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Zusammenfassung

Kv4-Kanile spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Membranspan-
nung erregbarer Zellen. Sie vermitteln in Herzmuskelzellen den transienten K-
Auswirtsstrom (Ii,) und in Neuronen den somatodendritischen A-Typ-Strom. In
dieser Arbeit wurden die Steuerungseigenschaften von humanen Kv4.2-Kanélen und
deren Modulation durch Varianten einer akzessorischen Untereinheit (K*-Kanal in-
teragierendes Protein, KChIP) untersucht. Dazu wurden funktionelle Kanéle mit
und ohne KChIP-Varianten in humanen, embryonalen Nierenzellen (HEK 293) und
in Ovarienzellen des chinesischen Zwerghamsters (CHO) transient exprimiert und
Kv-Kanal vermittelte KT-Strome mit der die Patch-Clamp Technik in der Whole-
Cell- und Inside-Out-Konfiguration gemessen. Die Analyse der Steuerungseigen-
schaften von Kv4.2-Kanélen in HEK 293-Zellen zeigte, dass der Kv4.2-Inaktivierung
zwei Prozesse zugrunde liegen: eine Inaktivierung des geschlossenen Zustands und
eine Inaktivierung des offenen Zustands. Beide Prozesse tragen zum schnellen Abfall
der Strome wéhrend der Inaktivierung bei. Zum Ende eines depolarisierenden Puls
akkumulieren die Kanéle jedoch in dem geschlossen-inaktivierten Zustand. Die Un-
tersuchung einer N-terminalen Deletionsmutante (Kv4.2A2-40) sowie einer Kanal-
Chimére (Kv2.1(4.2NT)), in welcher der cytoplasmatische N-Terminus des Kv2.1-
Kanals durch den entsprechenden Bereich des Kv4.2-Kanals ersetzt wurde, fiithrte
zu der Schlussfolgerung, dass es sich bei der Inaktivierung des offenen Zustands von
Kv4.2-Kanélen um die Blockierung des Kanals durch eine N-terminale Inaktivie-
rungsdoméne handelt. Es wurden dreizehn KChIP-Varianten untersucht (KChIP1.1,
KChIP2.1 - 2.6, KChIP3.1 - 3.2 und KChIP4.1-4.4), die nach ihren Effekten in drei
Gruppen eingeteilt werden konnten: (1) Varianten ohne deutliche Effekte auf Kv4.2-
Strome, (2) Varianten, die sowohl die Kv4.2-Expression erhohten, als auch die Inak-
tivierung des Kv4.2-Kanals modulierten und (3) eine einzelne Variante (KChIP4.4),
durch welche die Inaktivierung von Kv4.2 besonders stark verlangsamt wurde. Die
Effekte von typischen Varianten der 2. Gruppe (KChIP2.1 bzw. KChIP2.2) auf die
Steuerungseigenschaften von Kv4.2 konnten auf eine Behinderung der Inaktivie-
rung des offenen Zustands, die Beschleunigung des Schlielens der Kanéle und die
Verringerung der Energieschwelle fiir die Inaktivierung im geschlossenen Zustand

zuriickgefiihrt werden.



Abkiirzungen

4-AP
A
AP
bp
BES

4- Aminopyridin

Amplitude

Aktionspotential

Basenpaare

balanced electrolyte solution

Kapazitit

Pipettenkapazitét

Membrankapazitét

chinese hamster ovary
Desoxyribonukleinsédure

enhanced green fluorescent protein
Ethylenglycol-bis(-aminoethylether)-N,N, N’ N’-tetraacetat
exzitatorisches postsynaptisches Potential
Leitfahigkeit

human embryonic kidney
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-pierzino)-ethanolsulfonsidure
Strom

maximaler Strom (in einer Pulsserie)
maximaler Strom (in einer Stromspur)
Steigungsfaktor der Boltzmanngleichung
Rate eines Zustandsiibergangs von x nach y
intrazelluldre Kaliumkonzentration
extrazelluldre Kaliumkonzentration

KT -channel interacting protein



Kv spannungsgesteuerter K™-Kanal

MEM minimal essential medium, Minimalmedium
NT N-Terminus eines Proteins

PBS phosphate buffered saline

RNA Ribonukleinséure

R Widerstand

R, Serienwiderstand

Ry Riickkopplungswiderstand

R, Sealwiderstand

R, Membranwiderstand

S1 bis S6 Membransegmente der Kv-Kanéle

SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
t Zeit

tau Zeitkonstante

T1 Tetramerisierungsdoméne

TEA Tetraethylammonium

V Spannung

Vin Membranspannung

Va2 Spannung der halbmaximalen Aktivierung oder Inaktivierung
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1 Einleitung

1.1 A-Typ Kv-Kanile

Spannungsgesteuerte KT-Kanile (Kv-Kanéle) spielen eine wichtige Rolle bei der Re-
gulation der Membranspannung erregbarer Zellen. Den unterschiedlichen Funktio-
nen der Kv-Kanile entspricht eine Vielfalt von Kv-Kanal-Arten mit einem jeweils
typischen Schaltverhalten. Die prinzipielle Struktur ist jedoch fiir alle Kv-Kanile
gleich (Hille, 2001). Es handelt sich um Tetramere aus a-Untereinheiten (MacKin-
non, 1991), die eine zentrale Pore umkleiden (Abb. 1 A). Die Pore erméglicht den
Fluss von K*-Tonen iiber die hydrophobe Zellmembran. Die a-Untereinheiten der
Kv-Kanile besitzen sechs Transmembransegmente, die fortlaufend als S1 bis S6 be-
zeichnet werden (Abb. 1). Die zentrale Pore wird von den S6-Segmenten umgeben.
Ein Teil des Bereichs, der die Segmente S5 und S6 miteinander verbindet (S5-S6-
Linker, Porenschleife), bildet den Selektivitétsfilter, eine Struktur die der selektiven
Permeation von K*-Tonen dient (Doyle etal., 1998). Unterhalb des Selektivitétsfil-
ters befindet sich ein weiter Hohlraum der auf der cytoplasmatischen Seite durch ein
Tor geschlossen werden kann. Das Aktivierungstor wird durch die C-terminalen Be-
reiche der S6-Segmente gebildet (Jiang et al., 2002). Das S4-Segment enthélt positiv
geladene Aminoséuren und stellt den Spannungssensor dar (vgl. Sigworth, 1994;
Yellen, 1998) und kann das Aktivierungstor in Abhéngigkeit von der Membranspan-
nung 6ffnen oder schliefen. Der cytoplasmatische N-Terminus der Kv-Kanéle enthélt
eine Tetramerisierungsdoméne (T1), die die Tetramerisierung der a-Untereinheiten
zu funktionellen Kanélen unterstiitzt (Shen und Pfaffinger, 1995; Li etal., 1992).
Die vier cytoplasmatischen T1-Doménen sind als ,,héngende Gondel“ (hanging gon-
dola, Kobertz etal., 2000) iiber eine Verbindung (Linker) mit den S1-Segmenten
verkniipft. Vor der T1-Doméne befindet sich noch eine Sequenz, die hier als proxi-

maler N-Terminus bezeichnet werden soll.

Der den Kanal bildende Proteinkomplex ist keine starre Struktur, sondern kann un-

terschiedliche Konformationen einnehmen, die die Funktion des Kanals bestimmen.
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Abb. 1: A: Kv-Kanéle sind Tetramere aus vier a-Untereinheiten («), die eine zentrale
Pore (P) umschlieflen. B: Die a-Untereinheit der Kv-Kanile hat sechs Membransegmente
(S1 bis S6). Einige Regionen mit bekannter Funktion sind angegeben (nach Hille (2001).

Héaufig auftretende, metastabile Konformationen kann man als Zustéinde voneinan-
der unterscheiden. Bei negativen Membranspannungen befinden sich Kv-Kanéle in
einem deaktivierten, geschlossenen Zustand. Eine Depolarisation der Membran kann
zu einer Bewegung des Spannungssensors fiithren (aktivierter Zustand), die wiederum
Voraussetzung fiir das Offnen des cytoplasmatischen Tors ist (geoffneter Zustand).
Zwischen der deaktivierten und der vollstandig aktivierten Stellung der Spannungs-
sensoren liegt eine Reihe unterscheidbarer Zusténde, die man als Aktivierungskette
bezeichnet. Nur im gedffneten Zustand sind Ionenkanéle leitfahig und so der direkten
Beobachtung mit elektrophysiologischen Methoden zugénglich. Eine Repolarisation
fithrt zum Schlieflen der offenen Kanéle und zur Deaktivierung der Spannungssenso-
ren. Das Schlieen der Kanéle wihrend des Deaktivierungsprozess kann man durch
die Tailstrome beobachten. Neben dem Schlieflen des Aktivierungstors gibt es bei
vielen Kv-Kaniélen einen weiteren Prozess, der den Kanal bei positiven Spannungen

in einen nicht leitfahigen Zustand versetzt, die Inaktivierung.

Eine Gruppe von Kv-Kanilen, deren Mitglieder sich durch einen transienten, d.h.
schnell aktivierenden und schnell inaktivierenden Strom auszeichnen, wird als A-
Typ-Kanile bezeichnet. Die Bezeichnung A-Typ kommt von ihrer Erstbeschreibung
in Neuronen der Schnecke Anisodoris her (Connor und Stevens, 1971a,b). A-Typ

Strome spielen eine physiologische Rolle bei der pra- und postsynaptischen Erre-



gung (Pongs, 1999), sowie als transienter Auswértsstrom in Herzmuskelzellen (Dixon
etal., 1996). Zwar gleichen sich A-Typ-Kanéle in wichtigen Steuerungseigenschaften,
sie werden jedoch durch eine eher heterogene Gruppe von Kv-Kanal-Genen kodiert.
Das Shaker-Gen der Fruchtfliege Drosophila war das erste klonierte Gen, das einem
K*-Kanal zugeordnet werden konnte (Tempel et al., 1987; Kamb et al., 1988; Pongs
et al., 1988). Der Shaker-Kanal wurde zu einem gut untersuchten Prototypen fiir das
Verstéandnis der Struktur und Funktion von Kv-Kanélen. So ist der Mechanismus der
schnellen Shaker-Inaktivierung sehr gut verstanden. Die ihm zu Grunde liegenden
Strukturen wurden mit einem Ball an einer Kette (ball and chain) verglichen (Hos-
hi etal., 1990, 1991): Eine bewegliche Doméne des N-Terminus der a-Untereinheit
(Zagotta et al., 1990) oder einer akzessorischen g-Untereinheit (Rettig et al., 1994)
fungiert als Inaktivierungspartikel, der die offene Pore des Kanals verschliefft. Diese
Inaktivierung wird als N-Typ-Inaktivierung bezeichnet, da sie durch das Entfernen
der N-terminalen, inaktivierenden Domé&ne unterbunden (Hoshi etal., 1990) und
durch Applizieren des N-terminalen Peptids von der cytoplasmatischen Seite wieder
hergestellt werden kann (Zagotta etal., 1990). Als Rezeptor fiir die inaktivieren-
de N-terminale Doméne wurde zunéchst eine Stelle an der inneren Porenmiindung
vorgeschlagen (Isacoff etal., 1991), tatséchlich befindet sich der Rezeptor jedoch
tief innerhalb der Pore (Zhou etal., 2001). Die Bindestelle im Hohlraum der Pore
iiberschneidet sich mit einer Bindestelle fiir quaternidre Amine, die als Kanalblocker
wirken. Daher beeinflusst intrazelluldres Tetraethylammonium (TEA) die N-Typ-
Inaktivierung (Choi et al., 1991). Der Einstrom von KT vertreibt die inaktivierende
Domaéne von ihrer Bindestelle. Das fiihrt zu einer Beschleunigung der Erholung aus
der Inaktivierung bei hoher, extrazellulirer K*-Konzentration (Demo und Yellen,
1991). Die N-Typ-Inaktivierung hélt den Kanal in einem offen-inaktivierten Zu-
stand und hindert ihn am Schlieen. Da deshalb die Erholung aus der Inaktivierung
iiber den offenen Zustand verlauft, zeigen inaktivierte Shaker-Kanéle typischerweise
deutliche Tailstrome in hoher extrazellulirer K™-Konzentration, wenn die Membran

repolarisiert wird (Demo und Yellen, 1991; Ruppersberg et al., 1991).

Neben dieser schnellen N-Typ Inaktivierung unterliegen Shaker-Kanéle auch einer
langsameren C-Typ Inaktivierung (Hoshi et al., 1991), aus der sich die Kanéle nur
langsam erholen. Da diese Inaktivierung fortbesteht, wenn die N-terminale Inakti-
vierungsdoméne entfernt wird, schloss man auf eine Rolle eher C-terminal gelege-
ner Bereiche der a-Untereinheit und wéhlte daher den Name C-Typ. Die C-Typ-

Inaktivierung ist sensitiv gegeniiber externem TEA und gegeniiber Mutationen im



extrazelluldren Miindungsbereich der Pore (Lopez-Barneo et al., 1993). Der Mecha-
nismus der C-Typ-Inaktivierung besteht darin, dass der d&uflere Porenbereich kolla-
biert. Dieser Vorgang wird begiinstigt, wenn die Pore nicht mit K besetzt ist und
daher durch eine geringe duflere K*-Konzentration verstirkt (Baukrowitz und Yel-
len, 1995). Da nur gedffnete Kanéle der C-Typ-Inaktivierung unterliegen, wird sie
durch die N-Typ Inaktivierung begiinstigt, welche die Verweildauer des Kanals im
offenen Zustand erhoht. Zudem fiihrt die N-Typ-Inaktivierung zu einer Verarmung
der Pore an K*-Tonen, was ebenfalls die C-Typ-Inaktivierung verstéirkt (Baukrowitz
und Yellen, 1995). Man spricht daher von einer N-C-Kopplung (Hoshi et al., 1991).

Neben dem Shaker-Gen gibt es drei weitere Drosophila-Gene (Shab, Shaw, Shal),
die Kv-Kanile kodieren. Diese entsprechen den diversifizierten Kv-Kanal Unter-
familien Kvl, Kv2, Kv3 und Kv4. Typische A-Typ-Stréme werden durch die a-
Untereinheiten von Kv1.4, Kv3.3 und Kv3.4, sowie den drei Mitgliedern der Kv4-
Unterfamilie Kv4.1, Kv4.2 und Kv4.3 vermittelt.

Wihrend Kv1.4 in Neuronen axonal und in Axonendigungen lokalisiert ist, ver-
mitteln Kv4-Kanéle den somatodendritischen A-Typ-Strom (Baldwin etal., 1991;
Pak etal., 1991; Serodio et al., 1994, 1996), was nahelegt, dass sie postsynaptische
Signale regulieren. In CAl-Pyramidenzellen des Hippocampus unterdriicken Kv4.2-
Kaniéle starke und schnelle dendritische Depolarisationen und regulieren sowohl or-
thograde als auch retrograde dendritische Signale (Hoffman etal., 1997; Ramakers
und Storm, 2002). Diese Eigenschaft von Kv4.2-Kanélen ist besonders interessant,
da die retrograde Leitung von Aktionspotentialen in Dendriten (back propagation)
mit der Langzeitpotenzierung (long term potentiation, LTP) der synaptischen Uber-
tragung (Magee und Johnston, 1997) korreliert ist. In GABA-ergen Kornerzellen
des Riechkolbens verlingern A-Typ-K*-Kanéle das inihibitorische Ausgangssignal
(Schoppa und Westbrook, 1999). In dopaminergen Neuronen der Substantia nigra
spielen Kv4.3-Kanéle eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Schrittmacherfunkti-
on dieser Zellen (Liss et al., 2001).

Offensichtlich miissen Kv4-Kanile ein charakteristisches, zeitabhéngiges Schaltver-
halten aufweisen, um ihren Funktionen als somatodendritische Signalregulatoren
nachkommen zu konnen. Kv4-Kanile werden bereits bei Membranspannungen un-
terhalb der Schwelle fiir das Auslosen von Aktionspotentialen (APs) aktiviert und
inaktiviert. Zudem zeigen sie eine schnelle Erholung aus der Inaktivierung im Milli-

sekundenbereich. In diesen Eigenschaften unterscheiden sie sich von anderen A-Typ-
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Kanélen. Kv1.4-Kanéle erholen sich nur sehr langsam, in einem Zeitbereich von meh-
reren Sekunden, aus der Inaktivierung. Anders als die N- und C-Typ-Inaktivierung
von Shaker setzt die Inaktivierung von Kv4.1 kein vorheriges Offnen des Kanals
voraus (Jerng und Covarrubias, 1997; Jerng etal., 1999). Demzufolge inaktivieren
Kv4.1-Kanéle von geschlossenen Zusténden. Offene Kv4.1-Kanéle miissen zunéchst

schliefen, um auf diese Weise inaktiviert werden zu koénnen.

1.2 Akzessorische Untereinheiten von Kv-Kanalen

Vier Kv-a-Untereinheiten bilden einen funktionellen Kanal. Native Kv-Kanal-
Komplexe bestehen jedoch héufig nicht nur aus den vier a-Untereinheiten, son-
dern konnen zusétzlich akzessorische Untereinheiten enthalten. Diese akzessorischen
Untereinheiten konnen die Funktion des Kanals auf charakteristische Weise beein-
flussen, indem sie sich auf dessen Expression oder dessen Steuerung auswirken oder
die Modulierbarkeit des Kanals durch bestimmte Substanzen verdndern. MinK z. B.
ist eine membranstindige Untereinheit des KCNQ1-Kanals (Melman et al., 2002).
Andere sind génzlich cytoplasmatische Untereinheiten wie die Kv/3-Untereinheit,
die mit Kvla interagiert (Pongs, 1999). Es sind drei Kv-Untereinheiten bekannt:
Kvp1 (Rettig et al., 1994), Kv32 (Scott et al., 1994) und Kv33 (England et al., 1995).
Fiir Kv31 wurde gezeigt, dass die durch sie vermittelte schnelle Inaktivierung von
Kv1-Kanilen dem Mechanismus der N-Typ-Inaktivierung folgt, wie er von Shaker-a-
Untereinheiten bekannt ist (Rettig et al., 1994; Heinemann et al., 1996; Zhou et al.,
2001). Kvl.5-Kanile z.B., die keine schnelle Inaktivierung zeigen, weil ihnen der
N-terminale Inaktivierungspartikel fehlt, inaktivieren innerhalb von Millisekunden,

wenn sie mit Kv31 koexprimiert werden.

Ein weiterer Typ cytoplasmatischer, akzessorischer Untereinheiten sind die K*-
Kanal interagierenden Proteine (K -channel interacting proteins, KChIPs). Die er-
ste Publikation einer Modulation von Kv4-Stromen durch KChIP beschreibt die drei
KChIP-Varianten KChIP1 bis 3, die jeweils einem eigenen Gen zugeordnet sind (An
et al., 2000). Spéter wurde mit KChIP4 ein weiteres KChIP-Gen entdeckt (Holmqvist
et al., 2002). Diese KChIPs besitzen eine konservierte Kernregion mit vier EF-Hand-
Motiven, die auf Ca?*-Bindestellen hinweisen, und einen variablen N-Terminus (vgl.
Abb. 18). Ein auffilliger Effekt von KChIP1, 2 und 3 ist, dass bei Koexpression
mit Kv4.2-Kanilen die Stromdichte erhoht wird (An et al., 2000). Ohne KChIP sind
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Kv4.2-Kanéle diffus in CHO-Zellen verteilt. Nach der Koexpression von KChIP2.2
ist Kv4.2 deutlich an der Zellmembran lokalisiert (Béhring et al., 2001b). Es konnte
auch gezeigt werden, dass der N-Terminus des Kv4.2-Kanals notwendig fiir die Inter-
aktion mit KChIP2.2 ist, denn die Strome einer N-terminalen Deletionsmutante von
Kv4.2 (Kv4.2A2-40) werden nicht durch KChIP moduliert (Béhring etal., 2001b).
Neben der Expression haben KChIP1, 2 und 3 einen Einfluss auf Steuerungsparam-
tern von Kv4.2-Kanélen in CHO-Zellen. Die Inaktivierung ist verlangsamt und die

Erholung aus der Inaktivierung beschleunigt (An et al., 2000).

1.3 Zielsetzung

(1) Um ein besseres Versténdnis fiir das Schaltverhalten somatodendritischer A-
Typ-Kanile zu gewinnen, sollte die Kinetik der Inaktivierungsreaktion von Kv4.2-
Kanilen in einem heterologen Expressionssystem untersucht werden. Hier sollte be-
sonders die Natur der zu Grunde liegenden Prozesse und ihre Kopplung an geschlos-
sene bzw. offene Zustédnde des Kanals analysiert werden. Die anhand der kinetischen
Daten entwickelte Vorstellung von den bei der Inaktivierung auftretenden Zustands-

anderungen wurde in einem Markov-Modell quantifiziert.

(2) Zur Untersuchung der Rolle des Kv4.2-N-Terminus bei der Kanalsteuerung
sollte eine N-Terminale Deletionsmutante (Kv4.2A2-40) sowie eine Kanal-Chimére
(Kv2.1(4.2NT)) untersucht werden. Es wird die Hypothese entwickelt und getestet,
ob die Inaktivierung der Kv4.2-Kanéle vom offenen Zustand dem Mechanismus der

von Shaker-Kanélen bekannten N-Typ-Inaktivierung folgt.

(3) Die Effekte der bekannten KChIP-Varianten (Gen-Produkte und ihre Splice-
Varianten) auf die Expression und einige charakteristische Steuerungsparameter von

Kv4.2-Kanélen sollten miteinander verglichen werden.

(4) Die Effekte der Koexpression von KChIP auf Kv4.2-Stréme in HEK-Zellen sollten
beispielhaft fiir eine KChIP-Variante untersucht werden. Dabei wurde gefragt, wel-
chen Einfluss KChIP auf die zuvor analysierten Steuerungseigenschaften des Kv4.2-

Kanals nimmt.
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2 Methoden

2.1 Proteinexpression

2.1.1 Verwendete Klone

Fiir alle Klone wurde der Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen, Carlsbad, USA)
benutzt, mit Ausnahme von Kv2.1, der in Expressionsvektor pcDNAG6 vorlag. Alle
Konstrukte wurden mit Standard-PCR-Methoden hergstellt, in den entsprechenden

Vektor kloniert und zur Kontrolle sequenziert.

Es wurde ein humaner Klon der Kv4.2-a-Untereinheit benutzt (AH009258, Zhu
etal., 1999). Der N-terminalen Deletionsmutante Kv4.2A2-40 (Zhu etal., 1999)
fehlten die Aminosduren 2 bis 40 des proximalen N-Terminus. Unmittelbar da-
nach beginnt die Tetramerisierungsdoméne der Kv4.2-a-Untereinheit. Konstrukte
des Kv4.2-Kanals mit einer grofleren N-terminalen Deletion konnten nicht als funk-

tionelle Kanile exprimiert werden (Zhu et al., 1999).

Fiir die Kv2.1-a-Untereinheit (NM 004975) wurde ebenfalls ein humaner Klon be-
nutzt. In dem Chiméren-Konstrukt Kv2.1(4.2NT) wurde der gesamte cytoplasma-
tische N-Terminus von Kv2.1, einschliellich des proximalen N-Terminus, der T1-
Doméne und des T1-S1-Linker-Bereichs (Aminosauren 1 - 176), durch die ent-
sprechenden Bereiche von Kv4.2 (Aminosduren 1 - 180) ersetzt. Dem Konstrukt
Kv2.1(4.2NTA40) fehlte der proximale N-Terminus.

Die humanen Klone der benutzten KChIP-Varianten waren KChIP1.1
(NM_014592), KChIP2.1 (AF199598), KChIP2.2 (AF347114), KChIP2.3
(AF367018), KChIP2.4 (AF367021), KChIP2.5 (AF367019), KChIP2.6 (AF367020),
KChIP3.1 (NM_013434), KChIP3.2 (AF367022), KChIP4.1 (AF367023), KChIP4.2
(AF367024), KChIP4.3 (AY029176) und KChIP4.4 (AY118170). Aus KChIP2.2 und
KChIP2.5 wurden zwei Chiméren hergestellt. Die Chimére KChIP2.2NT/2.5CT
entsprach bis einschliellich Intron 11 KChIP2.2, aber anstatt mit Intron 12 schliefit
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sie C-terminal mit dem Bereich von KChIP2.5 ab, der einer Verschiebung des
Leserahmens unterliegt. KChIP2.5NT /2.2CT entspricht bis Intron 11 KChIP2.5,
endet aber mit Intron 12 von KChIP2.2 (vgl. Abb. 19).

Die DNA einer nicht bleichenden Mutante (S65T) des Griin Fluoreszierendem Pro-
teins (enhanced green fluorescent protein, EGFP) in einem Expressionsvektor fiir

Saugerzellen stammte von Clontech (Palo Alto, CA).

