIPs) und Dipeptidyl-Aminopeptidase-verwandten rotBinen  (DPPs). Beide
akzessorischen Untereinheiten beeinflussen neberiudktionellen Oberflachenexpression
auch das Schaltverhalten der Kv4-Kanéle. Die lkteya von Kv4-Kanéalen mit KChIPs wird
bereits seit einiger Zeit im Detail untersucht, umdtsprechende molekulare Kv4-
Strukturdeterminanten konnten identifiziert werd@e Interaktion von Kv4-Kanalen mit
DPPs ist dagegen bisher unzureichend erforsctdetnvorliegenden Arbeit wurde daher in
HEK293-Zellen mit der Patch-Clamp-Technik zun&diist Auswirkung von DPP6 auf das
Kanalschaltverhalten von Kv4.2 untersucht. Beregkannte Effekte einer Koexpreesion auf
die Aktivierung und Inaktivierung, welche beide curDPP6 beschleunigt werden, konnten
bestétigt werden. Dartiber hinaus konnte gezeigtdever dass DPP6 nicht nur die
Inaktivierung, sondern auch die Deaktivierung vorv4R Kanélen beschleunigt.
Interessanterweise war der Effekt auf die Deaktinig bei einer N-terminalen
Deletionsmutante besonders ausgepragt. Fur dierddicteung struktureller Determinanten
fur die Kv4.2-DPP6-Interaktion wurden Kv4.2 Punktamten des S2-Segmentes verwendet,
die homolog waren zu Kv4.3 Mutanten mit einer Bingsdefizienz fur DPP10. Die
Messungen lieferten Hinweise darauf, dass die dktem zwischen Kv4.2 und DPP6 sich
von der Interaktion zwischen Kv4.3 und DPP10 uwmteeglet. Die funktionelle
Charakterisierung ternarer Komplexe bestehend ads2k+ DPP6 + KChIP2.1 ergab, dass
die Effekte der beiden akzessorischen Untereinheitilitiv sind. Dies lasst vermuten, dass
die Wirkungen von DPP6 und KChIP2.1 Uber zwei Vaestene Mechanismen vermittelt

werden.
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Anhang

1 Abkurzungsverzeichnis

A Amplitude

Amax maximaler Strom (in einer Pulsserie)

AP Aktionspotential

bp Basenpaare

C Kapazitat

Cp Pipettenkapazitat

Cm Membrankapazitat

CHO chinese hamster ovary

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraessigsaure
EGFP enhanced green fluorescent protein

EGTA Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)-N,N,N’itraacetat
EPSP exzitatorisches postsynaptisches Potential
HEK human embryonic kidney

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-pierzino)-ethanolsuééure
I Strom

[ max maximaler Strom (in einer Stromspur)
KChIP K'-channel interacting protein

Kv spannungsgesteuertef-Kanal

MEM minimal essential mediurtMinimalmedium
NacCl Natrium-Chlorid

NaOH Natronlauge

NCX Natrium-Calcium-Austauscher

NT N-Terminus eines Proteins

PBS phosphate buffered saline

RNA Ribonukleinsaure

R Widerstand
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Rs

Rs

Ry
Rm
S1 bis S6
t

T

T1

\%
Vm
kJ
PD
SEM
ti2
Upm

wt

Serienwiderstand
Ruckkopplungswiderstand
Sealwiderstand
Membranwiderstand
Membransegmente der Kv-Kanéle
Zeit
Zeitkonstante
Tetramerisierungsdoméne
Spannung
Membranspannung
Kilojoule

Potentialdifferenz

standard error of the mean = Standardfeldsiittelwertes

Halbwertszeit
Umdrehungen pro Minute
Wildtyp
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2 Tabellen
Kv4.2 I20/|ma>< T1 (ms) Illlgesamt T (ms) |2/|gesamt T3 (ms) |3/|gesamt
Wi-HA Ohne 0,61 + 0,05 17+2 0,70£0,05 78+12 0,22+0,03 1371 +333 0,08+ 0,02
DPPX (n=12)
DPPX (1:5) O,ZélniGC;,OS 6+1 0,76 £ 0,02 28+3 0,19+0,03 1168 +108 0,04+ 0,01
DPPX 0,25+ 0,03 8+1 0,57 £ 0,11 35+7 0,34+ 0,10 1052 +138 0,09+ 0,02
(1:40) (n=6)
DPPX
WHHA (1:20) 0,48 + 0,02 18+1 0,89 + 0,05 61+9 0,09 £ 0,04 2287 +630 0,02+0,01
KChip2.1 (n=5)
(1:20)
A235V-  Ohne 0,70 + 0,02 19+2 069+023 90+13 0,24+0,03 1217 +341 0,07 +0,01
HA DPPX (n=10)
DPPX (1:5) 0,3(7;6(;,06 10+2 0,67 £ 0,05 48 +8 0,26 £ 0,04 1150 +128 0,07 + 0,02
DPPX 0,30 + 0,04 10+1 0,75+ 0,02 46 +5 0,21+£0,02 1197+61 0,05+0,01
(1:40) (n=20)
1239W-  Ohne 0,44 + 0,05 13+1 0,70£0,04 67+12 0,21+0,03 899+684 0,05+0,01
HA DPPX (n=7)
DPPX (1:5) 0,2(3;7(;,05 712 0,71+ 0,02 307 0,24+0,03 994+72 0,05+0,01
Wt Ohne 0,44 + 0,05 14+1 0,68 £ 0,03 54 +4 0,25+0,03 682+97 0,07+0,03
DPPX (n=8)
DPPX 0,22 + 0,04 71 0,75+ 0,04 26+2 0,21+£0,04 933+35 0,04+0,01
(1:40) (n=4)
A235V Ohne 0,37 + 0,05 9+0 0,63 £ 0,09 37+2 0,29+0,06 890+59 0,08+0,03
DPPX (n=3)
DPPX (1:5) 0,1(8;30),03 6+1 0,79 £ 0,03 35+8 0,17 +£0,03 1132 +235 0,04+ 0,00
DPPX 0,23+ 0,01 8+1 080+0,06 46+11 0,15+0,05 1423+365 0,04 +0,01
(1:20) (n=3)
Tabelle 1. Inaktivierungsverhalten