2.1.2 Zellkultur

Als heterologes Expressionssystem fiir die elektrophysiologischen Experimente wur-
den Zelllinien von humanen embryonalen Nierenzellen (human embryonic kidney,
HEK 293) sowie von Ovarienzellen des chinesischen Zwerghamsters ( Cricetulus gri-
seus, chinese hamster ovary cells, CHO-Zellen) verwendet. Als Ndhrmedium diente
Dulbecco’s MEM / NUT MIX F-12 (Gibco, Karlsruhe) fiir HEK-Zellen und MEM a-
Medium (Gibco) fiir CHO-Zellen. Den Nahrmedien wurde 10 % (50 ml auf 500 ml)
hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum (Seromed Biochrom) und L-Glutamin (1 %)

hinzugefiigt.

Die Zelllinien wurden in 75ml Kulturflaschen mit 60 ml N&dhrmedium bei 37°C,
5% COy und 95 % Luftfeuchte im Brutschrank (Heraeus) kultiviert. Alle zwei bis
drei Tage wurden die Zellen bei etwa 70 % Konfluenz umgesetzt. Das Ablosen der
Zellen erfolgte wiahrend 1 bis 2min in 5ml Trypsin-EDTA (Gibco, Karlsruhe). Die
Proteasereaktion wurde durch Zugabe von 5ml serumhaltigen Mediums gestoppt.
Die Zellen wurden dann in einer Dichte von ca. 4 -10*Zellen/ml in frischem Nihr-
medium fiir die fortlaufende Kultur ausplattiert. Ein Teil der Zellen wurde nach
Bestimmung der Zelldichte mit der Neubauer-Zihlkammer ausgezihlt und fiir die
Transfektion (s.u.) mit 2ml Ndhrmedium in einer Dichte von 1 bis 4 - 10? Zellen /ml
in 35 mm-Kulturschélchen ausplattiert. Der Zustand der Zellen war bei hoéheren
Dichten besser, es war jedoch darauf zu achten, dass die Zellen ausreichend isoliert
voneinander blieben, damit sie nicht iiber Nexone elektrisch leitfihige Verbindun-
gen untereinander ausbildeten. HEK-Zellen benétigten eine etwas hohere Dichte als
CHO-Zellen und wurden in Schélchen ausplattiert, die mit 50 pg/ml Poly-L-Lysin

beschichtet waren.
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2.1.3 Transfektion

Die Transfektion wurde 24h nach dem Ausplattieren nach der Liposomen-
Einschluss-Methode mit dem Reagenz Lipofect AMINE (Invitrogen, Karlsruhe)
durchgefiihrt. Dazu wurden pro 35 mm-Kulturschélchen erstens 1 bis 2 ug DNA mit
100 ul OPTI-MEM (Gibco) sowie zweitens 3 pl Lipofect AMINE ebenfalls mit 100 pl
OPTI-MEM gemischt. Die beiden Mischungen wurden vereinigt und ca. 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die in Schélchen ausplattierten Zellen wurden mit
OPTI-MEM gewaschen und mit 800 ul OPTI-MEM und der Lipofect AMINE-DNA-
Mischung aufgefiillt. Nach ca. 5 h unter Standardbedingungen im Brutschrank wurde

die Transfektionsmischung durch Ndhrmedium ersetzt.

Fiir die alleinige Expression von Kva-Untereinheiten wurden in der Regel 1.0 ug
DNA pro Schélchen eingesetzt. Fiir die Koexpression von Kva mit KChIP wurden
wurden 0.1 pg KChIP-cDNA und 1.0 ug Kva-cDNA eingesetzt. Fiir die die Koex-
pression von KChIP4.1 bis 4.3 wurde die Menge der Kva-cDNA auf 0.05 pg redu-
ziert. Fiir die Kontrollexperimente zur Bestimmung der Stromdichte wurde fiir die
Expression von Kv4.2«a allein die gleiche Menge cDNA (0.1 ug) eingesetzt, wie bei
der Koexpression mit KChIP verwendet. Bei jeder Transfektion wurden pro Schél-
chen 0.5 ug EGFP beigegeben, um Zellen fiir elektrophysiologische Ableitung am

Tag nach der Transfektion identifizieren zu kénnen.

In wenigen Fillen wurde statt der standardméfiig verwendeten Liposomen-
Einschluss-Methode durch Cag(POy)o-Préazipitation transfiziert. Mit Hilfe von
Caz(POy), transfizierte HEK 293-Zellen waren fiir elektrophysiologische Versuche in
einem besseren Zustand als mit Lipofect AMINE transfizierte Zellen. Der beschriebe-
ne Ansatz mit einem Volumen von 1.5ml ist fiir 10 35 mm-Kulturschélchen dimen-
sioniert. Pro Schélchen wurden 2 bis 3 ug DNA eingesetzt. Zu 750 ul einer 250 mM
CaClsy-Losung wurde die DNA gegeben. Diese DNA-Losung wurde zu 750 ul 2 x BES-
Puffer (50mM BES, 280 mM NaCl, 1.5mM Nay,HPOy, pH 6.95) gegeben. Kultur-
schilchen wurden ca. 30 min bei 3% CO4 gehalten, bevor das Transfektionsmedium
tropfenweise hinzugegeben wurde. Nach weiteren 8 bis 12h bei 3 % CO, wurde die
Kornung des Prézipitats mikroskopisch kontrolliert. Anschlieend wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und in Nahrlosung bei Standardbedingungen gehalten. Auswir-
kungen der Transfektionmethode auf die Eigenschaften der Untersuchten K*-Strome

wurden nicht beobachtet.
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2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Western-Blot-Analyse

Die Expression von KChIP-Varianten in transfizierten CHO-Zellen wurde durch eine
Western-Blot-Analyse iiberpriift. CHO-Zellen wurden mit Triton-X-100-Lysepuffer
inkubiert, von den Kulturschélchen gelost und in SDS-Probenpuffer aufgenom-
men. Nach Hitzebehandlung und Zentrifugation wurden die Lysate durch SDS-
Polyacrylamidelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran iiber-
tragen. Der immunologische Nachweis der KChIP-Varianten erfolgte durch Inkuba-

tion mit einem Pan-KChIP-Antikorper.

2.3 Elektrophysiologische Techniken

2.3.1 Patch-Clamp Technik

Die Patch-Clamp-Technik (Hamill etal., 1981) basiert darauf, dass zwischen der
Zellmembran und der Miindung einer Glaspipette von etwa 1 um Durchmesser ein
sehr enger Kontakt (das Seal) entstehen kann. Dieser Kontakt ist so dicht, dass
der elektrische Widerstand zwischen dem elektrolytgefiillten Inneren der Pipette
und dem duferen Medium (der Seal-Widerstand R,) im GQ-Bereich liegt. Dies ist
die Cell-attached-Konfiguration. Wenn man nun einen Unterdruck an die Pipette
anlegt, bis sich die Membran unter der Pipettenoffnungen 6ffnet, gelangt man in
die Whole-Cell-Konfiguration (Abb. 2). In dieser Konfiguration besteht ein Zugang
mit sehr geringerem Widerstand (dem Serienwiderstand Ry) zum Inneren der Zelle.
Uber eine Ag/AgCl-Elektrode, die in die Pipettenlosung eintaucht, kann man die
Zellmembran (mit dem Membranwiderstand R,,) auf eine vorgegebene Spannung
(Vi) klemmen. Wegen des geringen Serienwiderstands (Rs) kann die Zellmembran
sehr schnell (7 &~ Ry - C),) auf die an der Pipettenelektrode angelegte Spannung ge-
klemmt werden. Um die Spannung iiber der Membran konstant zu halten, ist die
Ableitelektrode in der Pipette mit dem Eingang eines Operationsverstéirkers ver-
bunden. An den zweiten Eingang des Operationsverstirkers wird das gewiinschte
Kommandopotential (V.) gelegt. Eine Differenz zwischen V,,, und V. bewirkt am
Ausgang des Verstérkers einen Ausgleichsstrom durch einen Riickkopplungswider-

stand (Ry), der V,,, wieder auf V., einstellt. Das ist das Prinzip der Spannungsklemme
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in der Whole-Cell-Konfiguration. Bei Leitfdhigkeitsdnderungen in der Zellmembran
(R,,) muss am Ausgang des Verstérkers ein Strom flieflen, der dem Strom entspricht,
der iiber die Membran flieit. Dies ist das gewiinschte Messsignal.

Rf
VW

Pipette

Vm| |- Strommessung

o

Zelle

Ve
£

Abb. 2: Prinzipschaltbild einer Patch-Clamp-Ableitung in der Whole-Cell-Konfiguration.
Die passiven elektrischen Eigenschaften der Zellmembran sind durch Ersatzschaltelemen-
te widergegeben. C), Pipettenkapazitét, C,, Membrankapazitéit, Ry Riickkopplungswider-
stand, R, Sealwiderstand, R,, Membranwiderstand, Ry Serienwiderstand, V;, Membran-
spannung, V. Kommandospannung.

Eine weitere Konfiguration der Patch-Clamp-Technik ist die Inside-out-
Konfiguration. Ausgehend von der Cell-attached-Konfiguration wird das Membran-
stiick unter der Pipettenoffnung (der Patch) durch Zuriickzichen der Pipette von
der restlichen Zelle getrennt, ohne das Seal zu zerstoren. In dieser Konfiguration ist
die Innenseite der Patchmembran der Badlésung zugewandt. Diese Konfiguration
eignet sich sehr gut zur Applikation von Substanzen auf die Membraninnenseite.
Wegen der hohen Widerstdnde des Seals und des Patches kénnen Membranstro-
me bei sehr geringem Rauschen abgeleitet werden, wodurch sogar die Messung von

Einzelkanal-Stromen ermoglicht wird.

Der Messstand

Die Messaparatur war auf einem schwingungsgeddmpften Tisch in einem geer-
deten Faradaykéfig aufgebaut. Zur optischen Kontrolle des experimentellen Ab-
laufs wurde ein inverses Mikroskop (Axiovert, Zeiss) bei Vergroferungen bis 400-

fach mit Nomarski-Phasenkontrast benutzt. Neben der Weifllichtquelle stand eine
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UV-Lichtquelle (HBO-UV-Halogenlampe) zur Verfiigung fiir die Identifikation der
EGFP-exprimierenden Zellen. Die direkt am Vorverstéarker befestigte Pipette konn-
te durch einen groben mechanischen (Luigs & Neumann) und einen feinen was-
serhydraulischen Manipulatur (Narishige) bewegt werden. Der Druck innerhalb der

Pipette wurde durch einen einfachen Silikonschlauch mit Zweiwege-Hahn gesteuert.

Der Mikroskoptisch enthielt eine fiir die Standard-Kulturschéilchen passende Vertie-
fung. Die Badlosung wurde durch ein schwerkraftgetriebenes Perfusionssystem und
eine mit Druckluft betriebene Absaugevorrichtung stéindig ausgetauscht. Fiir die ge-
zielte lokale Applikation stand ein ventilgesteuertes Superfusionssystem (Auto Mate
Scientific, San Francisco, CA, USA) mit acht Kanélen zur Verfiigung. Das Superfu-

sionssystem wurde mit einer peristaltischen Pumpe angetrieben (BVP, Ismatec).

Patchpipetten und Elektroden

Patchpipetten wurden aus diinnwandigen Borosilikatglas-Rohrchen hergestellt (TW
150F-4, World Precision Instruments). Borosilikatglas ist leicht formbar und seine
Rauscheigenschaften sind fiir Whole-Cell-Experimente voéllig ausreichend. Die Glas-
rohrchen wurden mit Hilfe eines Elektrodenziehgerits (DMZ-Puller, Zeitz, Augs-
burg) in drei Schritten hergestellt und unter optischer Kontrolle mit der Hitze eines
glithenden Platindrahts (micro forge) poliert. Der Durchmesser der Spitzensffnung
betrug etwa 1 um, so dass die Pipetten in den verwendeten Standardlésungen einen
Widerstand von 1.5 bis 3 M2 hatten. Fiir Inside-out-Experimente mit kleinen Stro-
men lohnte es sich, die Pipetten mit Wachs zu beschichten, um die Pipettenkapazitét

zu reduzieren.

Die fertige Pipette wurde in einen Elektrodenhalter mit BNC-Anschluss eingesetzt.
Die Elektrode bestand aus einem Silberdraht, der durch Reaktion mit Cly (Chlorix,
Budnikowsky, Hamburg) durch eine AgCl-Schicht iiberzogen wurde, um eine Pola-
risierung der Elektrode zu verhindern. Als Badelektrode wurde ein Silberdraht mit
einem AgCl-Pellet (WPI) benutzt.

Verstarker und Messtechnik

Die gemessenen Signale wurden {iber einen Vorverstidrker an den Patch-Clamp-

Verstirker (HEKA, Lambrecht) weitergegeben und durch einen 3-poligen Bessel-
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Filter mit 10 kHz gefiltert. Zur Kompensation der Pipettenkapazitiat (C,) und der
Membrankapazitét der Zelle (C,,) wurden die entsprechenden Funktionen des Ver-
stiarkers zum Abgleich von C.e bzw. Cgo, eingesetzt. Typische Pipettenkapazité-
ten lagen bei 9pF, typische Membrankapazitdten von HEK 293-Zellen bei 20 pF.
Die etwas kleineren CHO-Zellen hatten dementsprechend etwas kleinere Membran-
kapazitaten. Der Wert fiir die Kompensation von Cy,,, wurde auch als Messwert der

Membrankapazitét zur Berechnung der Stromdichte (s.u.) herangezogen.

Die Verstéarker-Funktion zur Kompensation des Serienwiderstands wurde ebenfalls
standardméifig eingesetzt. Dabei wurde der Serienwiderstand maximal zu 90 % kom-

pensiert. Serienwiderstéinde iiber 10 MS2 wurden nicht toleriert.

Fiir die Steuerung des Verstarkers und die Digitalisierung des gemessenen Signals
wurde ein ITC16-AD/DA-Interface in einem Mikrocomputer (Apple Power Macln-
tosh 7600/132) unter der Kontrolle des Programms PULSE (HEKA, Lambrecht)
eingesetzt. Das analoge Messsignal wurde hier bei einer Auflésung von 16 bit mit
Aufnahmefrequenzen zwischen 0.2 und 20 kHz (Sample-Intervalle zwischen 5 ms und
50 us) digitalisiert. Zur weiteren Verarbeitung wurden die Daten auf der Festplatte

gespeichert.

Die Haltespannung lag -80 mV. Fiir Kv4.2-Kanéle war das Haltepotential -80 mV
und 200ms Vorpulse auf -100mV stellten gegebenenfalls sicher, dass die Kanile
vollstandig aus der Inaktivierung befreit wurden. Der Membranwiderstand (R,,)
der Zellen wurde routineméflig durch Testpulse kontrolliert. Bei einem Haltepoten-
tial von -80mV lagen typische Werte fiir R,, zwischen 0.5 und 1.5 G{). Die etwas
kleineren CHO-Zellen hatten h&ufig auch einen etwas héheren Membranwiderstand.
Fiir die meisten Protokolle wurde zur Bestimmung des Leckstroms die P /4-Methode
angewandt. Fiir ldngere Protokolle wurde der Leckstrom aus dem Haltestrom oder
aus kurzen Pulsen im Bereich der Haltespannung berechnet und bei der Auswertung

der Daten subtrahiert.

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur (20 bis 22 °C) durchgefiihrt. Fiir die
Berechnung des Nernstpotentials von KT galt % = 25.26mV.
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2.3.2 Versuchslosungen und applizierte Substanzen

Fiir Ableitungen in der Whole-Cell-Konfiguration befanden sich die Zellen unter
standigem Durchfluss einer Extrazellular-Losung, die folgende Bestandteile ent-
hielt (in mM): NaCl 135, KCl 5, CaCly 2, MgCl, 2, Hepes 5 und Saccharo-
se 10. Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7.4 eingestellt und konnte durch die
Zugabe von 0.01 mg/ml Phenolrot {iberwacht werden. Die Pipetten wurden mit
Intrazellular-Losung gefiillt, die folgende Bestandteile enthielt (in mM): KCI 125,
CaCly 1, MgCl, 1, EGTA 11, Hepes 10, Glutathion 2 und Ky-ATP 2. Der pH-
Wert wurde mit KOH auf 7.2 eingestellt. Fiir einige Experimente wurde eine
Extrazellular-Losung mit erhohter KT-Konzentration eingesetzt. Dazu wurde in der
Standard-Extrazelluldr-Losung Na™ durch KT ersetzt, wobei eine K™-Konzentration
erreicht wurde, die mit ca. 130 mM der K*-Konzentration in der Intrazelluldr-Losung
entsprach (symmetrische K*-Konzentration). Fiir Experimente in der Inside-out-
Konfiguration befand sich die Extrazelluldr-Losung in der Pipette und die Zellen

wurden mit Intrazellular-Losung superfundiert.

Der Kanalblocker TEA wurde der intrazelluldren Losung als Chloridsalz (Sigma)
in Konzentrationen zwischen 2, 5 und 10 mM zugesetzt. Synthetische N-terminale
Peptide (Jerini, Berlin, Germany) waren C-terminal amidierte C1~-Salze und hatten
durch HPLC eine Reinheit von mehr als 75 %. Es wurde zunéchst eine Peptid-Losung
mit reinem Wasser hergestellt, die dann zu gleichen Volumina mit einer doppelt
konzentrierten Intrazellular-Losung aufgefiillt wurde. Das N-terminale Kv4.2-Peptid
bestand aus den ersten 20 Aminoséauren des Proteins, das Shaker-Peptid bestand aus
den ersten 20 Aminoséduren der Shaker-Splice-Variante ShB mit zwei zusétzlichen
Mutationen: ShB E12K D13K (Murrell-Lagnado und Aldrich, 1993; Holmgren et al.,
1996).

2.4 Datenerfassung und Auswertung

Fiir die Definition der Pulsprotokolle, die Steuerung des Verstérkers und die Auf-
nahme der Daten wurde das Programm PULSE (HEKA) verwendet. Alle Strom-
aufnahmen wurden mit PULSEFIT (HEKA) ausgewertet. Fiir einige Darstellungen
wurde eine nachtrégliche, digitale Filterung bei 1kHz durchgefiihrt. Die erhaltenen
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Daten wurden in Kaleidagraph (Synergy Software, Reading, PA, USA) oder Igor Pro
(Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) weiter verarbeitet.

Alle Mittelwerte werden mit dem Standardfehler angegeben. Zum Vergleich zwei-
er Gruppen wurde ein t-Test mit den Programmen GraphPad Instat (Graphpad
Software) oder Kaleidagraph durchgefiihrt.

Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung Die Spannungsabhéngigkeit der Akti-
vierung wurde aus Strémen berechnet, die durch eine Serie von Pulsen auf un-
terschiedliche Spannungen aktiviert wurden (Strom-Spannungsbeziehung). Fiir die
Berechnung der Leitfahigkeiten wurde ein Gleichgewichtspotential fiir KT von Ey =
—80mV zu Grunde gelegt, das iiber die Nernst-Gleichung fiir die verwendeten Lo-
sungen berechnet und durch die Umkehr von Tailstrémen iiberpriift wurde. Die
Leitfahigkeit G wurde dann aus dem Peakstrom (Ipeqx) bei einer gegebenen Stimu-

lusspannung (V,,,) berechnet:

]eak
G = —rek
Vin — Fx

Die berechneten Werte wurden auf die maximale Leitfahigkeit bei +70mV (G, naz)
normalisiert und mit einer einfachen Boltzmanngleichung gefittet (V;,, Halbmaxi-

male Spannung der Aktivierung, k Steigungsfaktor):

G 1

G VT
max — %

1+e

Der Steigungsfaktor k fasst den Ausdruck % zusammen und ist ein Maf fiir die
wihrend des Aktivierungsschritts pro Kanal iiber die Membran verschobenen La-

dungen.

Spannungsabhdngigkeit der Steady-State-Inaktivierung Die Spannungsabhén-
gigkeit der Steady-State-Inaktivierung wurde aus den maximalen Amplituden I bei
+40mV nach konditionierenden Pulsen auf unterschiedliche Spannungen bestimmt

und auf den grofiten erzielten Peakstrom (I,,,4,) normiert. Die Peakstrome (I/1,4z)
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wurden gegen die Spannung des konditionierenden Puls aufgetragen und mit einer

Boltzmanngleichung wie oben angegeben gefittet.

Inaktivierung von geschlossenen Zustanden Um die Kinetik der Inaktivierung
von geschlossenen Zustdnden zu messen wurde ein Doppelpulsprotokoll verwendet.
Der anféangliche Kontrollpuls auf +40 mV und der konditionierende Zwischenpuls va-
riabler Dauer wurden von einer Spannung von -100 mV ausgefiihrt. Der Peakstrom
wahrend des Testpuls auf +40mV am Ende des Protokolls (I) wurde gegen den
Peakstrom wéhrend des Kontrollpuls (I,,,4,) normiert und in Abhéngigkeit von der
Dauer des konditionierenden Puls aufgetragen. Die resultierende Kurve wurde mit
einer monoexponentiellen Funktion gefittet (1,4, Peakstrom wéihrend des Kontroll-
puls, I Peakstrom wahrend des Testpuls, Ay Steady-State-Amplitude, t Zeit, 7 Zeit-

konstante):

= (1 — Ao)e_é + Ao

Ima:v

Inaktivierungskinetik makroskopischer Stréme Fiir die Bestimmung der Inak-
tivierungskinetik makroskopischer Stréme wurden Pulse vom Haltepotential bei
—80mV oder nach Vorpulsen auf -100 mV auf unterschiedliche Spannungen verwen-
det. Fiir den Vergleich der Inaktivierungskinetik bei Koexpression der unterschiedli-
chen KChIP-Splice-Varianten wurde der verbleibende Strom 30 ms nach Beginn des
Puls durch den Peakstrom geteilt (I39ms/Ipear). Die Dauer von 30 ms erwies sich des-
halb als geeignet, weil zu dieser Zeit der Unterschied im Grad der Inaktivierung fiir
Kv4.2 im Vergleich zu Kv4.2/KChIP2.2 am grofiten war. Der Parameter erméoglichte
einen einfache Vergleich bei einer komplexen, multiexponentiellen Inaktivierungski-
netik.

Fiir eine genauere Analyse wurde eine Summe von bis zu drei exponentiellen Termen
an die Stromkurve gefittet (I Strom, A relative Amplitude, ¢ Zeit, 7 Zeitkonstante):

I = Ag+ Aje ™ + Age 7 + Age 7

Erholung aus der Inaktivierung Die Erholung aus der Inaktivierung wurde durch

Doppelpulsprotokolle mit variabler Dauer des Zwischenpulsintervalls gemessen. Der
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Peakstrom wihrend des Testpuls (2. Puls) wurde auf den Peakstrom wéhrend des
Kontrollpuls (1. Puls) normalisiert und gegen die Dauer des Zwischenpuls aufgetra-
gen. Die so bestimmte Kurve wurde mit einer monoexponentiellen Funktion gefittet,
wobei eine Steady-State-Amplitude beriicksichtigt wurde, wenn die Stréme nicht
vollsténdig inaktivierten (I Strom wéahrend des zweiten Puls, I,,,, Kontrollstrom-
amplitude Ay Steady-State-Amplitude, ¢ Zeit, 7 Zeitkonstante):

=1—(1—Ag)e -

Imam

Deaktivierungskinetik Die Deaktivierungskinetik wurde in einer extrazelluldren
K*™-Konzentration von 130mM bestimmt. Stréme wurden durch depolarisierende
Pulse zunéchst aktiviert, worauf dann Tailstrome bei negativen Spannungen aufge-
nommen werden konnten. Die Kinetik der Tailstrome wurde mit dem Fit einer ex-
ponentiellen Gleichung mit ein oder zwei Zeitkonstanten beschrieben (vgl. Inaktivie-
rungskinetik). Fiir die Untersuchung des Einflusses der Erholung offen-inaktivierter

Kanile auf die Tailstrome wurde die Dauer des depolarisierenden Vorpuls variiert.

Stromdichte Die Stromdichte wurde aus depolarisierenden Pulsen auf 4+40mV
nach einem Vorpuls auf -100mV bestimmt. Sie dient zur besseren Vergleichbarkeit
des erzielten Stromlevels unterschiedlich groler Zellen, indem die Stromamplitude
auf die Membranflédche der Zelle normiert wird. Als Ma#f fiir die Membranfléche konn-
te die Membrankapazitiat dienen, weil die spezifische Kapazitit von Biomembranen
sehr konstant ist (~ 1 pF/cm?). Der resultierende Parameter, die Stromdichte, wird

hier angegeben in pA/pF.