Grad der Inaktivierung nach 20 ms und Zeitkonstanten der Inaktivierung sowie die relativen
Amplituden (Summe aus 3 Exponentialfunktionen) bei + 40 mV.
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Kv4.2 Trec (MS) Anstiegszeit (ms)
WtHA  Ohne DPPX 4(3n6=§07)5 35512*)4
DPPX (L:5) 11835)11 1'?;60),1
DPPX (1:40) 11(2:6)11 0'?;60)*1
e
ﬁi‘%v' Ohne DPPX 42‘9”7:%‘)5 3&‘:18')2
DPPX (L:5) 132234)11 1'(7;60)’2
DPPX (1:40) 1(2n8=§51)1 15328’)1
Ezgw- Ohne DPPX 255:’5)52 2'(2;70)'2
DPPX (1:5) %:5;’ 1'(1;70)’1
Wt Ohne DPPX 23233;‘3 1'81“;“53’1
DPPX (1:40) %:433 O'?n“j ‘8*1
A235V  Ohne DPPX 225’:*4)34 1'(7;3?)’2
DPPX (1:5) 181123)1 O’fn“;“:?)*l
DPPX (1:20) 11(§:3)14 O’(7ni:?),1
Tabelle 2. Erholung aus der Inaktivierung und Aktiv  ierungsverhalten

Zeitkonstanten der Erholung aus der Inaktivierung bei =80 mV und die Anstiegszeit bei +40 mV.
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Kv4.2 Ti(ms) . % T(Mms)
Wt Ohne DPPX 39+1,8 87+1 225+1,3
(n=7)
DPPX 3,0+0,2 96 +1 55,1+ 13,7
(n=4)
A2-40 Ohne DPPX 96+14 78 +3 356+54
(n=9)
3,7+0,2 96 +1 40,1+4,6
DPPX (n=11)
Tabelle 3. Kanal-Schlie3verhalten

Zeitkonstanten der Deaktivierung und relative Amplituden der ersten Zeitkonstante (zweifach
exponentielle Funktion) gemessen in Lésungen mit fast symmetrischen Rubidiumkonzentrationen bei
—-80 mV.

78



Danksagung

Mein Dank gilt PD Dr. Robert Bahring fur die frediotie Aufnahme in seine Arbeitsgruppe,
die engagierte Betreuung und die intensive Korrektainer Arbeit. Besonders dankbar bin
ich daflur, dass Robert mich mit seiner Begeisterfimgdie wissenschaftliche Arbeit und

insbesondere die Elektrophysiologie angesteckt hat.

Herrn Professor Dr. Enmke danke ich fur die Modteih diese Arbeit an seinem Instutit
anfertigen zu konnen, fur die freundliche Untemtiag, die standige Diskussionsbereitschaft
und die wertvollen Hinweise bei der Korrektur dregebeit. Herrn Professor Dr. Pongs

danke ich dafir, dass ich Teile der Experimenteinem Labor durchfiihren konnte.

Den Mitarbeitern des Institutes fir Vegetative Rblgglie und Pathophysiologie und des
Instituts fur neurale Signalverarbeitung danke fisthdie angenehme und freundschaftliche
Atmosphare. Ganz besonders hervorheben mdchte &tinKruse, der mich sehr geduldig
in die Patch-Clamp-Technik einfihrte. Sven Hartmanes mich in die Zellkultur ein und

klonierte die Kv4.2-Mutanten. Jan Barghaan |0ostelreache KaleidaGraph-Probleme. Peter
Bassalay half bei allen Computerpannen und Heike $0rgte stets flr Tee, Kekse und gute

Laune.



Lebenslauf

Personliche Daten

Name: Magdalini Tozakidou
Geburtsdatum: 21.06.1979
Geburtsort: Soest

Schule und Ausbildung

1998 Abitur, Marienschule Lipperbruch

1998 — 2005 Studium der Medizin in Freiburg, Clmienund Hamburg

2005 Approbation

2006 — 2007 Assistenzarztin, Universitats-KindeikiBonn

Seit 2007 Assistenzarztin in der Abteilung fur Kemchdiologie und am Institut

fur vegetative Physiologie und Pathophysiolgie, UkKamburg



Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere ausdricklich, dass ich die Arbdibsstéandig und ohne fremde Hilfe verfasst,
andere als die von mir angegebenen Quellen undrhiiifel nicht benutzt und die aus den
benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnomerenStellen einzeln nach Ausgabe
(Auflage und Jahr des Erscheinens), Band und 8egeenutzten Werkes kenntlich gemacht
habe.

Ferner versichere ich, dass ich die Dissertatiahdyi nicht einem Fachvertreter an einer
anderen Hochschule zur Uberprifung vorgelegt odieh randerweitig um Zulassung zur

Promotion beworben habe.

Magdalini Tozakidou