Fiir die Berechnung des Standardfehlers der x-fachen Erhchung der Stromdichte
im Vergleich zum Messwert fiir die Kontrolle, wurde eine lineare und unabhéngige
Fortpflanzung des Fehlers angenommen (Bevington und Robinson, 1992). Fiir den
Fehler einer Messgrofie C' + s¢, die aus dem Quotienten A/B der Groflen A + s4
und B =+ sp berechnet wird, gilt:

2 2
_ 5S4 |, SB
se=C\ gt
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2.5 Modellierung

Fiir die Entwicklung eines Modells fiir die Steuerung von Kv4.2-Kanélen wurde zu-
néchst ein selbstgeschriebenes Programm benutzt. Das Schema 4 (S. 34) wurde als
Markov-Modell in Form eines Systems von Differentialgleichungen formuliert. Die
Uberginge entlang der Aktivierungskette von Cy bis Cy wurden durch spannungs-

abhéngige Hin- und Riickraten beschrieben:

zaqVF
o = Qe BT

726VF

f = Boe RT

Darin sind ap und 3y die Raten bei 0mV und z, und 23 geben die dquivalente La-
dung an, die wahrend des Zustandsiibergangs iiber die Membran bewegt werden.
Die numerische Integration iiber der Zeit wurde durch die Eigenvektor/Eigenwert-
Dekomposition der Matrix des Markov-Modells durchgefiihrt (vgl. Colquhoun und
Hawks, 1995). Die Anfangsbedingungen fiir die Berechnung der Pulsfolgen wurden
direkt durch die Losung der Steady-State-Gleichungen fiir das Markov-Modell be-
rechnet. Die fiir die Simulation von Kv4.2-Stromen eingesetzten Parameter sind
Tabelle 1 (S. 36) zu entnehmen. Alternativ wurde zur Berechnung des entwickelten
Markov-Modells auch das Programm PulseSim (HEKA) eingesetzt (vgl. Steffan,
1998). Die unterschiedlichen Werte fiir z, und z3 wurden fiir PulseSim in ein Ein-
heitliches z und einen Symmetriefaktor s umgerechnet. Die Simulation mit PulseSim

erbrachte dieselben Daten wie zuvor, erwies sich jedoch als deutlich komfortabler.

Fiir die Tailstrom-Analyse (Abb. 15 und 29) wurde das oben beschriebene Modell
fir die Steuerung des Kv4.2-Kanals benutzt (Béhring etal., 2001a). Die Berech-
nung erfolgte mit PulseSim. Fiir die Simulation der Tailstréme bei hyperpolarisierten
Spannungen von Kv4.2A2-40 sowie Kv4.2/KChIP2.1 wurden die Raten angepasst,
so dass die Kinetik der Tailstréme als auch die Kinetik der durch Depolarisation

aktivierten transienten Strome gleich gut reproduziert werden konnten.
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3 Ergebnisse

3.1 Steuerungseigenschaften des Kv4.2-Kanals

3.1.1 Kv4.2-Strome in HEK 293-Zellen

Die Transfektion von HEK 293-Zellen mit cDNA des humanen Kv4.2-Kanals fiihrte
zur Expression von funktionellen Kanélen. Durch depolarisierende Spannungsspriin-
ge von -100mV auf -40 mV oder positiver konnten transiente K*-Strome aktiviert
werden, die durch Kv4.2-Kanéle vermittelt wurden. Depolarisierende Spannungs-
spriinge von -100 mV auf -50 mV oder negativer fiihrten dagegen nicht zur Aktivie-

rung makroskopischer Strome (Abb. 3 A).

Aus den Peakstromen von Stromfamilien wurden Leitfadhigkeits-Spannungs-
Beziehungen abgeleitet, die durch eine Boltzmannfunktion beschrieben werden konn-
ten (Abb. 3 B). anhand dieser Kurven konnte die Spannungsabhéngigkeit der Ak-
tivierung von Kv4.2-Kanélen durch die Spannung der halbmaximalen Aktivierung
Vijg = 5.7£2.2mV und den Steigungsfaktor & = 16.940.7mV (n = 10) angegeben

werden.

Die Spannungsabhéngigkeit der Steady-State Inaktivierung wurde aus den Peakstro-
men wahrend Testpulsen auf +40mV bestimmt, denen konditionierende Vorpul-
se auf unterschiedliche Spannungen vorausgingen. Das Auftragen der normalisier-
ten Peakstrome gegen die Vorpulsspannung ergab eine Beziehung, die durch den
Fit einer Boltzmannfunktion beschrieben werden konnte (Abb. 3 B). Die Span-
nungsabhéngigkeit der Steady-State-Inaktivierung konnte so durch die Parameter
Vijp = —=62.0%+22mV und k = 5.6+ 0.5mV (n = 6) angegeben werden. Die Kur-
ve der Steady-State-Inaktivierung zeigt, dass Kv4.2-Kanile bereits bei -40 mV fast
vollstdndig inaktiviert waren. Schon bei -80 mV war eine geringfiigige Inaktivierung
zu beobachten. Bei einem Haltepotential von -80 mV wurde deshalb vor Testpul-
sen, bei denen eine Inaktivierung von Kv4.2-Kanélen unerwiinscht war, Vorpulse
auf -100mV ausgefiihrt.
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Abb. 3: Kv4.2-Strome in transfizierten HEK 293-Zellen. A: Kv4.2-Stromfamilie, aktiviert
durch Spannungsspriinge von -100 mV auf Spannungen zwischen -50 und -70 mV. Die Null-
linie ist hier und in allen folgenden Abbildungen gestrichelt dargestellt. B: Spannungs-
abhéngigkeit der Aktivierung (ausgefiillte Symbole) und der Steady-State-Inaktivierung
(offene Symbole). Fits von Boltzmannfunktionen sind als durchgezogene Linie dargestellt.

3.1.2 Inaktivierung des Kv4.2-Kanals

Kv4.2-Strome, aktiviert durch depolarisierende Spannungspulse auf +40mV, zeig-
ten eine schnelle Inaktivierung (Abb. 4 A). Innerhalb von weniger als 100 ms war
ein grofler Anteil des Stroms bereits inaktiviert. Eine bemerkenswerte Eigenschaft
der Kv4.2-Stréme ist ihre komplexe Inaktivierungskinetik. Der Verlauf dieser Inak-
tivierung liel sich nur mit drei Zeitkonstanten befriedigend beschreiben. Es gibt eine
sehr schnelle Phase der Inaktivierung (73 = 14 £ 2ms, 70 £+ 3 %), wihrend der ein
groBer Teil des Stroms inaktiviert. Es gibt eine intermediire Phase (15 = 60 4= 7 ms,
21 £ 3%). Und es gibt eine auffillig langsame Phase, wihrend der ein eher gerin-
ger Teil des Stromes inaktiviert (73 = 828 + 93 ms, 6 + 3%, n = 8). Kv4.1-Strome
in Xenopus-Oocyten wurden ebenfalls mit drei Zeitkonstanten beschrieben (Jerng
und Covarrubias, 1997). Der komplexe Verlauf des Stromabfalls wihrend der Inak-
tivierung des Kv4.2-Kanals lief den Schluss zu, dass mehr als ein nicht-leitfahiger

Zustand des Kanals an der Inaktivierungsreaktion beteiligt ist.

Die Inaktivierung von Kv4.2-Strémen, die bei Spannungen zwischen 0 und +70 mV

aktiviert wurden, konnte auf die gleiche Weise mit einer dreifach-exponentiellen
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Abb. 4: Die Kinetik der Kv4.2-Inaktivierung und ihre Spannungsabhéngigkeit. A: Bei-
spiel eines Kv4.2-Stroms, der durch einen Spannungssprung von -100mV auf +40mV
aktiviert wurde. Der Fit einer dreifach-exponentiellen Funktion ist als eine durchgezogene
Linie dargestellt. B: Die Zeitkonstanten der Inaktivierung wurden bei unterschiedlichen
Spannungen gemessen. Die Mittelwerte sind iiber der Spannung aufgetragen. C: Span-
nungsabhéngigkeit der relativen Amplituden zu den in B dargestellten Zeitkonstanten.
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Funktion gefittet werden. Die so ermittelten Zeitkonstanten und ihre relativen Am-

plituden zeigten keine deutliche Spannungsabhéngigkeit (Abb. 4 B und C).

Die Spannungsabhéngigkeit der Steady-State Inaktivierung hatte gezeigt, dass
Kv4.2-Kanéle bereits bei Spannungen eine deutliche Inaktivierung aufweisen, bei
denen keine makroskopischen Strome aktiviert werden (Abb. 3 B). Eine Erkldrung
dafiir ist, dass sie von geschlossenen Zustéanden inaktivieren, wie es fiir Kv4.1-Kanéle
gezeigt wurde (Jerng et al., 1999). Kv4.1-Kanéle verhalten sich demnach anders als
Shaker-Kanile, bei denen die Inaktivierung an den offenen Zustand gekoppelt ist
(vgl. Abschnitt 1.1). Um die Kinetik der Inaktivierung geschlossener Kanéle zu mes-
sen, wurde ein Doppelpulsprotokoll verwendet, in dem Kanéle durch einen kondi-
tionierenden Vorpuls variabler Dauer in die Inaktivierung getrieben wurden. Der
anfiangliche Kontrollpuls und der konditionierende Vorpuls wurden von einer Span-
nung von -100 mV ausgefiihrt, bei der die Kanéle nicht inaktiviert waren (Abb. 5 A).
Die Amplitude wihrend des Testpuls am Ende des Protokolls wurde auf die Am-
plitude des Kontrollpuls normiert und in Abhéngigkeit von der Dauer des kondi-
tionierenden Puls aufgetragen. Die resultierende Beziehung beschreibt die Kinetik
der Inaktivierung im geschlossenen Zustand. Sie zeigte einen monoexponentiellen
Verlauf (Abb. 5 B). Dies wies darauf hin, dass Kanéle direkt in einen einzelnen
geschlossen-inaktivierten Zustand iibergehen. Bei einer Spannung des konditionie-
renden Puls von -50mV war die Zeitkonstante 7 = 960 £+ 190ms (n = 6) und bei
-60mV 7 = 1030 £ 140ms (n = 5). Bei groferen negativen Spannungen war eine

Analyse wegen des geringen Grades an Steady-State-Inaktivierung nicht moglich.

Durch Depolarisierung inaktivierte Kanéle erholen sich wiahrend einer Repolarisie-
rung aus der Inaktivierung und stehen dann wieder fiir die Aktivierung zur Ver-
fiigung. Eine auffillige Eigenschaft von Kv4-Kanélen, in der sie sich von Shaker-
verwandten Kanélen unterscheiden, ist ihre schnelle Erholung aus der Inaktivierung
(vgl. Abschnitt 1.1). Wenn, wie oben angenommen, mehrere nicht leitfihige Zu-
stdnde an der Inaktivierung makroskopischer Kv4-Strome beteiligt sind, stellt sich
die Frage, von welchen dieser Zustdnde die Erholung aus der Inaktivierung statt-
findet und wie dadurch ihre Kinetik bestimmt wird. Die Kinetik der Erholung aus
der Inaktivierung wurde durch ein Doppelpulsprotokoll gemessen, in dem ein er-
ster depolarisierender Puls (Kontrollpuls) die Kanile in die Inaktivierung trieb und
ein repolarisierender Zwischenpuls variabler Dauer die Erholung aus der Inaktivie-

rung erlaubte (Abb. 6 A). Der Peakstrom wéhrend des Testpuls wurde auf den
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Abb. 5: Messung der Inaktivierung geschlossener Kv4.2-Kanéle. A: Inaktivierung von
Kv4.2-Stromen, aufgenommen durch eine Doppelpulsprotokoll mit Kontrolpulsen von
—100mV auf +40mV und Testpulsen auf +40mV, denen ein konditionierender Puls va-
riabler Dauer auf -50 mV vorausging. B: Der Peakstrom wihrend des Testpuls wurde auf
den Peakstrom wihrend des Kontrollpuls normalisiert und iiber der Dauer des konditionie-
renden Puls aufgetragen. Die Spannung des Vorpuls betrug entweder -50 mV (ausgefiillte
Symbole, n = 6) oder -60 mV (offene Symbole, n = 5). Fits monoexpeonentieller Funktio-
nen sind als durchgezogene Linien dargestellt.

Peakstrom des Kontrollpuls normiert und gegen die Dauer des Zwischenpuls aufge-
tragen (Abb. 6 C). Die Kinetik der Erholung aus der Inaktivierung konnte sehr gut
mit einer monoexponentiellen Funktion beschrieben werden. Fiir eine Spannung des
Zwischenpuls von -80mV betrug die Zeitkonstante der Erholung aus der Inaktivie-
rung 7 = 236 +26 ms (n = 11). Dass trotz des komplexen Verlaufs der Inaktivierung
(Abb. 4) die Erholung mit einer Zeitkonstante beschrieben werden konnte, wies dar-

auf hin, dass Kv4.2-Kanile in einem einzelnen inaktivierten Zustand akkumulieren.

Die Kinetik der Erholung aus der Inaktivierung erwies sich als stark spannungs-
abhéngig. Bei hoheren negativen Spannungen des Zwischenpuls war die Erholung
aus der Inaktivierung wesentlich schneller als bei geringeren negativen Spannungen
(Abb. 6 D). So betrug z. B. die Zeitkonstante der Erholung bei -60mV 7 = 656+£120s
(n =4). Bei -120mV betrug die Zeitkonstante 7 = 69+ 11 ms (n = 3). Die Beschrei-
bung der Spannungsabhéingigkeit durch eine exponentielle Funktion ergab eine e-

fache Beschleunigung pro 26 mV Hyperpolarisation.

Wiéhrend der Kontrollpulse in dem Protokoll zur Messung der Erholung aus der In-

aktivierung offneten die Kanéle zunéchst, bevor sie ziigig inaktivierten. Es ist jedoch
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Abb. 6: Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2-Strémen. A: Erholung von Kv4.2-
Kanilen aus der Inaktivierung bei -80 mV nach Kontrollpulsen auf +40mV. B: Erholung
aus der Inaktivierung bei -80 mV nach konditionierenden Pulsen auf -50 mV. C: Peakstro-
me wihrend Testpulsen wie in A (ausgefiillte Symbole) und B (offene Symbole) wurden auf
die Peakstrome der Kontrollpulse normalisiert, gemittelt und gegen die Zwischenpulsdauer
aufgetragen. Fits monoexponentieller Funktionen sind als durchgezogene Linien gekenn-
zeichnet. D: Spannungsabhéngigkeit der Erholung aus der Inaktivierung. Zeitkonstanten
wurden, wie in C gezeigt, flir unterschiedliche Spannungen des Zwischenpuls bestimmt
und in Abh#ngigkeit von der Zwischenpulsspannung auf einer logarithmischen Skala dar-
gestellt. Ausgefiillte Symbole: Erholung nach Kontrollpulsen auf +40mV wie in A. Offene
Symbole: Erholung nach konditionierenden Pulsen auf -50 mV wie in B. Fits monoexpo-
nentieller Funktionen sind als durchgezogenen Linien angegeben.
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moglich, wie oben gezeigt, die Kaniile ohne vorheriges Offnen in die Inaktivierung zu
treiben (Abb. 5). Daher wurde auch die Erholung von Kanélen analysiert, die durch
5s konditionierende Vorpulse auf -50 mV direkt in einen geschlossen-inaktivierten
Zustand iibergingen. Auf diese Weise inaktivierte Kanéle erholten sich bei -80 mV
mit einer Zeitkonstante von 7 = 241+19ms (n = 17, Abb. 6 B), nicht unterschiedlich
von Kanilen, die zunéchst 6ffneten, bevor sie inaktivierten (7 = 236 £ 26 mV). Das
Gleiche galt fiir die Erholung bei anderen Spannungen (Abb. 6 D). Moglicherweise
findet die Erholung aus der Inaktivierung aus dem gleichen geschlossen-inaktivierten

Zustand statt, unabhéngig davon ob die Kanéle zunéchst 6ffneten oder nicht.

Die bisher dargestellten Daten zur Inaktivierung sind alle mit der Idee vereinbar,
dass Kv4.2-Kaniile immer in einem geschlossen-inaktivierten Zustand akkumulieren,
von dem sie sich direkt erholen, ohne noch einmal den offenen Zustand zu durch-
laufen. Bei im offenen Zustand inaktivierenden Shaker-Kanélen sind wahrend der
Erholung aus der Inaktivierung bei negativen Membranpotentialen in Gegenwart
hoher extrazelluldrer K™-Konzentrationen auffillige Tailstrome zu beobachten (De-
mo und Yellen, 1991; Ruppersberg et al., 1991). Diese sollten in Kv4.2-Kanélen nicht
vorhanden sein. Diese Annahme wurde iiberpriift, indem in symmetrischen 130 mM
KT die Amplitude von Tailstromen bei einer stark negativen Spannung von -120 mV
untersucht wurde. Die Tailstrome wurden nach zunehmend ldngerer Dauer des de-
polarisierenden Puls bei +40mV immer kleiner (Abb. 7). Nach 10s Inaktivierung
war kein makroskopischer Tailstrom wahrend der Erholung aus der Inaktivierung

mehr zu beobachten.

3.1.3 Modellierung der Kv4.2-Inaktivierung

Ein rein sequenzielles Schema von Zustandsiibergéngen (Schema 1) ist in der Lage,
z.B. die Aktivierung, das Offnen und die N-Typ-Inaktivierung von Shaker-Kanélen
darzustellen. Hier ist die Inaktivierung strikt an den offenen Zustand gekoppelt und

daher erfolgt auch die Erholung erfolgt durch den offenen Zustand.

31



* * *
2nA‘

1s

[ it ?"'F.:.'.;:a """" T
) } }
+40 mV

laome | [ | |
-120 mV -80 mV

Abb. 7: Die Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2-Kanélen wurde bei -120 mV und in
symmetrischer 130 mM KT-Konzentration gemessen, um zu testen, ob Kanile wihrend der
Erholung den offenen Zustand durchlaufen. Auf depolarisierende Pulse unterschiedlicher
Dauer (2, 5 und 10s) folgte ein Spannungssprung auf -120mV. Drei Aufnahmen von der
gleichen Zelle sind iibereinandergelegt. Die Erholung aus der Inaktivierung nach 640 ms
bei -120mV war vollstdndig (Sternchen). Die darauf folgenden grofien Tailstrome wurden
der Ubersichtlichkeit halber teilweise abgeschnitten.

Ein solches Schema beschreibt nicht die Akkumulation von Kv4.2-Kanélen in einem
geschlossen-inaktivierten Zustand. Ein Modell, das den besonderen Inaktivierungsei-
genschaften des Kv4.1 Kanals Rechnung tragen sollte, wurde von Jerng et al. (1999)
entwickelt (Schema 2).

o Keo
Cr : Ca = 0]
Kic| | Kei kio‘ Koi (2)
Ic Io

Neben einem offen-inaktivierten Zustand gibt es hier einen geschlossen-inaktivierten
Zustand. Um ihn zu erreichen, miissen offene Kanéle zunédchst schlieflen. Dies erkér-
te Beobachtungen an Kv4.1-Mutanten, bei denen ein verlangsamtes Schliefen mit
einer verlangsamten Inaktivierung verbunden war (Jerng etal., 1999). Eine wich-
tige Eigenschaft dieses Modells fiir Kv4.1-Kanile ist, dass die Rate des Schlielens
k. schneller ist als die Rate des Offnens k.. Das Offnen ist ,reverse biased”. Dies
ermoglicht die Akkumulation der Kanile in dem geschlossen-inaktivierten Zustand
Ic.
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Diesem Schema wurde eine Aktivierungskette hinzugefiigt, die einen sigmoiden An-
stieg der Strome simulierte (Schema 3). Der geschlossen-inaktivierte Zustand I¢

wurde um einen weiteren geschlossen-inaktivierten Zustand I ergénzt (Jerng et al.,
1999).

i B 2T 3T ap Koc
Kic| | kej klo‘ Koi
Ic Io (3)
Kdc||ked
Ip

Dieses Schema erwies sich als sehr geeignet, um das Inaktivierungsverhalten
von Kv4.1-Kanilen bei positiven Membranpotentialen zu beschreiben. Insbe-
sondere simulierte es die komplexe, multiexponentielle Inaktivierungskinetik von
Kv4.1-Strémen. Durch die Umkehr-Betonung des Offnens und die Stabilitéit des
geschlossen-inaktivierten Zustands Ip wird erreicht, dass die Kanéle mit zunehmen-
der Zeit der Inaktivierung in einem geschlossen-inaktivierten Zustand akkumulieren.
Zumindest ansatzweise bietet das Schema auch eine Erklarung, wie Kanile bei ge-
ringer Depolarisierung in einen geschlossen-inaktivierten Zustand gelangen, ohne zu
offnen. Ein Mangel dieses Schemas ist, dass es nicht die experimentell beobachtete,
schnelle und spannungsabhéngige Erholung aus der Inaktivierung simulieren kann.
Denn die Erholung aus der Inaktivierung ist hier unabhéngig von der Spannung
durch die Rate k4. limitiert, mit der Kanéle den sehr stabilen Zustand I, verlas-
sen. Diesem Mangel von Schema 3 begegnet die Idee, dass die Inaktivierung des
geschlossenen Kanals an den Aktivierungszustand gekoppelt ist. Diese Kopplung

wurde durch den sogenannten allosterischen Faktor f quantifiziert (Schema 4).
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Ein #hnliches Modell wurde von Greenstein etal. (2000) fiir die Simulation von
Kv4.3-Stromen benutzt. Die prinzipielle Idee dieser Art von Kopplung beruht auf
einem Modell fiir enzymatische Reaktionen von Monod et al. (1965), wo sie als al-
losterisch bezeichnet wird. Die Simulation der experimentellen Kv4.2-Daten wurde
durch das Aufsplitten des offen-inaktivierten Zustands in Ip; und Ips wesentlich

vereinfacht.

Ein Markov-Modell, das auf Schema 4 und den Parametern in Tabelle 1 basierte,
war in der Lage, die experimentell beobachtete Inaktivierungskinetik zu simulieren
(Abb. 8 A). Fiir einen Spannungssprung von -100 auf +40mV simulierte Stromspu-
ren hatten die Zeitkonstanten 7 = 9ms (61 %), 72 = 27ms (31 %) und 73 = 544 ms
(9%). Aufschlussreich sind die Zeitverlaufe der Aufenthaltswahrscheinlichkeit ei-
nes Kanals in bestimmten Zustdnden wéhrend des Spannungssprungs von -100 auf
+40mV (Abb. 8 B). Durch die spannungsabhéingige Aktivierung gelangen die Kanile
sehr schnell in Cy und 6ffnen teilweise auch. Die friihe, schnelle Phase der Inakti-
vierung wird sowohl durch einen Ubergang in die offen-inaktivierten Zustéinde, als
auch in den geschlossen-inaktivierten Zustand Io4 verursacht. Die langsame Phase
der Inaktivierung beruht auf einer Umschichtung von den offen-inaktivierten Zu-
stdnden nach Ioy4, wo die Mehrzahl der Kanéle akkumuliert. Diese Simulation zeigt,
wie die experimentell beobachtete, komplexe und spannungsunabhéngige Inaktivie-
rung (Abb. 4) als auch die Akkumulation in einem geschlossen-inaktivierten Zustand
(Abb. 7) durch ein nichtsequenzielles Schema mit umkehrbetontem Offnungsschritt

erklart werden kann.

Das Modell war ebenfalls in der Lage, die experimentell beobachtete Inaktivierung
im geschlossenen Zustand sowie die Erholung aus der Inaktivierung adédquat zu si-
mulieren (Abb. 8 C und D) . Die simulierte Inaktivierung bei einer Vorpulsspannung
von -50mV hatte eine Zeitkonstante von 7 = 521 ms (Abb. 8 C). Die simulierte Er-
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Abb. 8: Simulation der Kv4.2-Inaktivierung durch ein allosterisches Markov-Modell nach
Schema 4. A: Simulation der Inaktivierung wihrend eines Spannungspuls von -100 auf
+40mV (vgl. Abb. 4). Der Fit einer dreifach-exponentiellen Funktion ist als durchgezogene
Linie dargestellt. B: Die Aufenthaltswahrscheinlichkeit eines Kanals fiir die Zusténde Cy,
Icy, Io1 + 1oz (in Summe) und O (dicke Linie) wéhrend eines Spannungspuls auf +40 mV
wie in A. C: Simulation der Inaktivierung wihrend eines Vorpuls auf -50 mV (vgl. Abb. 5).
D: Simulation der Erholung aus der Inaktivierung bei -120mV (vgl. Abb. 6).
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Tabelle 1: Werte der im allosterischen Modell (Schema 4) fiir die Simulation der Kv4.2-

Eigenschaften benutzten Parameter. Die spannungsabhingigen Raten haben die Form
VF —2z23VF

a = aoezaﬁ fiir die Hinrate und § = ﬁge% fiir die Riickrate. Dabei sind «g und
Bo die Raten bei 0mV und z, und zg geben die dquivalente Ladung an, die wéhrend des
Zustandsiibergangs iiber die Membran bewegt wird. Das Offnen und Schlieflen des Kanals
ist durch koo bzw. koc definiert, die Inaktivierung des offenen Zustands durch kor; und
kro1 bzw. kore und krpo. Alle geschlossenen Zustéinde (C') sind mit inaktivierten Zustén-
den (I¢) iiber kor und ke verbunden. Die Kopplung von Aktivierung und Inaktivierung
ist durch den allosterischen Faktor f definiert.

o 2001/s
Za 1.0
ﬁo 4 1/S
Z3 1.58
kco 400 l/S

koc 1100 ]./S
kO]l 300 1/S

kIOl 30 1/8
kora 301/s
k}]og 15 l/S
kc[ 30 ]./S
kie  0.11/s
f 0.3

holung aus der Inaktivierung bei -120 mV hatte eine Zeitkonstante von 7 = 79 ms
(Abb. 8 D). Schema 4 macht die Inaktivierung von Kv4.2-Kanélen im geschlossenen
Zustand ohne vorheriges Offnen (Abb. 5) verstéindlich. Es zeigt zudem, wie sich die
schnelle Erholung aus der Inaktivierung bei negativen Spannungen (Abb. 6) durch
die Kopplung der Inaktivierung an die geschlossenen Zusténde der Inaktivierungs-

kette interpretieren lasst.

3.1.4 Effekte N-terminaler Deletion

Die N-terminale Deletion ist ein klassisches Experiment zur Untersuchung der Inak-
tivierung des Shaker-Kanals, wo sie die schnelle Inaktivierung vollstdndig beseitigt
(Hoshi et al., 1990). Fiir den Kv4.1-Kanal fithrt die N-terminale Deletion zwar zu
einer Verlangsamung der Inaktivierung, hebt sie aber nicht vollsténdig auf (Jerng
und Covarrubias, 1997). Fiir die Untersuchung dieses Effekts im Kv4.2-Kanal wurde
eine Deletionsmutante benutzt, deren proximaler N-Terminus bis zur T1-Doméne
entfernt war (Kv4.2A2-40, Zhu et al., 1999). Kv4.2A2-40-Kanile vermittelten einen

recht ziigig inaktivierenden A-Typ-Strom, der innerhalb von wenigen 100ms fast
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vollstandig inaktiviert war (Abb. 9 A). Die anféngliche Inaktivierung von Kv4.2A2-
40 war deutlich langsamer als die des Wildtyp-Kv4.2. Ein dhnliches Ergebnis hatten
zuvor Jerng und Covarrubias (1997) fiir die N-terminale Deletionsmutante Kv4.1A2-
71 erhalten.

Zwar inaktivierte Kv4.2A2-40 anfinglich langsamer als Kv4.2, der Strom erreichte
jedoch frither die Nulllinie, den Steady-State der Inaktivierungsreaktion. Diese Un-
terschiede zwischen Kv4.2A2-40 und Kv4.2 in der Inaktivierungskinetik fithren zu
einem Uberkreuzen der normalisierten Stromaufnahmen (Abb. 9 A). Anders als bei
Kv4.2 lief3 sich die Inaktivierung von Kv4.2A2-40 befriedigend mit zwei Zeitkonstan-
ten beschreiben (77 = 100+ 23 ms, (59 £3 %), 72 = 293 £27ms, (41 £3%), n =5).
Auch Jerng und Covarrubias (1997) beschrieben die Inaktivierung von Kv4.1A2-71
mit nur zwei Zeitkonstanten. Dieses FErgebnis lie8 die Schlussfolgerung zu, dass zwei
nicht leitfahige Zustédnde ausreichend sind, um die Inaktivierung von Kv4.2A2-40

zu beschreiben.

Aufler auf die Inaktivierung hatte die N-terminale Deletion auch einen Einfluss auf
die Kinetik der Deaktivierung. Tailstrome wurden bei Membranspannungen zwi-
schen -110 und -50mV gemessen, nachdem Kanéle durch einen kurzen depolari-
sierenden Puls aktiviert worden waren. Die Kinetik dieser Tailstrome wurde durch
eine monoexponentielle Funktion beschrieben. Kv4.2-Tailstrome fielen bei -50 mV
mit einer Zeitkonstante von 7 = 7.6 + 1.1ms (n = 5) ab, wihrend Tailstrome
von Kv4.2A2-40 mit 7 = 15.6 + 7.9ms (n = 3) bei der gleichen Spannungen viel
langsamer abfielen (Abb. 9 B). Fiir beide Kanaltypen verlangsamte sich die Deak-
tivierung mit zunehmender Depolarisation (Abb. 9 C). Der Fit einer exponentiellen
Funktion ergab fiir Kv4.2 eine e-fache Verlangsamung der Zeitkonstante pro 34 mV
Depolarisierung und fiir Kv4.2A2-40 pro 40 mV. Da die Spannungsabhéngigkeit der
Deaktivierung von Kv4.2 und Kv4.2A2-40 sich nicht stark unterscheidet, ist fiir
die verlangsamte Deaktivierung von Kv4.2A2-40 vermutlich kein Ubergang in der

Deaktivierungskette, sondern das Schliefien der Kanile (O — C') verzogert.

Offensichtlich unterschieden sich Kv4.2-Kanéle in ihrer Inaktivierung von Shaker-
Kanélen, bei denen die N-terminale Deletion die schnelle Inaktivierung vollstdndig
aufhob (Hoshi et al., 1990). Die verbleibende Inaktivierung der N-terminalen Deleti-
onsmutante Kv4.2A2-40 war nicht auf den N-Terminus angewiesen, folgte also nicht
dem ball and chain-Modell (siehe Einleitung 1.1). Es boten sich zwei Erkldarungen
fiir den Unterschied in der Inaktivierung von Kv4.2 und Kv4.2A2-40 an: (1) Ent-
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Abb. 9: Effekte der N-terminalen Deletion auf Kv4.2-Stréme. A: Kv4.2A2-40-Strome
wurden durch einen Spannungspuls von -100 mV auf +40mV aktiviert. Die Inaktivierung
konnte durch eine zweifach-exponentielle Funktion beschrieben werden (durchgezogene Li-
nie). Zum Vergleich wurde ein Kv4.2-Wildtyp-Strom (vgl. Abb. 4) auf das Maximum des
Kv4.2A2-40-Stroms normalisiert der Darstellung iiberlagert. B: Tailstrome von Kv4.2 und
Kv4.2A2-40 wurden 4 ms nach der Aktivierung durch einen Spannungssprung von -100 auf
+40mV bei -50mV in symmetrischer 130 mM K*™-Konzentration gemessen. Die durchge-
zogene Linie ist der Fit einer monoexponentiellen Funktion an den Kv4.2A2-40-Tailstrom.
Die Strome wurden auf die maximale Auslenkung normalisiert C: Die Deaktivierungskine-
tik von Kv4.2-Stromen (ausgefiillte Symbole) und Kv4.2A2-40-Stromen (offene Symbole)
wurde fiir unterschiedliche Spannungen bestimmt. Die ermittelten Zeitkonstanten sind
iiber der Spannung aufgetragen. Die Spannunsabhéngigkeit der Deaktivierung wurde mit
einer monoexponentiellen Funktion beschrieben (durchgezogene Linie).
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Tabelle 2: Steuerungseigenschaften von Kv4.2 und Kv4.2A2-40. Die Spannungsabhéngig-
keit der Aktivierung und der Steady-State-Inaktivierung wurden mit einer Boltzmannfunk-
tion beschrieben (vgl. Abb. 3). V5 ist die Spannung der halbmaximalen Aktivierung bzw.
Inaktivierung, k der Steigungsfaktor. Die Inaktivierungskinetik makroskopischer Stréome
bei +40mV wurde durch eine Exponentialfunktion mit drei (Kv4.2) bzw. zwei (Kv4.2A2-
40) Zeitkonstanten beschrieben (vgl. Abb. 4 und 9). Die Kinetik der Inaktivierung geschlos-
sener Kanile bei -60 mV bzw. -50 mV wurde durch ein Doppelpulsprotokoll bestimmt wie
in Abb. 5 beschrieben. Die Kinetik der Erholung aus der Inaktivierung bei -80 mV wurde
entweder durch ein einfaches Doppelpulsprotokoll oder mit konditionierenden Vorpuls auf
-50mV bestimmt (vgl. Abb. 6). Die Deaktivierungskinetik wurde durch eine monoexpo-
nentielle Funktion beschrieben (vgl. Abb. 9).

Kv4.2 Kv4.2A2-40

Spannungsabhingigkeit der Aktivierung
Vi/s (mV) 5.7+£22 —33+3.0
k (mV) 16.9 £ 0.7 16.3 +0.8

(n =10) (n =6)
Steady-State-Inaktivierung
Vijz (mV) —62.0 £ 2.2 —54.5 £ 2.2
k (mV) 584+0.5 5.3+0.7

(n=6) (n=5)
Inaktivierung bei +40 mV
71 (ms) 14£2 100 £ 23 ms
To (ms) 60+ 7 297 + 27 ms
73 (ms) 823 +93
A (%) 70+3 59+ 3%
As (%) 21+3 41+3%
As (%) 6+3

(n=S8) (n = 5)
Inaktivierung bei -60 mV bzw. -50 mV
T_6omy (ms) 10304140 (n=17) 912+ 79 (n =5)
T_s0my (ms) 959 £ 188 (n = 6) 774 +79 (n =5)
Erholung aus der Inaktivierung
T_somy (ms) 236 £26 (n=11) 260 + 80
Erholung aus der Inaktivierung mit konditionierendem Vorpuls
T_gomy (ms) 241 +19 (n=17) 203 +23 (n = 15)
Deaktivierungskinetik bei -50 mV
7 (ms) 76+1.1 (n=4) 16 £3 (n=23)
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weder besitzt Kv4.2 einen einzigen Inaktivierungsmechanismus, der unabhéngig von
der Anwesenheit des N-Terminus ist, aber in seiner Kinetik durch den N-Terminus
moduliert wird. (2) Oder aber es gibt im Kv4.2-Kanal zwei grundsétzlich verschie-
dene Inaktivierungsmechanismen, von denen einer auf den N-Terminus angewiesen
ist, wie es im ball and chain - Modell der Fall ist, wihrend der zweite in der Inak-
tivierung im geschlossenen Zustand besteht. Durch die N-terminale Deletion wird
in diesem Fall die Inaktivierung des offenen Zustands Ip aufgehoben, wihrend die
Inaktivierung des geschlossenen Zustands ¢4 bestehen bleibt (vgl. Schema 4). Jerng
etal. (1999) nehmen, wie in der zweiten Erklarung vorgeschlagen, zwei unterschied-
liche Mechanismen an, indem sie zwischen einem ,,schnellen® und einem ,,langsamen®
Inaktivierungsprozess unterscheiden. Im Einklang damit steht auch die Schlussfol-
gerung, dass zwei geschlossene Zusténde (ndmlich Cy und I¢4) ausreichend sind, um
die Inaktivierung von Kv4.2A2-40 zu beschreiben, wihrend kein offen-inaktivierter
Zustand (/o) mehr vorhanden ist. In den die Inaktivierung im geschlossenen Zustand
beschreibenden Parametern (Erholung aus der Inaktivierung, Inaktivierung bei —60
und -50mV) zeigte Kv4.2Delta2-40 keinen deutlichen Unterschied zu Kv4.2 (Tabel-
le 2)

3.2 Untersuchung der Kv4.2-Inaktivierung im offenen Zustand

Die Eigenschaften von Kv4.2A2-40-Kanélen konnten dadurch erklart werden, dass
die Deletion den offen-inaktivierten Zustand vollstindig beseitigte. Es war daher
denkbar, dass Kv4.2-a-Untereinheiten, dhnlich wie Shaker, in ihrem proximalen N-
Terminus eine Inaktivierungsdoméne besitzen. Diese Annahme wird dadurch un-
terstiitzt, dass die ersten zehn Aminosduren des Kv4.2-N-Terminus unpolar sind,
wie es fiir die entsprechende Inaktivierungsdoméne bei Shaker der Fall ist (Murrell-
Lagnado und Aldrich, 1993).

3.2.1 Inaktivierung des Kv2.1-Kanals durch den Kv4.2-N-Terminus

Fiir die Analyse der Inaktivierung des Kv4.2 im offenen Zustand (O — Ip) erwies
sich das Vorhandensein weiterer ebenfalls relativ schneller Inaktivierungsprozesse
(C — Igg und O — C — Igy) als hinderlich. Um die Eigenschaften des offen inak-

tivierten Zustands zu untersuchen, wurde daher die Kanal-Chimére Kv2.1(4.2NT)
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Abb. 10: Der Kv4.2-N-Terminus iibertragt eine schnelle Inaktivierung auf Kv2.1. Stréme
von Kv4.2 (A) Kv2.1 (B) und der Kanal-Chimére Kv2.1(4.2NT) mit intaktem (C) oder de-
letiertem N-Terminus (D) wurden durch Spannungsspriinge von -100 (Kv4.2) bzw. -80 mV
auf +50mV aktiviert. Die entsprechenden Konstrukte sind durch Schemata illustriert.
Kv4.2-Bereiche sind schwarz, Kv2.1-Bereiche grau gefirbt.
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konstruiert, in der der cytoplasmatische N-Terminus des Kv2.1-Kanals vollsténdig
durch den homologen Bereich des Kv4.2 ersetzt wurde. Der Kv2.1-Kanal erschien
dafiir geeignet, weil er eine vergleichsweise langsame Inaktivierung zeigt (Abb. 10 B),
die vor allem von geschlossenen Zusténden erfolgt, wiahrend die Inaktivierung des
offenen Zustands kaum eine Rolle spielt (Klemic et al., 1998). Zudem fiihrte die Ap-
plikation eines Peptids der Shaker-Inaktivierungsdoméne zu einer schnellen Blockie-
rung von Kv2.1-Stromen (Isacoff et al., 1991), was zeigt, dass Kv2.1 einen Rezeptor
fiir die N-terminale Shaker-Inaktivierungsdoméne besitzt. Es war daher davon aus-
zugehen, dass die Kv2.1-eigene Inaktivierung das Studium einer u. U. durch den
Kv4.2-N-Terminus iibertragen Inaktivierung des offenen Zustands nicht storen wiir-
de.

Tatsichlich zeigten die durch die Kanal-Chimére Kv2.1(4.2NT) vermittelten K*-
Auswirtsstrome eine deutliche Komponente schneller Inaktivierung (Abb. 10 C).
Die Inaktivierungskinetik konnte mit zwei Zeitkonstanten beschrieben werden (1, =
120+ 13 ms, 82+3 %; 75 = 5.94+1.1s; n = 6). Die relative Amplitude des Stroms, der
nach 1s Testpuls bestehen blieb, betrug 32 +4 % des Peakstroms. Die Inaktivierung
des Kv2.1-Wildtyps dagegen war um mehr als eine Groflenordnung langsamer (7 =
3.44+0.3s, n = 14). Dieses Ergebnis zeigte deutlich, dass der Kv4.2-N-Terminus eine

schnelle Inaktivierung auf Kv2.1 -Kanéle iibertrug.

Es stellte sich die Frage, ob in Kv2.1(4.2NT) die schnelle Inaktivierung allein durch
die ersten 40 Aminosauren des Kv4.2-N-Terminus bewirkt wurde, wie es der Vor-
stellung im ball and chain-Modell entsprach. Um dies zu iiberpriifen wurde das
N-terminal deletierte Konstrukt Kv2.1(4.2NTA40) hergestellt. Diesem Konstrukt
fehlten die ersten 40 Aminoséduren der N-Terminalen Kv4.2-Sequenz. Die Expressi-
on von Kv2.1(4.2NTA40)-Kanilen fithrte zu Auswértsstromen, die sogar langsamer
inaktivierten (7 = 11.1 £ 1.6s; n = 6) als die Kv2.1-Stréme (Abb. 10 D). Dieses
Ergebnis zeigte, dass die Deletion des proximalen N-Terminus die schnelle Inakti-
vierung der Chimére vollstandig aufhob. Zusammengefasst sind diese Ergebnisse in
Einklang mit der Hypothese, dass der proximale Kv4.2-N-Terminus als inaktivieren-

der Bereich fungiert.

Die N-terminale Inaktivierungsdoméne von Shaker fithrt auch zur Inaktivierung,
wenn sie im Inside-Out-Patch als l6sliches Peptid auf den nicht inaktivierenden,
N-terminal deletierten Shaker-Kanal (Zagotta etal., 1990) oder auf Kv2.1-Kanile
(Isacoff et al., 1991) appliziert wird. Es sollte nun untersucht werden, ob der Kv4.2-
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N-Terminus einen vergleichbaren Effekt hat, wenn er auf Inside-Out-Patches mit
nicht inaktivierenden Kv4.2-Kanélen appliziert wird. Fiir dieses Experiment wur-
den zwei Peptide verwendet: (1) ein Kv4.2-Peptid, das den ersten 20 Aminosiduren
des Kv4.2-N-Terminus entsprach und (2) zur Kontrolle ein 20 Aminosduren langes
Shaker-Peptid (ShBE12HDI13K), das bereits zuvor beschrieben wurde (Murrell-
Lagnado und Aldrich, 1993, Abb. 11 A). Die Applikation des Kv4.2-Peptids auf
die cytoplasmatische Seite von Inside-Out-Patches mit Kv2.1-Kanélen fiihrte zu ei-
ner schnellen Inaktivierung der Strome (Abb. 11 B, 2). Die Inaktivierung durch das
Peptid konnte durch eine monoexponentielle Funktion beschrieben werden. Die Zeit-
konstante betrug bei einer Kv4.2-Peptid-Konzentration von 100 uM 7 = 65 £ 11 ms
(n =5). Nach dem Auswaschen des Peptids stellte sich wieder der fiir Kv2.1-Strome
typische, langsame Abfall des Stromes ein (Abb. 11 B, 3). Die Applikation von
100 uM des ShB E12H D13K-Peptids fithrte zu einer dhnlich schnellen Inaktivie-
rung der Kv2.1-Strome (7 = 51+ 11ms, n = 5; Abb. 11 C, 2). Auch hier konnte der
Block des Kanals durch Auswaschen des Peptids aufgehoben werden (Abb. 11 C,
3). Diese Ergebnisse zeigten, dass das N-Terminale Kv4.2-Peptid ebenso als Poren-
blocker auf Kv2.1-Kanile wirken konnte wie das ShB E12H D13K-Peptid.

Intrazelluldre Porenblocker wie Tetraethylammonium (TEA) verlangsamen die In-
aktivierung von Shaker-Stromen, weil der Blocker mit dem N-terminalen Inaktivie-
rungspartikel um die Bindestelle in der Pore kompetitiert (Choi etal., 1991; Zhou
etal., 2001). Hier wurde der Effekt von intrazellulirem TEA auf die Inaktivierungs-
kinetik von Kv2.1(4.2NT)-Strémen im Whole-Cell-Modus untersucht. Dazu wurde
TEA der intrazelluldren Losung in der Patchpipette hinzugefiigt. In Gegenwart von
TEA war die Inaktivierung im Vergleich zu Kontrollmessungen ohne TEA verlang-
samt. Bei einer TEA-Konzentration von 10 mM hatte die schnelle Komponente aus
dem zweifach-exponentiellen Fit eine Zeitkonstante von 7, = 280 £ 37ms (n = 7,
Abb. 12 A). Der TEA-Effekt war konzentrationsabhingig: Mit steigender TEA-
Konzentration verlangsamte sich der Inaktivierungsprozess. Die Zeitkonstante er-
hohte sich linear um etwa 18 ms pro 1 mM erhohter TEA-Konzentration (Abb. 12 B).
Der mittlere Peakstrom bei unterschiedlichen TEA-Konzentrationen variierte stark,
vermutlich wegen Expressionsschwankungen in den Stichprobengruppen (3.6 £ 1.0,
0.8+0.2, 1.0£0.3 und 1.2 £ 0.2nA bei 0, 2, 5 bzw. 10mM TEA).
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A +
Kv4.2: H-MAAGVAAWLPFARAAAIGWM-NH2

ShB E12K D13K: H-MAAVAGLYGLGKKRQHRKKQ-NH2
+++ 4+

1 Kontrolle 1 Kontrolle
2 + Kv4.2-Peptid 2 + ShB E12K D13K
3 nach Auswaschen 3 nach Auswaschen

Abb. 11: Block von Kv2.1-Kanilen durch Applikation N-terminalen Peptids. A: N-
terminales Peptid von Kv4.2 bzw. ShB mit den Mutationen E12K und D13K. B: Applikati-
on von Kv4.2-Peptid auf die intrazelluldre Seite eines Inside-Out-Patchs, der Kv2.1-Kaniile
enthielt. Die Strome wurden durch einen Spannungspuls von -100 auf +50mV aktiviert.
Skalierung: 100 pA, 30 ms. C: Effekt der Applikation von N-terminalem ShB E12K D13K-
Peptid. In diesem Experiment wurden die Stréme durch einen Spannungssprung von -100
auf +100mV aktiviert, um groflere Amplituden zu erhalten. Skalierung: 200 pA, 30 ms.
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Abb. 12: Intrazelluldres TEA beeinflusst die Kv2.1(4.3NT)-Inaktivierung. A: Normali-
sierte Kv2.1(4.2NT)-Stromaufnahmen von zwei unterschiedlichen Zellen in Abwesenheit
(Kontrolle) und in Gegenwart von 10mM TEA. Die Strome wurden durch Spannungs-
spriinge von -100 auf +50 mV aktiviert. B: Konzentrationsabhéngigkeit des TEA-Effekts.
Der Stromabfall wurde mit zwei Zeitkonstanten beschrieben. Die Darstellung zeigt die
mittleren Werte fiir 71 in Anwesenheit von 0, 2, 5 und 10 mM TEA in der Pipettenlosung.

Eine lineare Regression (durchgezogene Linie) ergab eine Erhéhung von 71 um 18 ms pro
1mM TEA.

3.2.2 Erholung aus der Inaktivierung von Kv2.1(4.2NT)

Die Erholung aus der Inaktivierung von Shaker-Kanélen zeigt charakteristische Ei-
genschaften, die in direktem Zusammenhang stehen mit dem Ubergang Ip — O — C
(Demo und Yellen, 1991; Ruppersberg etal., 1991). Da Shaker-Kanile nach der
Erholung aus der Inaktivierung zunéchst geoffnet sind, bevor sie deaktivieren,
kommt es bei geeigneten experimentellen Bedingungen zu einer kurzzeitigen Zu-
nahme der Tailstrome, bevor sie abfallen. Die Untersuchung der Tailstrome von
Kv2.1(4.2NT)-Kanilen zeigte, dass auch hier inaktivierte Kanéle zunéchst wieder
offnen (Abb. 13 A). Die Kinetik der Tailstréme hing deutlich von der Dauer der vor-
ausgehenden Depolarisierung ab. Nach kurzen depolarisierenden Vorpulsen (z. B.
40 ms) fielen die Tailstrome ohne weitere Verzogerung ab (Pfeil 1 in Abb. 13 A und
Abb. 13 B). Nach ldnger andauernden Depolarisierungen (z. B. mehr als 1 s) war
bereits ein groffer Anteil der Kv2.1(4.2NT)-Kanile inaktiviert. Die Repolarisierung
fithrte dann zu Tailstromen mit verdnderter Kinetik und zu einer kurzzeitigen Er-
hohung der Amplitude (Pfeil 2 in Abb. 13 A und Abb. 13 C). Diese kurzzeitige
Erhohung der Amplitude zeigte, dass inaktivierte Kv2.1(4.2NT)-Kanéle wihrend
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Abb. 13: Kv2.1(4.2NT)-Kanile 6ffnen wihrend der Erholung aus der Inaktivierung. A:
Kv2.1(4.2NT)-Tail Stréme wurden in 130mM KT bei -50mV aufgenommen. Die Dauer
des aktivierenden und inaktivierenden Vorpulses von -80 auf +50 mV war variabel. B, C:
Tailstrome nach einer kurzen (40mV, Pfeil 1 in A) und nach einer langen Depolarisation
(1.3s, Pfeil 2 in A) sind vergroBert dargestellt in B bzw. C, wozu sie auf die héchste
negative Auslenkung des Stroms normalisiert wurden. Man achte auf den anfinglichen
Anstieg des Tailstroms in C, der das Offnen von inaktivierten Kaniilen anzeigt.
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der Erholung aus der Inaktivierung zunéchst wieder 6ffnen, bevor sie deaktivieren.
Zusitzlich zur kurzzeitigen Erhohung der Amplitude zeigte sich das Offnen der in-

aktivierten Kanéle auch in einem stark verlangsamten Abfall der Tailstréme.

Hohe extrazellulire KT-Konzentrationen, wie sie in den oben beschriebenen
Tailstrom-Experimenten verwendet wurden, verringern bei Shaker die Affinitdt der
N-terminalen Inaktivierungsdomaéne fiir die Bindestelle in der Kanalpore. Dies fiihrt
zu einer Beschleunigung der Erholung aus der Inaktivierung (Demo und Yellen,
1991). Um zu priifen, ob diese charakteristische Eigenschaft auch fiir die Erholung
aus der Inaktivierung von Kv2.1(4.2NT)-Kanalen zutrifft, wurde der Verlauf der Er-
holung aus der Inaktivierung in [K*], von 5 bzw. 130 mM verglichen. Die Erholung
aus der Inaktivierung in 5mM K* war relativ langsam (Abb. 14 A). Innerhalb der
ersten 40 ms war keine Erholung aus der Inaktivierung erkennbar (Abb. 14 C). Die
Kinetik der Erholung konnte gut mit einer einzigen Zeitkonstante (7,.. = 1.5+0.25s,
n = 5) beschrieben werden (Abb. 14 D). Im Gegensatz dazu war die Erholung aus
der Inaktivierung in 130 mM K% sehr schnell, so dass Kv2.1(4.2NT)-Strome sich in-
nerhalb von 40 ms nahezu vollstandig aus der Inaktivierung erholten (Abb. 14 B, C).
Auf die schnelle Erholung aus der Inaktivierung in 130 mM K™ folgte bei lingeren
Zwischenpulsen eine Zunahme des Peakstroms iiber den Kontrollwert hinaus (,,overs-
hoot“). Bei noch léngeren Zwischenpuls-Intervallen nahm der Peakstrom allméhlich
wieder ab, bis der Kontrollwert wieder erreicht war. Der overshoot lasst sich dadurch
erkldren, dass zum einen der Peakstrom wéahrend des Kontrollpuls durch die Inak-
tivierung reduziert ist und zum anderen Kv2.1(4.2NT)-Kanéle sich bei 130 mM K*
schneller aus der Inaktivierung erholen, als sie deaktivieren. Dies fithrt zu einer Ak-
kumulation von Kanélen im offenen Zustand, so dass der Peakstrom wéhrend des
Testpulses den Peakstrom wéhrend des Kontrollpulses iibersteigt. Fiinf Messpunkte
innerhalb der ersten 64 ms konnten mit einer monoexponentiellen Funktion beschrie-
ben werden ( T,.. = 27 £ 7ms, n = 5, Abb. 14 D). Es konnte also erstens gezeigt
werden, dass Kv2.1(4.2NT) Kanéle wihrend der Erholung zunéchst 6ffnen, und dass
zweitens die Erholung aus der Inaktivierung durch eine erhéhte extrazellulire K-

Konzentration beschleunigt wird.

3.2.3 Inaktivierung des offenen Zustands bei Kv4.2

Die Ergebnisse der Experimente mit der Kanal-Chimére Kv2.1(4.2NT) zeigten, dass

der Kv4.2-N-Terminus zu einer schnellen Inaktivierung fiithrt, basierend auf einem
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Abb. 14: Die extrazellulires KT-Konzentration beeinflusst die Erholung von
Kv2.1(4.2NT)-Kanélen aus der Inaktivierung. A, B: Beispielaufnahmen der Erholung aus
der Inaktivierung von Kv2.1(4.2NT)-Kanélen bei -80mV mit [K*], von 5mM (A) und
130mM (B) mit derselben Zeitskala. C: Wihrend nach 40ms in 5mM [K*], keine Erho-
lung beobachtet werden konnte, erreichten die Amplituden der Stréme in 130 mM [K*],
innerhalb dieses Intervalls die Amplitude der Kontrolle. D: Der Peakstrom wihrend des
Testpuls wurde auf den Peakstrom wihrend des Kontrollpuls normalisiert und iiber der
Dauer des Zwischenpuls auf einer logarithmischen Zeitskala aufgetragen. Die Kinetik der
Erholung aus der Inaktivierung in 5mM (offene Symbole) und 130 mM [K*], (ausgefiillte
Symbole) wurde durch den Fit einer monoexponentiellen Funktion beschrieben. Wegen
des overshoot (siehe Text) wurden nur die ersten fiinf Datenpunkte (ausgefiillte Kreise)
der in 130 mM K™ gewonnen Daten fiir den Fit beriicksichtigt.
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Abb. 15: Kinetische Analyse der Tailstrome von Kv4.2-Kanélen. A: Beispielaufnah-
men von Kv4.2-Strémen in 130mM [KT*],, die mit einem Protokoll dhnlich dem fiir
Kv2.1(4.2NT) verwendeten (Abb. 13 A) aufgenommen wurden. B: Schneller Abfall der
Tailstrome nach einer kurzen Depolarisation (4 ms, Pfeil 1 in A). C: Tailstrome nach einer
langer andauernden Depolarisation (64 ms, Pfeil 2 in A) zeigen eine deutliche, langsame
Komponente. Durchgezogene Linien in B und C représentieren Fits zweifach-exponentieller
Funktionen. D, E: Zusammenfassung der Ergebnisse des zweifach-exponentiellen Fits.
Schnelle (ausgefiillte Kreise) und langsame (ausgefiillte Quadrate) Zeitkonstanten des Ab-
falls der Tailstrome, sowie ihre relativen Amplituden (entsprechende offene Symbole in
E) wurden in Abhéngigkeit von der Dauer des depolarisierenden Vorpuls aufgetragen.
Man beachte, dass die relative Amplitude der langsamen Zeitkonstante mit der Dauer
des Vorpuls ansteigt. Durchbrochene Linien in D und E stehen fiir die Vorhersagen des
Kv4.2-Modells (s.o0. Abschnitt 3.1).
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Block des Kanals durch eine proximale Inaktivierungsdoméne. Vor dem Hintergrund
dieser Analyse der Kv2.1(4.2NT)-Inaktivierung wurde nun von neuem die Inaktivie-
rung des Kv4.2-Kanals untersucht. Wenn es zutrifft, dass der Kv4.2-N-Terminus
auch im Kv4.2-Kanal eine Inaktivierung durch Blockierung des offenen Kanals her-
vorruft, so muss sich das Offnen der auf diese Weise inaktivierten Kanile iiber die
Kinetik der Tailstrome nachweisen lassen. Diese Annahme wurde durch die Untersu-
chung von Tailstrémen iiberpriift, die bei -50 mV gemessen wurden, nachdem Kanéa-
le durch depolarisierende Pulse variabler Dauer auf +50mV in unterschiedlichem
Grade inaktiviert wurden (Abb. 15). Die Beschreibung der Kv4.2-Tailstrome mit
einer zweifach-exponentiellen Funktion ergab eine gute Anndherung. Nach kurzen
depolarisierenden Vorpulsen (z.B. 4ms) betrug die Amplitude der schnellen Kom-
ponente (73 = 3.9+ 0.7ms, n = 4) 95+ 1% des gesamten Stromabfalls (Pfeil 1 in
Abb. 15 A und B) . Die langsame Komponente trug nur geringfiigig zum Stromabfall
bei (7 = 10.0 & 2.0ms, n = 4). Nach ldngeren Depolarisationen (z.B. 64 ms) war
die schnelle Komponente verlangsamt (7; = 10.0 £ 2.0ms, n = 4) und die relative
Amplitude war auf 63 £ 7% reduziert (Pfeil 2 Abb. 15 A und C). Die langsame
Komponente (15 = 199 + 30 ms, n = 4) trug jetzt zu einem groferen Anteil des ge-
samten Stromabfalls bei. Die Abhéngigkeit der Deaktivierungskinetik von der Dauer
des depolarisierenden Vorpuls ist in Abbildunbg 15 D und E zusammengefasst. Die-
se Unterschiede in der Kinetik der Tailstrome kénnten darauf beruhen, dass Kanéle

offneten bevor sie deaktivierten.

Oben wurde die Hypothese aufgestellt, dass im Kv4.2A2-40-Kanal keine Inakti-
vierung des offenen Zustands stattfindet, weil die N-terminale Inaktivierungsdo-
méne deletiert wurde. Die Kinetik der Tailstrome wére dann ausschlielich durch
das Schlieflen der Kanile bestimmt. Um diese Voraussage zu bestétigen, wurden
Kv4.2A2-40-Tailstrome nach depolarisierenden Testpulsen unterschiedlicher Dauer
analysiert, wie es fiir Kv4.2-Wildtyp-Kanile durchgefiihrt wurde. Die Deaktivie-
rungskinetik von Kv4.2A2-40-Tailstromen erwies sich als unabhéingig von der Dau-
er des depolarisierenden Vorpuls (Abb. 16 A). Im Gegensatz zu Kv4.2 konnten die
Tailstrome von Kv4.2A2-40 durch eine einfach-exponentielle Funktion beschrieben
werden. Die Zeitkonstanten waren 7 = 14.3 £ 3.5ms (n = 3) nach einem kurzen
depolarisierenden Vorpuls von 4ms und 7 = 20.3 + 2.3ms (n = 3) nach einem
lingeren depolarisierenden Vorpuls von 64 ms. Die Zeitkonstanten der Kv4.2A2-40-
Tailstrome hingen nicht deutlich von der Dauer des vorausgegangenen depolarisie-

renden Puls ab (Abb. 16 B). Wie zuvor gezeigt wurde, ist die Deaktivierungskinetik
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Abb. 16: Kinetische Analyse der Tailstrome von Kv4.2A2-40-Kanélen. Tailstréme wur-
den mit dem gleichen Protokoll wie fiir Kv4.2 verwendet aufgenommen (Abb. 15 A). A:
Normalisierte Kv4.2A2-40-Tailstrome nach depolarisierenden Vorpulsen von 4 bzw. 64 ms
Dauer, zum Vergleich iibereinandergelegt. Fits einfach-exponentieller Funktionen sind als
durchgezogene Linien dargestellt. B: Die erhaltenen Zeitkonstanten wurden iiber der Dau-
er des depolarisierenden Vorpuls aufgetragen. Die Vorhersage eines Kv4.2A2-40-Modells
ist als durchbrochene Linie gekennzeichnet. Diesem Modell fehlt der offen-inaktivierter
Zustand und die Rate des Schlielens koo wurde 5-fach verringert.

von Kv4.2-Kanélen durch die Deletion der ersten 40 Aminoséuren insgesamt verlang-
samt (Abb. 9 C). Um die Steuerung des Kv4.2A2-40 Kanals zu simulieren, wurde der
Io-Zustand aus dem allosterischen Kv4.2-Modell (Schema 4, S. 34) entfernt und die
Rate des Schlielens ko wurde 5-fach verringert. Die Ergebnisse fiir die simulierten
Tail-Stréme sind in Abb. 16 B angegeben.

Die bisher beschriebenen Ergebnisse zeigten, dass die Inaktivierung im offenen Zu-
stand bei Kv4.2A2-40-Kanélen nicht vorhanden war. Zudem erwies sich das N-
terminale Peptid von Kv4.2 als wirksamer Inaktivierungspartikel fiir den Kv2.1-
Kanal. Es sollte nun gezeigt werden, dass auch offene Kv4.2-Kanile durch das
N-terminale Peptid blockiert werden koénnen. Dazu wurde das N-terminale Pep-
tid von Kv4.2 auf die die Innenseite eines Inside-Out-Patches mit Kv4.2A2-40-
Kanilen appliziert (Abb. 17). Unter Kontrollbedingungen konnten Kv4.2A2-40-
Stréme durch eine zweifach-exponentielle Funktion mit 7, = 12 4+ 2ms (55 + 4 %)
und 7 = 148 +32ms (n = 8) gefittet werden (Abb. 17 1). Wahrend der Applikation
des N-terminalen Kv4.2-Peptids in einer Konzentration von 100 uM war der Abfall
des Stroms deutlich beschleunigt (17 = 4 £ 1ms, 71 £ 5% und 7o = 34 + 6 ms;
n = 8; Abb. 17 2). Das mittlere 7y mit und ohne Peptid war signifikant unterschied-
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Abb. 17: Die Applikation des N-Terminalen Kv4.2-Peptids inaktiviert Kv4.2A2-40-
Kanéle. N-Terminales Kv4.2-Peptid wurde auf die cytoplasmatische Seite eines Inside-
Out-Patch mit Kv4.2A2-40-Kanélen appliziert. Strome wurden durch Spannungsspriinge
von -100 auf +50mV aktiviert. 1: Kontrolle, 2: 100 uM Kv4.2-Peptid, 3: nach dem Aus-
waschen.

lich (p < 0.001, t-Test). Das Auswaschen des Peptids machte die Beschleunigung
des Stromabfalls riickgéngig und stellte den urspriinglichen, langsameren Abfall des
Stromes wieder her (Abb. 17 3). Offensichtlich konnte die Inaktivierung des offenen
Zustands von Kv4.2, die durch N-Terminale Deletion verloren geht, durch Applika-
tion des N-terminalen Peptids nachgeahmt werden. Dieses Ergebnis legte nahe, dass

am Kv4.2-Kanal eine Rezeptorstelle fiir das N-terminale Peptid existiert.

3.3 Effekte von KChIP-Varianten auf Kv4.2-Strome

Die erste Publikation einer Modulation von Kv4-Stromen durch KChIP beschreibt
die drei KChIP-Varianten KChIP1 bis 3 , die jeweils einem eigenen Gen zugeord-
net sind (An et al., 2000). Spéter wurde mit KChIP4 ein weiteres KChIP-Gen ent-
deckt (Holmqvist et al., 2002). Diese KChIPs besitzen eine konservierte Kernregion
mit vier EF-Hand-Motiven und einen variablen N-Terminus (Abb. 18). Desweite-
ren zeigte sich, dass mehrere Isoformen der schon bekannten KChIP-Varianten exi-
stieren (Béhring et al., 2001b; Decher et al., 2001; Patel et al., 2002a; Wang et al.,
2002; Boland et al., 2003). Diese Isoformen kommen durch alternatives Splicen der
KChIP-mRNA zustande (Abb. 19). Fiir die Benennung werden hier die Isoformen
nummeriert, so dass z. B. KChIP2.1 fiir die Isoform 1 von KChIP2 steht.

Angesichts der Vielfalt der KChIP-Varianten und der Beobachtung, dass KChIP-
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Abb. 18: Alignment der Aminosiuresequenzen, abgeleitet von Varianten der vier huma-
nen KChIP-Gene KChIP1.1, KChIP2.1, KChIP3.1 und KChIP4.1. Die rechts angegebe-
nen Nummern beziehen sich auf die Position der letzten Aminoséure in der Zeile. Schwarz
unterlegte Positionen sind in mindestens zwei Varianten iibereinstimmend. Die EF-Hand-
Motive sind mit EF-1 bis EF-4 bezeichnet.
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Abb. 19: Schematische Ubersicht der KChIP-Varianten. Die Nummerierten Segmente
stehen fiir Introns des Kernbereichs (grau) und des variablen N-Terminus (weif}). Eine
Verschiebung des Leserahmens, die zu nicht KChIP-homologen Sequenzbereichen fiihrt,
ist durch graue Schattierung angegeben (KChIP2.5, KChIP2.6). Die Pfeile bezeichnen
Startcodons von offenen Leserahmen, die Sternchen Stopsignale. Die EF-Hand-Motive sind
mit EF-1 bis EF-4 bezeichnet
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Abb. 20: Expression von KChIP-Proteinen nach Transfektion von CHO-Zellen. Western-
blotanalyse nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Lysate. Die Detektion erfolgte
mit einem Pan-KChIP-Antikérper. Links ist das Molekulargewicht des Markers angege-
ben, unten die theoretische Groe der entsprechenden Variante (in kDa).

Varianten spezifisch mit Kv4a-Untereinheiten interagieren (An etal., 2000), stellte
sich zunéchst die Frage, ob die unterschiedlichen Varianten sich in ihren Effekten
auf Kv4-Kanile unterscheiden. Diese Frage sollte durch die Untersuchung von A-
Typ-Stromen nach Koexpression von Kv4.2 mit den einzelnen KChIP-Varianten in

heterologen Expressionssystemen beantwortet werden (siche Methoden).

3.3.1 Verstdrkung der funktionellen Expression durch KChIP

Ein auffilliger Effekt der Modulation von Kv4-Stromen durch KChIP ist, dass der
Level des gemessenen Stroms durch die Koexpression von KChIP deutlich erhoht
wird (An etal., 2000; Biahring et al., 2001b). Es liegt nahe anzunehmen, dass die
erhohte Stromdichte durch eine Verstarkung der Oberflichen-Expression der Kana-
le verursacht wird (Bédhring etal., 2001b). Es sollte daher untersucht werden, ob
die Koexpression aller bekannten KChIP-Varianten zu einer erhohten funktionel-
len Kanalexpression fiihrt. Die Stimulation der Kv4.2-Expression durch KChIP war
in CHO-Zellen besonders stark, weshalb fiir diese Untersuchungen CHO-Zellen als
Expressionssystem gewéhlt wurden. Durch eine Western-Blot-Analyse konnte nach-
gewiesen werden, dass alle zu untersuchenden KChIP-Varianten nach Transfektion
von CHO-Zellen als Protein exprimiert wurden (Abb. 20).

Kv4.2-vermittelte Strome in CHO-Zellen wurden durch Spannungsspriinge von —100
auf +40mV aktiviert und zeigten schnell inaktivierende Stréme (Abb. 21 A). Um

der unterschiedlichen Grofle von Zellen Rechnung zu tragen, wurde der Strom auf
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Abb. 21: Effekt von KChIP-Varianten und Konstrukten auf die funktionelle Expressi-
on von Kv4.2 in CHO Zellen. A: Beispielaufnahmen zur Bestimmung der Stromdichte
von Kv4.2 und Kv4.2/KChIP2.1 im Vergleich. Strome wurden durch einen Spannungs-
prung von -100 auf +40mV aktiviert und auf die Membrankapazitéit der Zelle normali-
siert. B: Stromdichten bei Koexpression von Kv4.2 mit den KChIP-Varianten im Vergleich.
Horizontale Balken représentieren die -fache Anderung der Stromdichte und beschreiben
die relative Zunahme der funktionellen Expression nach Koexpression der verschiedenen
KChIP-Varianten im Vergleich zu Kv4.2 alleine (senkrechte, gestrichelte Linie). Die abso-
luten Werte der Stromdichte sind in Tabelle 3 angefiihrt.



Tabelle 3: Effekte von KChIP-Varianten und Chiméren-Konstrukten auf die Kv4.2-
Stromdichte in CHO-Zellen bei Spannungsspriingen von -100 auf +40mV. * Nicht si-
ginifikant unterschiedlich von Kv4.2 ohne KChIP (t-test, p < 0.05).

Variante Stromdichte (pA/pF) n
Kvd.2 HAE6 (18)
+ KChIP1.1 513 + 141 (6) *
+ KChIP2.1 536 + 89 (6) *
+ KChIP2.2 2045 £+ 207 (10) *
+ KChIP2.3 263 + 51 (5) *
+ KChIP2.4 521 + 101 (6) *
+ KChIP2.5 26£9 (7
+ KChIP2.6 82 + 35 (6)
+ KChIP3.1 312 £ 80 (5) *
+ KChIP3.2 57+10 (5)
+ KChIP4.1 1296 £ 179 (6) *
+ KChIP4.2 861 + 201 (8) *
+ KChIP4.3 1708 + 627 (6) *
+ KChIP4.4 76 + 32 (6)
+ KChIP2.2NT/2.5CT 1362 + 392 (6) *
+ KChIP2.5NT/2.2CT 101 + 42 (6)

die Membrankapazitéit normalisiert. Die resultierende Messgrofie ist die Stromdich-
te (siehe Methoden 2.4). Die erhaltenen Kv4.2-Stromdichten in CHO-Zellen von
44 + 6 pA/pF (n = 18) waren sehr niedrig (vgl. Tabelle 3) und daher gut geeignet,
um eine Erhohung durch Koexpression von KChIP zu untersuchen. In Gegenwart der
meisten KChIP-Varianten wurden deutlich erhéhte Stromdichten gemessen. Durch
KChIP erhohte mittlere Stromdichten reichten von 263 £+ 51 pA/pF (KChIP2.3,
n = 5) bis 2045 + 207 pA/pF (KChIP2.2; n = 10, vgl. Tabelle 3). Das entspricht
einer 6- bis 46-fachen Erhohung im Vergleich zur Stromdichte, die bei Expression
von Kv4.2 allein gemessen wurde (Abb. 21 B). Einige der untersuchten KChIP-
Varianten (KChIP2.5, KChIP2.6, KChIP3.2 und KChIP4.4) fiihrten nicht zu einer
signifikanten Erhohung der Kv4.2-Stromdichte (Abb. 21 B, Tabelle 3) obwohl sie
als Protein in transfizierten CHO-Zellen nachgewiesen werden konnten (Abb. 20).
KChIP-Varianten, deren Koexpression mit Kv4.2 zu einer erhohten Stromdichte
in CHO-Zellen fiihrte, erhohten auch die Kv4.2-Stromdichte bei Koexpression in
HEK 293-Zellen, allerdings in geringerem Mafle (die Daten sind hier nicht gezeigt).

Unter den KChIP2-Varianten fithrte die Koexpression von Kv4.2 mit KChIP2.1 bis
2.4 zu einer Erhohung der Stromdichte, nicht jedoch die Koexpression von Kv4.2 mit

KChIP2.5 oder KChIP2.6. Bei KChIP2.5 fehlt zum einen ein Teil der Kernsequenz
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und desweiteren fiihrt eine Verschiebung des Leserahmens im distalen C-Terminus
zu einer verdnderten Aminosiduresequenz des Proteins (Abb. 19). Es stellte sich die
Frage, ob einer dieser Unterschiede allein fiir den Funktionsausfall verantwortlich ist.
Um dies zu testen, wurden geeignete Chiméren zwischen KChIP2.5 und KChIP2.2
hergestellt. In KChIP2.2NT /2.5CT entsprach die N-Terminale Sequenz KChIP2.2,
nur der distale Abschnitt mit der Verschiebung des Leserahmens entsprach KChIP2.5
(vgl. Abb.19). KChIP2.2NT/2.5CT fiihrte bei Koexpression mit Kv4.2 zu einer er-
hohten Stromdichte von 1362 4+ 392 pA/pF (n = 6, Abb. 21 B und Tabelle 3). In
KChIP2.5NT/2.2CT entsprach die N-Terminale Sequenz KChIP2.5, nur der distale
Abschnitt mit der Verschiebung des Leserahmens wurde gegen den C-Terminus von
KChIP2.2 ausgetauscht. KChIP2.5NT/2.2CT fiihrte bei Koexpression mit Kv4.2 mit
101 £ 42pA/pF (n = 6)nicht zu einer signifikant erhohten Stromdichte (Abb. 21 B
und Tabelle 3). Dieses Ergebnis zeigt, dass der Funktionsausfall von KChIP2.5 durch
die unvollstindige Kerndoméne hervorgerufen wird. Die verdnderte Sequenz des dis-
talen C-Terminus alleine war dagegen nicht in der Lage den KChIP-Effekt auf die

Stromdichte zu storen.

3.3.2 KChIP-Effekte auf die Kv4.2-Steuerung

KChIPs beeinflussen nicht nur die Expression, sondern auch die Steuerungseigen-
schaften von Kv4-Kanilen (An et al., 2000; Béhring et al., 2001b; Decher et al., 2001;
Nakamura et al., 2001; Beck et al., 2002; Patel et al., 2002a; Wang et al., 2002). Ein
Vergleich des Einflusses der unterschiedlichen KChIP-Varianten auf die Steuerung
des Kv4.2-Kanals sollte zeigen, ob alle KChIP-Varianten qualitativ den gleichen
Effekt haben oder ob es bemerkenswerte Ausnahmen gibt. Zudem stellte sich die
Frage, ob ein Effekt auf die Stromdichte auch immer in Zusammenhang mit einer
Modulation der Kanalsteuerung auftrat. Diese Untersuchung wurde mit transfizier-
ten HEK 293-Zellen durchgefiihrt, da diese bereits als Expressionssystem fiir die
Analyse der Kv4.2-Steuerung etabliert waren (siche Abschnitt 3.1 und 3.2).

Abbildung 22 A zeigt eine Stromfamilie, die nach Koexpression von Kv4.2
mit KChIP2.1 abgeleitet wurde. Makroskopische Kv4.2/KChIP2.1-Strome konnten
durch Spannungsspriinge von -100 auf -30 mV und positiver aktiviert werden. Weder
die halbmaximale Aktivierung von Kv4.2/KChIP2.1 (Vi/3 = 6.94+3.9mV) noch der
Steigungsfaktor k = 17.8 + 0.3 mV (n = 6) war signifikant unterschiedlich von den
entsprechenden Werten fiir Kv4.2 ohne KChIP (Abb. 22 B, vgl. Tabelle 4). Einen
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Abb. 22: Effekte von KChIP-Varianten auf die Spannungsabhingigkeit der Aktivie-
rung und der Steady-State-Inaktivierung von Kv4.2-Strémen in HEK 293-Zellen. A:
Kv4.2/KChIP2.1-Stromfamilie, aktiviert durch Spannungsspriinge von -100 mV auf Span-
nungen zwischen -30 und -70 mV. B: Aktivierungskurve (ausgefiillte Symbole) und Span-
nungsabhingigkeit der Steady-State-Inaktivierung (offene Symbole). Fits von Boltzmann-
funktionen sind als durchgezogene Linie dargestellt. Gestrichelte Linien zeigen Boltzmann-
funktionen fiir die mittlere Aktivierung und Steady-State-Inaktivierung von Kv4.2 ohne
KChIP (vgl. Abb. 3 B). C: Vj5-Werte der Steady-State-Inaktivierung (Kreise) und der
Aktivierung (Quadrate) fiir Kv4.2 allein und in Koexpression mit den Varianten und Kon-
strukten. Offene Symbole und gestrichelte, vertikale Linie: Kv4.2 ohne KChIP.
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Tabelle 4: Effekte von KChIP-Varianten und Chiméren-Konstrukten auf die Span-
nungsabhéngigkeit der Aktivierung und Steady-State-Inaktivierung von Kv4.2-Strémen
in HEK 293-Zellen. Die Stichprobengrofie n ist in Klammern angegeben. * Signifikant un-
terschiedlich von Kv4.2 ohne KChIP (t-test, p < 0.05)

Aktivierung Steady-State-Inaktivierung
Kv4.2 5.7+22 16.9 + 0.7 (10) —62.04+2.2 5.8+0.5 (6)
+ KChIP1.1 —45+£23%* 184+0.7 (6) —61.94+1.0 4.9+0.3 (7)
+ KChIP2.1 6.9+ 3.9 17.8+£0.3 (6) —50.3+1.2%* 6.9+ 0.6 (6)
+ KChIP2.2 T7T+£2.7 16.3+0.8 (4) —41.5+2.1%* 4.5+0.3 (7)
+ KChIP2.3 11.6 £ 2.1 172403 (3) —447+18* 6.9+0.2 (6)
+ KChIP2.4 4.9+23 174+02(9) —4524+1.2% 5.6 +0.2 (8)
+ KChIP2.5 10.2+1.3 18.0£0.3 (9) —56.8+ 1.5 594 0.4 (7)
+ KChIP2.6 10.2 £ 2.7 18.0 £ 0.3 (6) —-59.24+1.8 5.6+0.9 (4)
+ KChIP3.1 0.9+1.9 17.8+0.4 (7) —53.2+2.2%* 52404 (5)
+ KChIP3.2 9.1+1.8 18.7+0.5 (6) —556+1.2%* 5.5+0.5 (4)
+ KChIP4.1 —0.1+34 15.8+0.7(5) —51.9+14* 6.5+ 0.6 (4)
+ KChIP4.2 10.3 £0.7 170+ 05 (7) —452+2.1* 5.9+ 0.5 (6)
+ KChIP4.3 8.3+28 17.3+£04 (7) —528+1.5* 6.9+ 0.7 (5)
+ KChIP4.4 188+1.3* 16.7+1.8 (6) —-509+05* 11.0+£0.2* (3)
+ KChIP2.2NT/2.5CT 120+ 1.7 * 16.9+0.3 (6) —-420+13* 4.7+0.1 (6)
+ KChIP2.5NT/2.5CT 129+1.7* 187406 (6) —554+1.0%* 5440.3 (5)
+ KChIP2.2NT4.4 181+15* 16.9+04 (6) —54.7+£35 10.5+£1.0 * (4)
+ KChIP2.5NT4.4 15.2+1.1*% 172406 (4) -551+1.7%* 8.5+1.3 (4)

deutlichen Effekt zeigte die Koexpression von KChIP2.1 jedoch auf die Steady-State-
Inaktivierung. Die entsprechende Kurve war im Vergleich zu Kv4.2 ohne KChIP
zu depolarisierteren Spannungen verschoben (Abb. 22 B). Die halbmaximale In-
aktivierung von Kv4.2/KChIP2.1 (Vi = —50.3 & 1.2mV) war signifikant unter-
schiedlich im Vergleich zu der von Kv4.2 ohne KChIP, wihrend der Steigungsfaktor
(k=6.9+£0.6mV, n =6) keinen Unterschied zeigte (Tabelle 4).

Wie am Beispiel von Kv4.2/KChIP2.1 gezeigt wurde die Spannungsabhingigkeit
der Aktivierung und der Steady-State-Inaktivierung auch fiir die Koexpression von
Kv4.2 mit den anderen KChIP-Varianten bestimmt. Die ermittelten V; o-Werte sind
in Abb. 22 C dargestellt. Die meisten V} ,-Werte der Aktivierung liegen im Bereich
von etwa £10mV um den fiir Kv4.2 als Kontrolle gemessenen Wert mit maximalen
Abweichungen fiir KChIP1.1 (V;/, = —4.5+2.3mV, n = 6) und KChIP4.4 (V;/, =
18.8 £ 1.3mV, n = 6). Der Einfluss von KChIP Varianten auf die Aktivierung ist

demnach wenig dramatisch und zeigt keine einheitliche Tendenz. Die V) j,-Werte der
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Steady-State-Inaktivierung dagegen werden durch KChIP-Varianten tendenziell zu
positiveren Werten verschoben, mit einer maximalen Differenz von etwa +20mV fiir

KChIP2.2 (Vi)y = —41.5+2.1mV, n = 7).

Fir die Untersuchung der Inaktivierungskinetik wurden Kv4.2/KChIP-Strome
durch depolarisierende Spannungsspriinge von -100 auf +40mV aktiviert. Wie fiir
Kv4.2/KChIP2.1 und Kv4.2/KChIP4.4 als Beispiel in Abbildung 23 A gezeigt, konn-
ten KChIP-Varianten die anfingliche Inaktivierung verlangsamen. Eine vollstéindige
Beschreibung der Inaktivierungskinetik durch einen multiexponentiellen Fit (vgl.
Abb. 4) hétte den Vergleich zwischen den KChIP-Varianten unnétig erschwert. Da-
her wurde als einfaches Maf fiir die Inaktivierungskinetik der Grad der Inaktivie-
rung 30ms nach Beginn des aktivierenden Spannungspuls gew&hlt (I30.ms/Ipeak)-
Fiir Kv4.2 allein betrug der Strom 30ms nach Beginn des Pulses nur noch 27 %
der maximalen Amplitude (I30ms/Ipear = 0.27 £ 0.02, n = 19). Die Koexpression
der meisten KChIP-Varianten mit Kv4.2 fiithrte zu einer Verlangsamung der Inak-
tivierung. Fiir die in Abb. 23 A als Beispiel gezeigte Variante KChIP2.1 betrug
I3oms/ Ipea = 0.59£0.02 (n = 19). Auf besonders auffillige Weise verlangsamt wur-
de die Inaktivierung durch KChIP4.4 (I30s/lpear = 0.93+0.01, n =7, Abb. 23 A).
Dieser Effekt von KChIP4.4 auf Kv4.2-Stréme steht in Ubereinstimmung mit zuvor
publizierten Daten fiir die Koexpression von KChIP4.4 mit Kv4.3 (Holmqvist et al.,
2002).

Die Kinetik der Erholung aus der Inaktivierung wurde mit einem Doppelpulspro-
tokoll bei -80mV untersucht (vgl. Abb. 6) und konnte wie fiir Kv4.2 allein auch
in Gegenwart der KChIP-Varianten gut durch eine monoexponentielle Funktion be-
schrieben werden. Kv4.2-Strome erholten sich aus der Inaktivierung mit einer mitt-
leren Zeitkonstante von 236 4+ 26 ms (n = 11, vgl. Abb. 6). Die Koexpression der
meisten KChIP-Varianten fiihrte zu einer Beschleunigung der Erholung aus der In-
aktivierung mit Zeitkonstanten zwischen 29 +3 ms (KChIP2.4, n = 9) und 89 +4 ms
(KChIP1.1, n = 9, Abb. 23 C, Tabelle 5). KChIP4.4 beschleunigte die Erholung aus
der Inaktivierung nur geringfiigig (7 = 165 £ 19 ms, n = 6).

Die Koexpression von Kv4.2 mit den Varianten KChIP2.5, KChIP2.6 und KChIP3.2
fithrte weder zu einer Verlangsamung der Inaktivierung noch zu einer Beschleuni-
gung der Erholung aus der Inaktivierung (Abb. 23 B und C, Tabelle 5). Aller-
dings ergab sich fiir KChIP2.5 eine signifikate Beschleunigung der Inaktivierung
von Kv4.2-Stromen. Das Konstrukt KChIP2.2NT/2.5CT verlangsamte die Inakti-
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Abb. 23: Effekte von KChIP-Varianten und Chiméren-Konstrukten auf die Kinetik von
Kv4.2-Stromen. A: Reprisentative Strom-Aufnahmen von Zellen, die entweder Kv4.2
allein, Kv4.2/KChIP2.1 oder Kv4.2/KChIP4.4 exprimierten. Die Strome wurden durch
Spannungsspriinge von -100 auf +40mV aktiviert und auf den Peakstrom normalisiert.
Die gestrichelte, vertikale Linie markiert die Zeit von 30 ms nach Beginn des Puls, zu der
der Grad der Inaktivierung (I30ms/Ipeqr) bestimmt wurde. B, C: Kinetik der Inaktivie-
rung (I30ms/Ipeak) und der Erholung aus der Inaktivierung bei -80mV (7¢.) von Kv4.2
allein (offene Balken und gestrichelte, vertikale Linie) und koexprimiert mit verschiedenen
KChIP-Varianten und Konstrukten (ausgefiillte Balken). Die Messung der Inaktivierung
erfolgte wie in A, die Messung der Erholung wie in Abb. 26 fiir Kv4.2 beschrieben.
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Tabelle 5: Effekte von KChIP-Varianten und Chiméren-Konstrukten auf die Kinetik der
Inaktivierung und der Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2-Stromen in HEK 293-
Zellen. Die Messung der Inaktivierung erfolgte wie in Abb. 23 A gezeigt. Die Kinetik der
Erholung aus der Inaktivierung wurde bei -80 mV bestimmt wie in Abb. 6 fiir Kv4.2 be-
schrieben. Die Stichprobengrofie n ist in Klammern angegeben. * Signifikant unterschied-
lich von Kv4.2 ohne KChIP (t-test, p < 0.05)

Inaktivierung Erholung

I3o ms/Ipeak T—80mV (I'Ilb)
Kv4.2 0.27 +0.02 (19) 236 +26 (11)
+ KChIP1.1 0.56 £0.02 (15) *  89+4 (9) *
+ KChIP2.1 0.59 +0.02 (19) * 5245 (7) *
+ KChIP2.2 0.67+0.02 (10) * 4647 (9) *
+ KChIP2.3 0.74+0.04 (15) * 57+6 (4) *
+ KChIP2.4 0.52 +0.03 (10) * 29+3(9) *
+ KChIP2.5 0.29 +£0.02 (17) 216 + 17 (8)
+ KChIP2.6 0.21 +£0.02 (5) * 263 + 38 (3)
+ KChIP3.1 0.63+0.03 (10) * 6242 (7)*
+ KChIP3.2 0.31 +0.04 (10) 287 + 31 (6)
+ KChIP4.1 0.67 £0.03 (7) * 4943 (4) *
+ KChIP4.2 0.56 = 0.03 (10) * 54 £3(7) *
+ KChIP4.3 0.47 +0.02 (8) * 71+8 (6) *
+ KChIP4.4 0.934+0.01 (7) * 165+19 (6) *
+ KChIP2.2NT/2.5CT 0.50+0.03 (9) * 54416 (6) *
+ KChIP2.5NT/2.5CT  0.28 =0.02 (10) 247 + 21 (6)
+ KChIP2.2NT4.4 0.86+0.03 (13) * 173+ 22 (5)
+ KChIP2.5NT4.4 0.33+0.05 (7) 258 +23 (4)
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vierung und beschleunigte die Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2-Kanilen.
KChIP2.5NT/2.2C dagegen hatte keinen Effekt auf die Inaktivierung und die Erho-
lung (Abb. 23 B und C, Tabelle 5). Dies entspricht den Ergebnissen zum Effekt von
KChIP2.5, KChIP2.2 und den beiden Chiméren-Konstrukten auf die Stromdichte in
CHO-Zellen (Abb. 21), insofern nur das Konstrukt KChIP2.2NT/2.5CT den Effekt
von KChIP2.2 auf die Kinetik der Inaktivierung und Erholung aufweist.

Holmqvist et al. (2002) fanden, dass der starke Effekt von KChIP4.4 auf die Inakti-
vierung von Kv4.3-Kanélen mit einer N-Terminalen Doméne des KChIP4.4 zusam-
menhéngt, die sie K-channel inactivation suppressor (KIS) nannten. Ein Chiméren-
Konstrukt mit dem Kernbereich von KChIP1 und dem N-Terminus von KChIP4.4
hatte &hnliche Effekte auf Kv4.3-Strome wie KChIP4.4-Wildtyp (Holmqvist et al.,
2002). Analog dazu wurde die KIS-Doméne von KChIP4.4 auf KChIP2.2 iibertragen
(KChIP2.2NT4.4). Die Koexpression von KChIP2.2NT4.4 mit Kv4.2 fiithrte zu der
von KChIP4.4 bekannten langsamen Inaktivierung und ebenfalls zu der nur méafig
beschleunigten Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2-Strémen (Abb. 23 B und
C, Tabelle 5). Diese Beobachtung bestétigte, dass die besonderen Eigenschaften von
KChIP4.4 mit der N-terminalen KIS-Doméine zusammenhingen. Das Ubertragen
der KIS-Doméne auf KChIP2.5 (KChIP2.5NT4.4) fithrte nicht zu einer Modulation
der Kinetik der Inaktivierung und Erholung.

Zusammenfassend lielen sich die KChIP-Varianten nach ihren Effekten auf Kv4.2-
Strome in drei Gruppen einteilen. (1) Die Varianten KChIP2.5, KChIP2.6 und
KChIP3.2 zeigten keine deutlichen Effekte auf Kv4.2-Strome. Jede dieser Varianten
zeigt Splicing innerhalb der Kernregion. (2) KChIP1.1, KChIP2.1 - 2.4, KChIP3.1
und KChIP4.1 - 4.3 modulierten Kv4.2-Stréme auf dhnliche Weise: Die anfiangli-
che Inaktivierung war verlangsamt, die Erholung aus der Inaktivierung war deut-
lich beschleunigt und die Kurve der Steady-State Inaktivierung war tendenziell zu
positiveren Spannungen hin verschoben. Die KChIP-Varianten dieser Gruppe fiihr-
ten auch alle zu einer erhohten Expression von Kv4.2-Kanélen. (3) Die Variante
KChIP4.4 bildete eine Ausnahme, indem sie einen besonders starken Effekt auf die
Inaktivierung von Kv4.2-Stromen hatte und die Erholung aus der Inaktivierung nur
geringfiigig beschleunigte. KChIP4.4 hatte keinen Effekt auf die Stromdichte von
Kv4.2.
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3.4 Analyse der KChIP-Effekte auf die Kv4.2-Inaktivierung

Die Untersuchung der KChIP-Varianten ergab, dass die typischen Effekte einer
groflen Gruppe funktioneller KChIP-Varianten vor allem Eigenschaften der Inak-
tivierung betraf. Diese Effekte sollten vor dem Hintergrund des fiir Kv4.2-Stréme
entwickelten Zustandmodells genauer untersucht werden. Als typische Beispiele wur-
den die Varianten KChIP2.1 und KChIP2.2 fiir eine genauere Analyse ausgewéhlt.

3.4.1 Inaktivierung von Kv4.2/KChlP2-Kanélen

Kv4.2/KChIP2.1-Stréme wurden durch depolarisierende Pulse von -100 mV auf un-
terschiedliche Spannungen zwischen 0 und +70mV aktiviert. Abb. 24 A zeigt Bei-
spiele bei 0 und +40mV. Die Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.1-Strémen wurde
mit drei Zeitkonstanten beschrieben (73 = 35.0+3.9ms (49+7 %), 72 = 75.2+7.1ms
(49+6 %), 73 = 750+£210ms (2+1%), n = 7, in Standard-Testpulsen auf +40mV).
Die anfiingliche Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.1-Stromen war im Vergleich zur
Inaktivierung der Kv4.2-Stréme deutlich verlangsamt. Das spiegelt sich vor allem
in dem im Vergleich zu Kv4.2 allein erhéhten 71 und in der gréfleren relativen
Amplitude von 72 wieder. In einer spéiteren Phase Verlief die Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP2.1 jedoch schneller als die von Kv4.2, was zu einem Kreuzen der nor-
malisierten Stromspuren fithrt. In dieser Eigenschaft dhneln die Kv4.2/KChIP2.1-
Strome der N-terminalen Deletionsmutante Kv4.2A2-40 (vgl. Abb. 9), fiir die das
Uberkreuzen auf das Fehlen eins offen-inaktivierten Zustands zuriickgefithrt wur-
de. Dies weist auf eine Behinderung der Inaktivierung des offenen Zustands durch
KChIP2.1 hin.

Die Kinetik der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.1-Kanélen erwies sich als abhén-
gig von der Spannung des aktivierenden Puls. Bei zunehmend positiveren Span-
nungen wurde die Inaktivierung langsamer. Daher unterscheiden sich bei 440 mV
aktivierte Kv4.2/KChIP2.1-Strome stérker von Kv4.2-Strémen als bei 0mV akti-
vierte (Abb. 24 A). Zwar zeigten die Zeitkonstanten der Inaktivierung keine deutli-
che Spannungsabhéngigkeit (Abb. 24 B), aber die 71 und 7, zugeordneten relativen
Amplituden dnderten sich deutlich mit der Spannung (Abb. 24 ). Die Amplitude von
71 nahm mit zunehmend positiver Spannung ab, wihrend die von 75 entsprechend
zunahm. Koexpression der Varianten KChIP2.2, KChIP2.3 und KChIP2.4 mit Kv4.2

fithrte zu vergleichbaren Effekten auf die Inaktivierung (die Daten sind hier nicht
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Abb. 24: Die Kinetik der Inaktivierung und ihre Spannungsabhéngigkeit bei Koexpres-
sion von Kv4.2 und KChIP2.1. A: Beispielaufnahmen von Kv4.2/KChIP2.1-Strémen, die
durch Spannungsspriinge von -100 mV auf 0 und +40 mV aktiviert wurden. Zum Vergleich
sind entsprechende Kv4.2-Strome gezeigt, deren Peakstrom auf den von Kv4.2/KChIP2.1-
Stromen normalisiert wurde. Der Fit einer dreifach-exponentiellen Funktion an die
Kv4.2/KChIP2.1-Strome ist als durchgezogene Linie dargestellt. B: Die Zeitkonstanten
der Inaktivierung wurden fiir Spannungen zwischen 0 und +70mV bestimmt und gegen
die Spannung aufgetragen. C: Spannungsabhéngigkeit der den Zeitkonstanten in B zuge-
ordneten relativen Amplituden.
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gezeigt). Ein dhnliches Ergebnis wurde auch schon zuvor fiir Kv4.1 bzw. Kv4.3 und
KChIP1.1 publiziert (Beck et al., 2002). Offensichtlich schlieflen die Zustandsénde-
rungen des Kanals wihrend des Stromabfalls einen spannungsabhéngigen Prozess

mit ein, wenn KChIP koexprimiert ist.

Die Inaktivierung der Kv4.2-Kanile von geschlossenen Zustdnden konnte direkt
durch ein Doppelpulsprotokoll untersucht werden (vgl. Abb. 5). Um zu testen, ob
KChIP einen Effekt auf die Inaktivierung im geschlossenen Zustand hat, wurde die
Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.2 mit dem gleichen Protokoll bei -50mV unter-
sucht (Abb. 25 A). Ahnlich wie Kv4.2-Strome inaktivierten Kv4.2/KChIP2.2-Strome
wihrend des konditionierenden Puls, ohne dass eine Aktivierung makroskopischer
Strome beobachtet werden konnte. Entsprechend der zu positiveren Potentialen ver-
schobenen Steady-State-Inaktivierung war der Steady-State-Level der Inaktivierung
bei Koexpression von KChIP2.2 deutlich hoher als fiir Kv4.2 allein. Die Abhéngigkeit
der normalisierten Peakstrome wahrend der Testpulse von der Dauer des konditionie-
renden Vorpuls konnte wie fiir Kv4.2 mit einer monoexponetiellen Funktion beschrie-
ben werden (Abb. 25 B). Die Zeitkonstante der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.2
im geschlossenen Zustand bei -50 mV betrug 405 4+ 102ms (n = 4), deutlich gerin-
ger als fiir Kv4.2 alleine (7 = 960 £ 190 ms). Demnach war die Inaktivierung im

geschlossenen Zustand durch die Koexpression von KChIP2.2 deutlich beschleunigt.

Der Vergleich der KChIP-Varianten hatte gezeigt, dass die Beschleunigung der
Erholung aus der Inaktivierung ein typischer Effekt der Koexpression von Kv4.2
mit KChIP ist. Abbildung 26 zeigt die Erholung aus der Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP2.2-Stromen bei -80 mV. Es wird deutlich, dass sich bereits nach etwa
200ms die meisten Kanile aus der Inaktivierung erholt hatten. Der Zeitverlauf der
Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.2-Stromen konnte gut durch ei-
ne monoexponentielle Funktion beschrieben werden (Abb. 26 B). Die Zeitkonstante
der Erholung aus der Inaktivierung bei -80 mV betrug 7 = 46 +7ms (n = 9). Damit
war die Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.2-Kanilen etwa 6-fach
schneller als die von Kv4.2 ohne KChIP (7 =236 £ 26 mV, n = 11).

Wie fiir Kv4.2 alleine war auch die Erholung von Kv4.2/KChIP2.2-Kanilen stark
spannungsabhéngig. Bei negativeren Spannungen war die Erholung aus der Inak-
tivierung schneller als bei positiveren (Abb. 26 C). Bei -120mV betrug die Zeit-
konstante der Erholung von Kv4.2/KChIP2.2 7 = 16 + 2ms (n = 3), bei -50 mV
7 =185+ 16 ms (n = 3). Die Beschreibung der Spannungsabhéngigkeit durch eine
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Abb. 25: Messung der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.2 im geschlossenen Zustand
A: Kv4.2/KChIP2.1-Strome wurden mit einem Doppelpulsprotokoll aufgenommen wie in
Abb. 5 fiir Kv4.2 gezeigt. Die Spannung wihrend des konditionierenden Puls mit variabler
Dauer betrug -50mV. B: Peakstréme wéhrend des Testpuls wurden auf die Peakstrome
wahrend des Kontrollpuls normalisiert und gegen Dauer des konditionierenden Vorpuls
aufgetragen. Der Fit einer monoexponentiellen Funktion ist als durchgezogene Linie dar-
gestellt. Die punktierte Linie gibt die mittlere exponentielle Inaktivierung von Kv4.2 ohne
KChIP unter gleichen Bedingungen wider (vgl. Abb. 5).

exponentielle Funktion ergab eine e-fache Beschleunigung pro 30 mV Hyperpolari-
sation und liegt damit in einem &dhnlichen Bereich wie die Spannungsabhingigkeit
der Erholung von Kv4.2 (26-fach, Abb. 6). Die leichte Abweichung der Zeitkon-
stanten bei -120 und -100mV von der exponentiellen Abhéngigkeit konnte damit
zusammenhéngen, dass die Authebung der Inaktivierung hier so schnell ist, dass
die Deaktivierung in der Reaktionkette (Icy — ... — Icg — Cp) Einfluss auf die

Kinetik nimmt.

Die Beobachtung, dass KChIP sowohl die Inaktivierung im geschlossenen Zustand,
als auch die Erholung aus der Inaktivierung beschleunigt, kann im allosterischen
Modell der Kv4.2-Steuerung (Schema 4, S. 34) durch eine Erhchung sowohl der
Hin- als auch der Riickrate der Inaktivierung im geschlossenen Zustand (ko; und
krc) beschrieben werden. Beck etal. (2002) erkldren die gleiche Beobachtung fiir
Kv4.1 bzw. Kv4.3 und KChIP1.1 in energetischen Begriffen, indem sie sagen, die
Energieschwelle der Inaktivierung von Kv4.2 im geschlossen Zustand werde durch
KChIP1.1 erniedrigt. Eine Erhohung der Rate k¢ wiirde wegen des beschleunigten

Ubergangs von C4 nach Iy zu einer Beschleunigung des Stromabfalls von makro-
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Abb. 26: Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.2. A: Die Erholung aus
der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.2-Stromen wurde mit einem Doppelpulsprotokoll
gemessen. Die Membranspannung vor dem ersten Puls und wahrend des Zwischenpulsin-
tervalls war -80mV (vgl. Abb. 6 A). B: Die Peakstrome wihrend des Testpulses wurden
auf die Peakstrome wéhrend des Kontrollpulses normalisiert und und gegen die Zwischen-
pulsdauer aufgetragen. Die Zeitkonstante der Erholung aus der Inaktivierung wurde durch
einen monoexponentiellen Fit (durchgezogene Linie) bestimmt. Die mittlere exponentielle
Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.2 allein unter gleichen Bedingungen ist punktiert
dargestellt (vgl. Abb. 6 C). C: Spannungsabhéngigkeit der Erholung aus der Inaktivierung
von Kv4.2/KChIP2.2. Zeitkonstanten wurden, wie in A und B gezeigt, fiir unterschiedli-
che Spannungen des Zwischenpuls bestimmt und in Abhéngigkeit von der Zwischenpuls-
spannung auf einer logarithmischen Skala dargestellt. Die durchgezogene Linie gibt den
Fit einer exponentiellen Funktion an. Die mittlere exponentielle Spannungsabhéngigkeit
der entsprechenden Zeitkonstanten von Kv4.2 ohne KChIP ist punktiert dargestellt (vgl.
Abb. 6 D).
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spkopischen Stromen fithren. Tatséchlich fiihrt die Koexpression von KChIP aber
typischer Weise zu einer anfianglichen Verlangsamung des Stromabfalls (Abb. 24).
Dafiir kommen zwei Erklarungsmoglichkeiten in betracht: (1) Der Stromabfall ist bei
Koexpression von KChIP-Varianten verlangsamt, weil die Kanéle langsamer schlie-
Ben oder (2) der Stromabfall ist verlangsamt, weil KChIP-Varianten die schnelle
Inaktivierung im offenen Zustand behindern. Die Frage, ob das Schlieflen der Kana-
le durch KChIP moduliert wird, konnte durch die Untersuchung der Deaktivierung

beantwortet werden.

Tailstrome von Kv4.2/KChIP2.1 wurden bei Membranspannungen zwischen —110
und —50mV gemessen, nachdem die Kanéle durch einen kurzen depolarisie-
renden Puls aktiviert worden waren. Abbildung 27 A zeigt das Beispiel eines
Kv4.2/KChIP2.1-Tailstroms bei —50mV. Die Deaktivierung von Kv4.2/KChIP2.1-
Stromen wurde mit einer exponentiellen Funktion beschrieben. Die Zeitkonstante der
Deaktivierung bei -50mV betrug 7 = 2.6+ 0.8 ms (n = 5). Das entspricht einer etwa
3-mal schnelleren Deaktivierung von Kv4.2/KChIP2.1 im Vergleich zu Kv4.2 alleine
(1 = 7.6+ 1.1ms, vgl. Abb. 9). Eine durch KChIP1.1 beschleunigte Deaktivierung
von Kv4.1 bzw. Kv4.3 wurde zuvor schon von Beck etal. (2002) beschrieben. Die
Beschreibung der Spannungsabhéngigkeit der Deaktivierung von Kv4.2/KChIP2.1
mit einer exponentiellen Funktion ergab eine e-fache Beschleunigung der Deakti-
vierung pro 34mV Hyperpolarisation (Kv4.2 alleine: 40mV). Da die Spannungs-
abhéngigkeit von Zeitkonstanten der Deaktivierung fiir Kv4.2 und KChIP2.1 recht
dhnlich ist, spricht die Beschleunigung der Deaktivierung durch KChIP2.1 fiir ei-
ne Erhohung der Rate des SchlieBen. Sowohl die Beschleunigung der Inaktivierung
des geschlossenen Zustands, als auch die Beschleunigung des Schliefen der Kanéle
miisste zu einer schnelleren Inaktivierung makroskopischer Stréme fithren. Daher
kommt als Erkldrung fiir die anfingliche Verlangsamung der Inaktivierung makro-
skopischer Strome durch KChIP-Varianten eine Behinderung der Inaktivierung im
offenen Zustand durch KChIP in Frage. Dieser Effekt wurde bereits durch die Ahn-
lichkeit des Verlaufs der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2.1 und der N-terminalen
Deletionsmutante Kv4.2A2-40 nahe gelegt.

3.4.2 KChlP-Effekte auf die Inaktivierung im offenen Zustand

Die Untersuchung der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP2-Stromen legte nahe, dass

die Inaktivierung des offenen Zustands von Kv4.2-Kanélen durch KChIP-Varianten
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Abb. 27: Deaktivierung von Kv4.2/KChIP2.1-Strémen. A: Tailstrome von
Kv4.2/KChIP2.1 wurden 4ms nach der Aktivierung durch Spannungsspriinge von
-100 auf +40mV bei -50mV in symmetrischer 130 mM K*-Konzentration gemessen. Die
durchgezogene Linie représentiert den Fit einer monoexponentiellen Funktion. Zum Ver-
gleich ist eine Beispiel aufnahme der Deaktivierung von Kv4.2 ohne KChIP dargestellt, die
unter gleichen Bedingungen gemessen wurde. Beide Stromspuren sind auf die maximale
Auslenkung normalisiert. B: Die Deaktivierungskinetik von Kv4.2/KChIP2.1-Strémen
(ausgefiillte Symbole) wurde fiir unterschiedliche Spannungen bestimmt. Die ermittelten
Zeitkonstanten sind iiber der Spannung aufgetragen. Die Spannungsabhingigkeit der
Zeitkonstanten wurde mit einer monoexponentiellen Funktion beschrieben (durchgezogene
Linie). Die mittlere exponentielle Spannungsabhingigkeit der Deaktivierung von Kv4.2
allein istpunktiert dargestellt (vgl. Abb. 9).
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beeintrachtigt werd kann. Wie in Abschnitt 3.2 gezeigt, beruht die Inaktivierung des
offenen Zustands von Kv4.2 auf einem Block des Kanals durch eine inaktivierende
Doméne des proximalen N-Terminus. Mehrere Ergebnisse weisen darauf hin, dass
KChIP-Varianten mit dem proximalen N-Terminus des Kv4.2 interagieren: So konn-
te KChIP2.2 mit dem Kv4.2-N-Terminus (Aminoséuren 1 - 180) koimunprézipitiert
werden und auf die N-terminale Deletionmutante Kv4.2A2-40 hatte KChIP2.2 kei-
nen Effekt (Bdhring etal., 2001b). Die mogliche Interaktion von KChIP-Varianten
mit dem N-Terminus des Kv4.2 bietet die Moglichkeit, den Effekt von KChIP auf die
Inaktivierung der Kanal-Chimére Kv2.1(4.2NT) zu untersuchen. Da hier die schnelle
Inaktivierung allein durch den proximalen Kv4.2-N-Terminus vermittelt wird, sollte
die Koexpression der Chimére mit KChIP zu einem besonders starken Effekt auf die

Inaktivierung fiithren.

Die Kanal-Chimédre Kv2.1(4.2NT) wurde mit KChIP2.1 in HEK 293-Zellen koex-
primiert. Strome wurden durch Spannungsspriinge von —80 auf +50mV aktiviert.
Die schnelle Inaktivierung von Kv2.1(4.2NT) wurde durch die Koexpression von
KChIP2.1 vollstandig aufgehoben (Abb. 28). Kv2.1(4.2NT)/KChIP2.1-Strome fie-
len sogar langsamer ab (7 = 4.9 £ 0.4 s; n = 10) als Kv2.1-Wildtyp (7 = 3.4 £ 0.3,
n = 14, vgl. Abb. 10). Dieses Ergebnis legt nahe, dass KChIP2.1 die Inaktivierung
von Kv2.1(4.2NT) durch eine Interaktion mit dem Kv4.2-N-Terminus behindert. Ei-
ne Interaktion von KChIP2.1 mit dem Kv2.1-Anteil der Chimére ist unwahrschein-
lich, da KChIP2.1 keinen Effekt auf Kv2.1 Strome in Xenopus-Oocyten hatte und
nicht mit Kv2.1 in Membranen neocortikaler Neuronen von Ratten koimmunoprézi-
pitiert werden konnte (An et al., 2000).

Wenn KChIP2.1 auch in Kv4.2 Kanélen die Inaktivierung des offenen Zustands un-
terdriickt, so sollten weniger Kanéle wiahrend der Erholung aus der Inaktivierung
des offenen Zustands wieder 6ffnen, bevor sie deaktivieren. Die Tailstrome wéren
dann vor allem durch eine schnelle Komponente bestimmt, die auf der Deaktivie-
rung beruht. Desweiteren sollten die Tailstrome nicht merklich durch die Dauer des
vorausgehenden, depolarisierenden Puls beeinflusst werden. Um dies zu testen wur-
den Kv4.2/KChIP2.1-Tailstrome mit dem gleichen Protokoll aufgenommen, wie es
in Abb. 15 A fiir Kv4.2-Kanile gezeigt ist. Die Kv4.2/KChIP2.1-Tailstréme konn-
ten durch eine zweifach-exponentielle Funktion beschrieben werden (Abb. 29 A). Bei
einem Vorpuls von 4ms betrug die schnelle Zeitkonstante 7, = 1.4 4+ 0.4 ms, nach
einem 64 ms-Vorpuls 77 = 2.3 £ 0.4ms (n = 5, Abb. 29 A, B). Dabei zeigte 7, eine
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+ KChIP2.1

Abb. 28: KChIP2.1-Modulation der Kanal-Chimére Kv2.1(4.2NT). Beispielaufnahme
eines Kv2.1(4.2NT)/KChIP2.1-Stréms, der durch einen Spannungssprung von -80 auf
+50mV aktiviert wurde. Zum Vergleich ist die Aufnahme eines Kv2.1(4.2NT)-Stroms
gezeigt. Die Strome wurden auf das Maximum normalisiert.

deutliche Abhingigkeit von der Dauer des Vorpulses, was auf das Wieder-Offnen
offen-inaktivierter Kanéle hinweist. Unabhéngig von der Dauer des inaktivierenden
Vorpuls betrugen die relativen Amplituden von 73 mehr als 80 % (n = 5, Abb. 29 C).
Eine Modellierung der Kv4.2/KChIP2.1-Stréme wurde im Prinzip durch die Verén-
derung des existierenden allosterischen Kv4.2-Modells (Schema 4, S. 34) entspre-
chend eines Kv4.1/KChIP1.1-Modells von Beck et al. (2002) erreicht. Die Hin- und
Riickrate der Inaktivierung im geschlossen Zustand k. und k;. wurden beide ver-
doppelt. Die Rate des Schlielens k,. wurde verdoppelt. Die Inaktivierung im offenen
Zustand wurde durch eine 6-fache Reduktion der Hinrate ko; angepasst. Zusétzlich
war es notig die Rate der Deaktivierung 3y 2.5-fach zu erhchen, um die experimentell

gemessene Kinetik von Kv4.2/KChIP2.1-Tailstromen zu simulieren.

Dieses Ergebnis legte die Vermutung nahe, dass KChIP2.1 auch im Kv4.2-Wildtyp
die Inaktivierung des offenen Zustands behindert. Eine Behinderung der Inaktivie-
rung des offenen Zustands wurde auch schon zuvor in einer Untersuchung des Einflus-
ses von KChIP1.1 auf die Steuerung von Kv4.1 und Kv4.3 beschrieben (Beck et al.,
2002). Als moglicher Mechanismus dieses Effekts kommt in Frage, dass KChIP2.1
den proximalen N-Terminus des Kv4.2 durch direkte Interaktion daran hindert, die
Kanalinnenseite zu erreichen. Es stellte sich die Frage, ob die Behinderung der In-
aktivierung des offenen Zustands in Kv4.2/KChIP2.1-Komplexen durch Applikation
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Abb. 29: Analyse von Kv4.2/KChIP2.1-vermittelten Tailstromen. A: Tailstrome von
Kv4.2/KChIP2.1 wurden mit einem Protokoll wie in Abb. 15 A fiir Kv4.2 gezeigt aufge-
nommen. Gezeigt sind Tailstréme nach depolarisierenden Vorpulsen von 4 ms bzw. 64 ms,
die zum besseren Vergleich auf die maximale Auslenkung normalisiert und {ibereinander-
gelegt wurden. An den Abfall der Tailstrome wurde eine zweifach-exponentielle Funktion
angepasst (durchgezogene Linien). B: Schnelle (ausgefiillte Rauten) und langsame (ausge-
filllte Quadrate) Zeitkonstanten des Tailstrom-Abfalls wurden wie in A gezeigt durch einen
zweifach-exponentiellen Fit bestimmt gegen die Dauer des Vorpuls aufgetragen. C Relative
Amplituden der in B dargestellten Zeitkonstanten (entsprechende offene Symbole). Durch-
brochene Linien sind Ergebnisse einer Simulation mit einem fiir die Kv4.2/KChIP2.1-
Steuerung angepassten allosterischen Modell (siehe Text).
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Abb. 30: Applikation N-Terminalen Peptids zeigt einen Effekt auf Kv4.2/KChIP2.1-
Kanile. N-Terminales Kv4.2-Peptid wurde auf die cytoplasmatische Seite eines Inside-
Out-Patchs mit Kv4.2/KChIP2.1-Kanélen appliziert. Strome wurden durch Spannungs-
spriinge von -100 auf +50mV aktiviert. 1: Kontrolle, 2: 100 uM Kv4-Peptid, 3: Nach dem
Auswaschen.

des N-terminalen Peptids wiederhergestellt werden konnte, wie es fiir Kv4.2A2-40
der Fall war (vgl. Abb. 17).

Im Inside-Out-Patch wurden Kv4.2/KChIP2.1 Strome durch Spannungsspriinge von
-100 auf +50mV aktiviert (Abb. 30). Die Strome konnten mit einer zweifach-
exponentiellen Funktion beschrieben werden (73 = 28 4+ 7ms, 63 + 8% und =, =
100 £+ 24 ms, n = 4). Durch Applikation des Kv4.2-Peptids (vgl. Abb. 11) in einer
Konzentration von 100 uM auf die Innenseite des Patches konnte die Inaktivierung
von Kv4.2/KChIP2.1 beschleunigt werden (73 = 11£3 us, 58+16 %, 75 = 69417 ms,
n = 4, p = 0.078 fiir 7, mit und ohne Peptid). Ahnlich wie bei Kv4.2A2-40 fiihrte
demnach die Applikation von N-terminalem Kv4.2-Peptid auf Kv4.2/KChIP2.1 zu

einer Beschleunigung der Inaktivierung.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Kv4.2-Inaktivierung zwei Prozesse zugrunde
liegen: eine Inaktivierung vom geschlossenen Zustand und eine Inaktivierung vom of-
fenen Zustand. Beide Prozesse tragen zum schnellen Abfall der Stréme wéhrend der
Inaktivierung bei. Zum Ende eines depolarisierenden Puls akkumulieren die Kanéle
jedoch in dem geschlossen-inaktivierten Zustand. Der Mechanismus der Inaktivie-
rung des offenen Zustands ist auf einen Kanalblock durch eine N-terminale Inakti-
vierungsdoméne zuriickzufithren. Es wurde der Effekt von dreizehn Varianten der
vier bekannten KChIPs auf Kv4.2-Stréme untersucht. Die Varianten konnten in drei
Gruppen eingeteilt werden: (1) Varianten ohne deutliche Effekte auf Kv4.2-Strome,
(2) eine grofle Gruppe von KChIPs, die sowohl die Kanal-Expression erhohten, als
auch die Inaktivierung des Kv4.2-Kanals modulierten und (3) eine einzelne Variante
mit einem besonders auffilligen Effekt auf die Inaktivierung. Die genauere Analyse
der Effekte in Gruppe 2 zeigte, dass sowohl die Inaktivierung im geschlossenen Zu-

stand, als auch die Inaktivierung im offenen Zustand durch KChIP veréndert wird.

4.1 Inaktivierungsprozesse der Kv4.2-Steuerung

Mehrere Ergebnisse zeigten, dass Kv4.2-Kaniéle im geschlossenen Zustand inakti-
vieren konnen. Zunéchst konnten Kv4.2-Kanéle durch Vorpulse auf Spannungen,
bei denen keine makropskopischen Strome aktiviert wurden, in die Inaktivierung
getrieben werden (C' — I, Abb. 5). Dieses Experiment schloss nicht die prinzipi-
elle Moglichkeit aus, dass bei diesen Spannungen einzelne Kanile 6ffneten und sehr
schnell in einen offen-inaktivierten Zustand iibergingen, ohne dass deutliche ma-
kroskopische Stréome sichtbar wurden. Die Existenz eines geschlossen-inaktivierten
Zustands wurde jedoch durch die Tatsache belegt, dass wihrend der Repolarisation
nach einer vollstdndigen Inaktivierung keine Tailstrome gemessen werden konnten,
die auf einen offen-inaktivierten Zustand hingewiesen hétten (Abb. 7). Die experi-

mentellen Bedingungen (stark negative Spannung von -120 mV, hohe extrazellulire
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K*-Konzentration von 130 mM) waren so gewihlt, dass Tailstréme besonders gut
hétten sichtbar sein miissen. Damit ist die Existenz eines geschlossen-inaktivierten
Zustands belegt, aus dem heraus die Erholung stattfindet (I — C). Das genann-
te Experiment zeigt nicht nur, dass ein geschlossen-inaktivierter Zustand existiert,
sondern mehr noch, dass die Kanéle nach geniigender Zeit der Inaktivierung dort
akkumulieren. D. h. unabhéngig davon, ob Kanile direkt im geschlossenen Zustand
inaktivieren (C' — I¢), oder ob sie zunéchst 6ffnen (O — C' — I¢) oder ob sie einen
transienten, offen-inaktivierten Zustand einnehmen (Ip — O — C — I¢) miissen
sie letztendlich in den geschlossen-inaktivierten Zustand iibergehen. Der geschlossen-

inaktivierte Zustand ist demzufolge sehr stabil.

Da offene Kanile zunéchst schliefen miissen, um den geschlossen-inaktivierten Zu-
stand zu erreichen, nimmt der Schritt des Schliefens Einfluss auf die Geschwin-
digkeit der Inaktivierung makroskopischer Strome. Kv4.1-Mutanten, in denen das
Schlielen verlangsamt war, zeigten auch einen verlangsamten Stromabfall wéhrend
der Inaktivierung (Jerng et al., 1999). Experimente mit Rb™, das wegen seiner ho-
heren Aufenthaltsdauer in der Pore das Schlieen der Kv-Kanile verlangsamt (Sala
und Matteson, 1991) verlangsamte die Inaktivierung von Kv4-Kanélen (Béhring
et al., 2001a; Shahidullah und Covarrubias, 2003). Die N-terminale Deletion, die in
Kv4.2A2-40 zu einem langsameren Schliefien fithrte (Abb. 9 C, D), hatte auch eine
Verlangsamung der Inaktivierung zu Folge (Abb. 9 A).

Um die letztendliche Akkumulation im geschlossen-inaktivierten Zustand zu ermog-
lichen, muss der Schritt des Offnens Umkehr-betont (reverse biased, vgl. Jerng et al.,
1999) sein (koc > kco). Zudem musste die Hinrate der Inaktivierung im geschlos-
senen Zustand deutlich grofler sein als die Riickrate (ko; >> kjco). Dies schafft
jedoch zunéchst ein theoretisches Problem fiir die Erholung aus der Inaktivierung.
Solange die Riickrate der Inaktivierung des geschlossenen Kanals sehr viel kleiner
als die Hinrate ist (kc; >> kj¢) kann keine schnelle Erholung aus der Inaktivierung
stattfinden, wie sie experimentell gefunden wurde (Abb. 6). In dem zunéchst von
(Jerng et al., 1999) vorgeschlagenen Modell (Schema 3, S. 33) trat diese Schwierig-
keit besonders deutlich zu Tage, wo ein zweiter geschlossen-inaktivierter Zustand
Ip die Stabilitat der geschlossen-Kanal-Inaktivierung garantierte. Eine Losung fand
sich durch die Annahme, dass die Inaktivierung an die geschlossenen Zustédnde der
Aktivierungskette gekoppelt ist (Schema 4, S. 34). Durch die Kopplung kann bei ne-

gativen Spannungen die Riickrate der Inaktivierung im geschlossenen Zustand grofier

76



werden als die Hinrate (krc/f* > kor* f*, f = 0.3) wodurch eine schnelle und voll-
stiandige Erholung aus der Inaktivierung gewéhrleistet ist. Ahnlich wie Nat-Kanile
(Kuo und Bean, 1994) miissen Kv4.2-Kanéle also zunéchst deaktivieren, bevor sie
sich aus der Inaktivierung erholen kénnen. Durch die Kopplung an die geschlossenen
Zustande der Aktivierungskette findet auch die starke Spannungsabhéngigkeit der
Erholung aus der Inaktivierung eine logische Erkldrung (Abb. 6 C).

Welche Bereiche der Kv4.2-a-Untereinheit die Inaktivierung im geschlossenen
Zustand verursachen ist unbekannt. Als ein moglicher Mechanismus fiir eine
Geschlossenkanal-Inaktivierung wurde vorgeschlagen, dass eine Inaktivierungsdo-
manéne bereits vor dem Offnen des Kanals, in einem priinaktivierten Zustand (Zhou
etal., 2001), direkt vor dem Tor plaziert ist. Dieser Mechanismus ist nicht mit der
Vorstellung vereinbar, dass die Inaktivierung an die geschlossenen Zusténde der In-
aktivierungskette gekoppelt ist, da hier das Aktivierungstor geschlossen ist. Zudem
scheidet der N-Terminus als prainaktivierende Doméne aus, da in Kv4.2A2-40 die
Inaktivierung vom geschlossenen Zustand nicht beeintriachtigt war. Als weiterer Me-
chanismus wére eine Konformationséanderung im Aktivierungstor selbst denkbar,
die ein Offnen verhindert. Das Aktivierungstor wird vermutlich durch den dista-
len Bereich des S6-Segment gebildet (Yifrach und MacKinnon, 2002). Mutationen
in diesem Bereich fiihrten in Kv4.1 zu einer Verlangsamung der Inaktivierung bei

negativen Spannungen (Jerng et al., 1999).

Die Anwesenheit eines offen-inaktivierten Zustands &dufert sich zunéchst in der
komplexen Inaktivierungskinetik von Kv4.2-Stromen, die durch einen einzelnen
geschlossen-inaktivierten Zustand nicht erklart werden kann (Abb. 4). Desweiteren
weist eine deutliche zweite Komponente in Tailstromen auf Kanéle hin, die zunéchst
den offenen Zustand durchlaufen, wenn sie einen offen-inaktivierten Zustand verlas-
sen (Ip — O — C', Abb. 15). Eine solche Komponente wurde auch fiir Kv4.1-Kanile
beschrieben Jerng et al. (1999). Es scheint demnach keinen direkten Ubergang von
einem offen-inaktivierten Zustand zu einem geschlossen-inaktivierten Zustand Icy
zu geben, wie er in anderen Modellen vorgeschlagen wurde (Solc und Aldrich, 1990;

Campbell et al., 1993; Greenstein et al., 2000).

Welche Mechanismus unterliegt der Inaktivierung des offenen Zustands von Kv4.2-
kandlen? Befunde, die auf eine N-Typ-Mechanismus der Inaktivierung wie in Shaker
vorhanden hinweisen sind der Effekt von intrazellularem TEA auf die Inaktivierungs-

kinetik (Choi etal., 1991) und die Beschleunigung der Erholung aus der Inaktivie-
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rung durch eine erhohte extrazelluldre K™-Konzentration (Demo und Yellen, 1991).
Intrazelluldress TEA (1 mM) hatte jedoch keinen Effekt auf Kv4.1-Kanile (Jerng
und Covarrubias, 1997). Der TEA-Effekt auf die Inaktivierungskinetik durch Kom-
petition um eine Bindungstelle in der Pore setzt voraus, dass der offen-inaktivierte
Zustand 1o sehr stabil ist und dass eine Riickreaktion zu vernachlissigen ist (Choi
etal., 1991). Im Kv4-Kanélen ist der offen-inaktivierte Zustand I offensichtlich nur
transient besetzt. Die schnelle Akkumulation von Kanélen in einem geschlossen-
inaktivierten Zustand konnte erklaren, warum intrazelluldres TEA keinen Effekt auf
die Inaktivierung von Kv4.1 hatte. Es ist nicht auszuschliefSen, dass die Inaktivie-
rung im offenen Zustand des Kv4 trotzdem dem N-Typ Mechanismus folgt. Die
Erholung aus der Inaktivierung war fir Kv4.2, Kv4.2A2-40 (Daten nicht gezeigt)
und Kv4.1 (Jerng und Covarrubias, 1997) durch eine erhohte extrazelluldre K-
Konzentration sogar verlangsamt. Die Erholung aus der Inaktivierung findet jedoch
in Kv4.2-Kanélen aus dem geschlossen-Inaktivierten Zustand heraus statt. Sie hat
daher keine Relevanz fiir die Untersuchung des Mechanismus der Inaktivierung des

offenen Zustands.

Die Untersuchung der Inaktivierung von Kv4.2 im offenen Zustand wird offensicht-
lich durch das Vorhandesein einer Inaktivierung im geschlossenen Zustand erschwert.
Eine Strategie diese Schwierigkeit zu umgehen war, die N-terminale inaktivierende
Doméne des Kv4.2 auf den Kv2.1 Kanal zu iibertragen, wo die Untersuchung der In-
aktivierung des offenen Zustands nicht durch eine schnelle Akkumulation der Kanéle
in einem geschlossen-inaktivierten Zustand behindert war. Chimére Kv2.1(4.2NT)
zeigte eine schnelle Inaktivierung mit fiir die N-Typ-Inaktivierung von Shaker typi-
schen Eigenschaften (Hoshi et al., 1990; Zagotta et al., 1990; Choi et al., 1991; Demo
und Yellen, 1991): Verlangsamung des Stromabfalls in linearer Abhéngigkeit von
der Konzentration intrazelluliren TEAs, zeitweiliges Wieder-Offnen wihrend der
Erholung aus der Inaktivierung, Beschleunigung der Erholung aus der Inaktivierung
durch erhohte extrazellulire K*-Konzentration und eine zeitabhingige Blockierung
durch das N-terminale Kv4- und ShB-Peptid.

Die Inaktivierung der Chimére Kv2.1(4.2NT) durch den Kv4.2-N-Terminus zeigte
demnach Eigenschaften der N-Typ-Inaktivierung. In wie weit sind diese Ergebnis-
se auf die Inaktivierung des Kv4.2-Wildtyp-Kanals iibertragbar? Zwei Ergebnisse
sprechen fiir einen Block des offenen Kv4.2-Kanals durch den N-Terminus: Zum

einen war nach der Deletion des N-Terminus in Kv4.2A2-40 die Inaktivierung ver-
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langsamt (Abb. 9 A). Dieser Effekt konnte zwar teilweise durch das ebenfalls ver-
langsamte Schlieflen hervorgerufen worden sein (Abb. 9 C), es war aber kein Effekt
einer Inaktivierung im offenen Zustand auf die Tailstrome zu beobachten (Abb. 16).
Dies deutet auf ein Fehlen des offen-inaktivierten Zustands hin Kv4.2A2-40 hin.
Wiéhrend in Shaker-Kanélen die schnelle Inaktivierung durch das entfernen der N-
terminalen, inaktivierenden Doméne unterbunden wird (Hoshi et al., 1990), fithrt die
N-Terminale Deletion im Kv4.2 zu einer Demaskierung der schnellen Inaktivierung
im geschlossenen Zustand. Damit vereinbar ist die Beobachtung, dass in Kv4.2A2-40
die Kinetik der Inaktivierung des geschlossenen Zustands (Erholung und Vorpuls-
Protokolle) nicht verdndert ist (Tabelle 2).

Als zweites Ergebnis spricht fiir einen Block des offenen Kv4.2-Kanals durch den
N-Terminus, dass die Applikation des N-terminalen Kv4.2-Peptids zu Inaktivierung
von Kv4.2A2-40 fithrte (Abb. 17). Die Spezifitat dieser Reaktion sollte noch durch
die Applikation eines Peptids mit zufélliger Anordnung der Aminoséuren (scrambled

peptide) iiberpriift werden.

Fiir die N-Typ-Inaktivierung des Kv1.4-Kanals durch Kvf1 konnten Zhou et al.
(2001) eine Interaktion von zwei Aminosduren der N-terminalen Inaktivierungsdo-
méne und drei Aminoséduren in der Kanalpore nachweisen. Die Untersuchung einer
solchen Interaktion in Kv4.2 wird wiederum durch die zugrunde liegende Inakti-
vierung im geschlossenen Zustand erschwert. Als Alternative bot sich die Mutan-
te Kv4.2C320S an, in der die Inaktivierung im geschlossenen Zustand durch ein
sehr langsames Schlieflen teilweise unterdriickt war. Zwar fithrten Mutationen im
N-Terminus und in dem durch Zhou etal. (2001) festgelegten Rezeptorbereich zu
Verénderungen in der Inaktivierung von Kv4.2C320S. In einer Analyse des Mutan-
tenzyklus (vgl. Hidalgo und MacKinnon, 1995; Zhou et al., 2001) fiir eine mogliche
Interaktion der Aminosduren A3 und V5 im N-Terminus mit V402 und V406A in
der Pore konnte jedoch keine direkte Wechselwirkung nachgewiesen werden (Ergeb-
nisse nicht gezeigt). Moglicherweise befindet sich der Rezeptor fiir eine N-terminale

Inaktivierungsdoméne im Kv4.2-Kanal an einer anderen Stelle.

C-Typ-Inaktivierung als moglicher Mechanismus fiir die Inaktivierung des offenen
Zustands des Kv4.2-Kanals ldsst sich ausschlieBen. Extrazellulires TEA, das mit
der C-Typ-Inaktivierung in Shaker interferiert, hatte keinen Effekt auf die Inakti-
vierungskinetik von Kv4.1-Kanélen (Jerng und Covarrubias, 1997). Die von Sha-

ker bekannte C-Typ Inaktivierung ist relativ langsam und von der extrazelluldren
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K*-Konzentration abhéngig (Lopez-Barneo et al., 1993). Die langsame Komponen-
te der Inaktivierung von Kv4.2 ist, anders als die C-Typ-Inaktivierung von Sha-
ker, jedoch nicht durch eine Erhohung der extrazelluliren K™-Konzentration zu be-
einflussen (Béhring et al., 2001a). Zudem léasst sich die langsame Komponente der
Kv4.2-Inaktivierung gut durch das Umschichten der im offenen Zustand inaktivier-
ten Kaniile (Ip) in den stabileren geschlossen-inaktivierten Zustand (Icy) erkliren.
Eghbali et al. (2002) beschreiben allerdings eine C-Typ-Inaktivierung in Kv4.3. Diese
hat jedoch nur in K*-freien Losungen deutliche Effekte und ist zudem zu langsam,
um die hier untersuchten schnellen Inaktivierungsprozesse des Kv4.2-Kanals zu er-
klaren. Insbesondere die schnelle und vollstdndige Erholung aus der Inaktivierung
von Kv4.2-Kanélen steht in Widerspruch zu einem signifikaten Beitrag der C-Typ-

Inaktivierung.

4.2 Mechanismen der Modulation durch KChIP

Die Varianten der Gruppe 1 ohne deutliche Effekte auf Kv4.2-Strome (KChIP2.5,
KChIP2.6 und KChIP3.2) zeigten alle alternatives Splicing innerhalb der Kernregi-
on, das zu einem Fehlen von Teilen diese Region oder zu Verschiebungen des offenen
Leserahmens in dieser Region fithrte (Abb. 19). Keine der funktionellen Varianten
in den Gruppen 2 und 3 wies eine derart Verdnderte Kernregion. Da die Proteine al-
ler untersuchten Varianten in CHO-Zellen nachgewiesen werden konnten (Abb. 20),
liegt es nahe anzunehmen, dass eine intakte Kernregion fiir die Modulation von
Kv4.2-Kanélen oder fiir die Bindung benétigt wird. Damit stimmt {iberein, dass
zwar KChIP2.2/NT4.4 einen KChIP4.4 vergleichbaren Effekt auf die Inaktivierung
ausiibte, nicht jedoch KChIP2.5/NT4.4. Eine Interaktion kénnte gestort sein, weil
fiir die Interaktion wichtige Teile der Kernregion fehlen, oder durch eine verdnder-
te Konformation des Proteins unzugénglich werden. Eine verdnderte Konformation
kénnte bei KChIP2.6 die Interaktion mit Kv4.2 behindern, da KChIP2.6 einen voll-
standigen Sequenzabschnitt enthélt, der bei einer minimalen KChIP2-Isoform fiir
typische KChIP-Effekte (verlangsamte Inaktivierung, und beschleunigte Erholung)
auf Kv4.3-Kanéle ausreichend war (Patel et al., 2002b). Eine fehlende direkte Inter-
aktion mit Kv4.2-Kanélen schliefft nicht aus, dass diese Varianten andere physiolo-
gische Aufgaben erfiillen. Dass KChIPs nicht nur eine Funktion als Untereinheiten
von Kv4-Kanélen haben wird durch KChIP3.1 (= Calsenilin, DREAM, vgl. Sprea-
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fico et al. (2001)) gezeigt, das mit Presenilin interagiert (Buxbaum et al., 1998) und

als Transkriptionsmodulator dient (Carrion et al., 1999).

Die Varianten der Gruppe 2 (KChIP1.1, KChIP2.1 bis 2.4, KChIP3.1 und KChIP4.1
bis 4.3) modulierten Kv4.2-Strome auf dhnliche Weise: Die anféngliche Inaktivie-
rung war verlangsamt, die Erholung aus der Inaktivierung war deutlich beschleunigt
(Abb. 23) und die Kurve der Steady-State Inaktivierung war tendenziell zu positi-
veren Spannungen hin verschoben (Abb. 22). Die KChIP-Varianten dieser Gruppe

fithrten auch alle zu einer erhohten Expression (Abb. 21).

Die meisten der beobachteten Effekte von KChIP auf die Steuerung von Kv4-
Kanilen sind in Ubereinstimmung mit bereits publizierten Ergebnissen in unter-
schiedlichen Expressionssystemen (An etal., 2000; Béhring et al., 2001b; Decher
et al., 2001; Nakamura et al., 2001; Patel et al., 2002a; Beck et al., 2002; Wang et al.,
2002). Interessanterweise konnten die typischen Effekte einer anfinglich verlang-
samten Inaktivierung und einer beschleunigten Erholung aus der Inaktivierung auch
mit einer minimalen Isoform beobachtet werden, die nur aus den C-terminalen 70

Aminoséuren der Kernsequenz bestand (Patel et al., 2002b).

Die genauere Analyse der KChIP-Effekte auf die Inaktivierung von Kv4.2-Kanélen
am Beispiel der Varianten KChIP2.1 und KChIP2.2 zeigte, dass sowohl die Inak-
tivierung im geschlossenen Zustand, als auch die Inaktivierung im offenen Zustand
durch KChIP veridndert werden konnte, wobei es sich wie oben gezeigt wurde, um
unterschiedliche Inaktivierungsprozesse handelt. Die Beschleunigung der Inaktivie-
rung im geschlossenen Zustand durch KChIP2.2 (Abb. 25) kénnte auch auf einer
Verschiebung der Spannunsabhéngigkeit der Aktivierung zu negativeren Spannun-
gen beruhen, da diese Inaktivierung an die Zustande der Aktivierungskette (Cy bis
Cy) gekoppelt ist. Der Vi o-Wert der Aktivierung fiir KChIP2.2 ist jedoch zu posi-
tiveren Spannungen hin verschoben (Tabelle 4), so dass eine solche Erklarung aus-
scheidet. Auch die Beschleunigung der Erholung aus der Inaktivierung von geschlos-
senen Zustédnden (Igy — Icg — Cp) durch KChIP2.2 ist nicht auf eine Modulation
der Uberginge in der Deaktivierungskette zuriickzufithren, denn die Spannungsab-
héngigkeit der Erholung aus der Inaktivierung ist fiir Kv4.2 und Kv4.2/KChIP2.2
dhnlich (Abb. 6 und 26). Offensichtlich beeinflusst KChIP2.2 also direkt die Ra-
ten k. und k;. des Ubergangs von C' nach Is. Das entspricht einer Verringerung

der Energieschwelle fiir die Inaktivierungsreaktion im geschlossenen Zustand durch
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KChIP2.2, wie es auch fiir die Koexpression von Kv4.1 bzw. Kv4.3 mit KChIP1.1
gezeigt wurde (Beck et al., 2002).

Da Kv4.2-Kanéle im geschlossen-inaktivierten Zustand akkumulieren bestimmen die
Raten ke und ke den Steady-State der Inaktivierung. Wenn sich ko; weniger er-
hoht (z. B. 2-fach) als k;o (z. B. 5-fach) verschiebt sich die Kurve der Steady-State-
Inaktivierung zu positiveren Spannungen, wie es experimentell fiir KChIP2.2 und
andere Varianten der Gruppe 2 der Fall war (Abb. 22 C). Eine Ausnahme von dieser
Regel ist KChIP1.1, das in Ubereinstimmung mit Nakamura et al. (2001) die Span-
nungsabhéngigkeit der Steady-State-Inaktivierung von Kv4.2-Strémen nicht signifi-
kant verschob. Da KChIP1.1 aus der Gruppe 2 die Erholung aus de Inaktivierung
am geringfligigsten beschleunigte (nur etwa 2.7-fach), bleiben die Raten kcr und ke
fiir KChIP1.1 vermutlich ausgeglichen, so dass sich kein Effekt auf die Steady-State-

Inaktivierung ergibt.

Die Analyse des Stromabfalls makroskopischer Kv4.2/KChIP2.1-Stréme ergab, dass
KChIP2.1 die anféngliche Inaktivierung zwar verlangsamt, aber zu einer schnel-
leren Akkumulation im geschlossen-inaktivierten Zustand fithrt (Abb. 24 A). Wie
oben gezeigt wurde, ist die Inaktivierungskinetik der makroskopischen Stréme so-
wohl durch den Ubergang in den offen-inaktivierten Zustand (O — Ip) als auch
durch das SchlieBen (O — C4) und den Uberging in den geschlossen-inaktivierten
Zustand bestimmt Cy — Ioy. KChIP-Varianten konnten sowohl das Schliefen von
Kv4.2 (KChIP2.1, Abb. 27), als auch die Inaktivierung im geschlossenen Zustand
(KChIP2.2, Abb. 25) beschleunigen. Beides sollte eigentlich zu einer Beschleunigung
des Stromabfalls wihrend der Inaktivierung fiithren. Die anfingliche Verlangsamung
der Inaktivierung konnte also stattdessen durch eine stark verlangsamte Inaktivie-
rung des offenen Zustands (O — Ip) verursacht werden. Eine starke Verringerung
der Rate k,; fithrt zu einer geringen Aufenthaltswahrscheinlichkeit fiir /5. Dadurch
gibt es weniger Kanile, die aus Ip kommend zunéchst wieder 6ffnen bevor sie in Iy
Akkumulieren. Dies entspricht der Beobachtung, dass die langsame Komponente
von Kv4.2/KChIP2.1-Tailstromen, die durch das Wieder-Offnen offen-inaktivierter
Kanéle hervorgerufen wird, nur eine sehr geringe Amplitude hat (Abb. 29). Demnach
reflektiert die Inaktivierung von Kv4.2/KChIP-Stromen vor allem die Akkumulation
im geschlossen-inaktivierten Zustand, wie es auch bei der N-terminalen Deletions-
mutante Kv4.2A2-40 der Fall ist.

Dass KChIP die Inaktivierung des offenen Zustands stort, wird deutlich in der Chi-
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mére Kv2.1(4.2NT), deren schnelle Inaktivierung allein auf einem Kanalblock durch
den N-Terminus beruht. Hier wird die schnelle Inaktivierung durch Koexpression
von KChIP2.1 fast vollstindig aufgehoben (Abb. 28). Ein dhnlicher Effekt ergibt
sich bei Koexpression von KChIP mit der Mutante Kv4.3 V3091 V4011, in der durch
eine starke Verlangsamung des Schlieflens die Inaktivierung des offenen Zustands
betont ist (Wang et al., 2002).

Uberraschend war zunichst die Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP2.1-Stromen (Abb. 24 C), da die fiir die Inaktivierung makroskopi-
scher Strome verantwortlichen Zustandsiibergéinge als spannungsunabhéngige Re-
aktionen definiert wurden (Schema 4, S. 34). Beck et al. (2002) dagegen nehmen an,
dass der Schritt des Offnens und SchlieBens (C' = O) schwach spannungsabhéingig
sei (zco = 0.25, zoc = 0.05). Diese Annahme wiirde die Verlangsamung der Inak-
tivierung mit KChIP bei positiveren Spannungen erkléaren, da der offene Zustand
durch positivere Spannungen stabilisiert wird. Eine schwache Spannungsabhéngig-
keit des Offnens von Shaker wird von Hoshi etal. (1994) und Zagotta et al. (1994)
angenommen, die eine Modellierung der Shaker-Aktivierung nach Einzelkanalablei-
tungen vornehmen (vgl. Bezanilla, 2000). Die Spannungsabhingigkeit des Offnens
konnte z. B. mit einer letzten, konzertierten Bewegung der sonst unabhéngigen Span-
nungssensoren zusammenhédngen, ein Schritt der in dem bisherigen Kv4.2-Modell
(Schema 4, S. 34) nicht beriicksichtigt wurde.

Alle KChIP-Varianten der Gruppe 2 zeigten neben den tpyischen Effekten auf die
Steuerung von Kv4.2 auch eine erhohte Stromdichte in CHO-Zellen. Dies wirft die
Frage auf, ob die erhthte Stromdichte mit verdnderten Steuerungseigenschaften des
Kv4.2-Kanals zusammenhéngt. Bei gleicher Anzahl von Kanélen kénnte die Strom-
dichte auch durch eine erhohte Einzelkanalleitfahigkeit oder eine Erhéhte Offenwahr-
scheinlichkeit wihrend des Strompeaks zusammenhéngen. Beck et al. (2002) fanden
jedoch, dass die Einzelkanalleitfdhigkeit von Kv4.1 durch KChIP1.1 nicht erhéht
wird. Die Offenwahrscheinlichkeit wihrend des Peakstroms von Kv4.2 betragt in der
Simulation durch das allosterischen Modell etwa 0.2 (Abb. 8 B). Das gibt einen ma-
ximalen Spielraum fiir eine 5-fache Erh6hung. Die Stromdichte wurde jedoch durch
viele KChIP-Varianten starker stimuliert als 5-fach (Abb. 21). Zudem entspricht das
fiir Kv4.2/KChIP2.1 beobachtete schnellere Schlieen (Abb. 27) einer Destabilisie-
rung des offenen Zustands und damit einer eher geringeren Offenwahrscheinlichkeit
wihrend des Peakstroms in Gegenwart von KChIP. Die Variante KChIP4.4 dage-
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gen, welche die Inaktivierung von Kv4.2 besonders stark verlangsamte (Abb. 23),
zeigte mit Kv4.3 eine Stabilisierung des offenen Zustands (Holmqvist et al., 2002).
Gerade diese Variante fiihrte jedoch nicht zu einer hoheren Kv4.2-Stromdichte in
CHO-Zellen (Abb. 21). Es ist daher auszuschliefen, dass die durch KChIP-Varianten
erhohte Stromdichte durch eine Anderung der Steuerungseigenschaften des Kv4.2-
Kanals verursacht wird. Vielmehr ist anzunehmen, dafl sie auf einer erhohten An-
zahl funktioneller Kanéle beruht. Die Untersuchung der subzelluldren Verteilung von
Kv4.2-Kanélen und KChIP2.2 durch Techniken der Immuncytochemie und konfoka-
len Mikroskopie zeigte zudem, dass Kv4.2-Kanéle durch Koexpression von KChIP2.2
im Bereich der Membran konzentriert werden (Bahring et al., 2001b). Diese Befun-
de zeigen, dass KChIP die Anzahl funktioneller Kv4.2-Kanile in der Zellmembran
erhoht.

Wie konnten die molekularen Interaktionen aussehen, die zu den KChIP-Effekten
fithren? Da KChIP2.2 mit dem Kv4.2-N-Terminus (Aminoséuren 1 -180) koimmun-
préazipitiert werden konnte (Béhring et al., 2001b) ist es vorstellbar, dass dieser Be-
reich die Hauptbindestelle fiir KChIP darstellt und KChIP so den Block des Kanals
durch die N-terminale Inaktivierungsdoméne behindert. Dies konnte auf unterschied-
liche Weise geschehen: (1) KChIP blockiert den Weg zur Pore, so dass zwar ein lo-
nenfluss moglich ist, aber die N-terminale Inaktivierungsdoméne die Pore nicht errei-
chen kann. Dies ist unwahrscheinlich, da in Kv4.2/KChIP2.1 das N-terminale Peptid
in der Lage war, die Pore zu erreichen und einen Block herbeizufiithren (Abb. 30).
(2) KChIP bindet ausschlieBlich an den proximalen N-Terminus. Wegen der Gro-
e von KChIP wird die N-terminale Inaktivierungsdoméne davon abgehalten, die
Pore zu erreichen. Diese Situation entspriche etwa der bei einer N-terminalen Fu-
sion mit GFP. Die Strome eines solchen Konstrukts inaktivierten langsamer als
Kv4.2-Wildtyp (Hatano et al., 2002) mit Zeitkonstanten die etwa Kv4.2A2-40 ent-
sprechen. Diese Vorstellung wiirde jedoch implizieren, dass nicht alle N-Termini der
a-Untereinheiten abgeséttigt sind, da eine schwache Inaktivierung des offenen Zu-
stands auch in Kv4.2/KhIP2.1 weiterbesteht (Abb. 29). (3) KChIP bindet sehr stabil
an einer anderen Stelle des Kanals, z. B. im Bereich der T1-Doméne. Eine zusétzliche
Affinitét fiir den proximalen N-Terminus fithrt dazu, dass der proximale N-Terminus
durch KChIP festgehalten werden kann, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit redu-
ziert, dass er die Kanalmiindung erreicht. Vereinbar mit dieser Vorstellung ist die
Idee, dass KChIP den proximalen N-Terminus an einer Stelle fixiert, wo er das
Schliefen des Kanals beschleunigt, wie es fiir KChIP2.1 der Fall war (abb. 27).
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Fiir Kv4.2-Kanéle ohne KChIP ist diese Stelle u.U. mit einer geringeren Wahr-
scheinlichkeit durch den N-Terminus besetzt und das Schlieflen ist langsamer. In der
N-terminalen Deletionsmutante ist die Stelle gar nicht besetzt und das Schlieflen ist
noch stirker verlangsamt (Abb. 9 C).

Uber einen Mechanismus fiir die Modulation der Inaktivierung im geschlossen Zu-
stand lassen sich kaum Vermutungen anstellen, da iiber den molekularen Hinter-
grund dieser Inaktivierungsreaktion nichts bekannt ist. Wenn KChIP tatséichlich
mit der T1-Region interagiert, konnte es sein, dass eine Konformationsénderung der
T1-Region auf membranstéandige Bereiche des Kanals {ibertragen wird, wie es von Yi
etal. (2001) vorgeschlagen wird. Eine Elektronenmikroskopische Untersuchung der
Struktur des Kv4/KChIP-Komplexes deutet darauf hin, dass KChIP moglicherwei-
se seitlich an die T1-Region bindet (Kim et al., Biophysical Society Annual Meeting
Abstracts, 2003).

4.3 Funktionelle Relevanz der KChIP-Effekte

Die meisten der beobachteten KChIP-Effekte erhohen die Verfiigbarkeit von Kv4.2-
Stromen: Verlangsamte Inaktivierung, Beschleunigte Erholung aus der Inaktivierung
(Abb. 23), positive Verschiebungen der Spannungsabhingigkeit der Steady-State-
Inaktivierung (Abb. 22) und erhohte Expression (Abb. 21). Dies legt nahe, dass
KChIPs dazu dienen, Kv4-2-Strome zu verstirken. Ein Fehlen von KChIP kann
zu einem fast vollstdndigen Verlust der Kv4-Strome fithren, wie der Defekt eines
KChIP2-Gens in einer Knock-out-Maus zeigt, der zu einem vollstdndigen Verlust
des transienten Auswértsstroms I,, in ventrikuldren Herzmuskelzellen fithrt dadurch
zu einer Neigung zu Tachykardie (Kuo et al., 2001). Dass die Regelung der Verfiig-
barkeit von Kv4 durch KChIP einen starken Effekt auf physiologischen Prozesse hat
liisst sich leicht einsehen. Einige Uberlegungen zu subtileren KChIP-Effekten auf die
Steuerung von Kv4-Kanélen sollen zeigen, dass auch hier physiologische Prozesse

betroffen sein konnen.

Die physiologischen Funktionen von Kv4-Kanélen lassen sich in drei Gruppen Zu-
sammenfassen: (1) Kv4-Kanéle tragen zur Form und Dauer von APs in Neuronen
und in Herzmuskelzellen (Barry et al., 1998; Greenstein et al., 2000; Kuo et al., 2001)

bei, (2) Kv4-Kanéle tragen zur postsynaptischen Integration von In- und Output bei
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(Hoffman et al., 1997; Ramakers und Storm, 2002) und (3) Kv4-Kanile sind wichtig

fiir die Frequenzregulation in repetitiv feuernden Neuronen (Liss et al., 2001).

Das Aktionspotential eines Neurons hat typischerweise eine sehr kurze Dauer von
0.5 bis 2ms (vgl. Mitterdorfer und Bean, 2002). Wihrend eines APs erreichen
Kv4-Strome noch nicht ihre maximale Amplitude, bevor die Repolarisation eine
Deaktivierung der Kanile bewirkt, so dass fiir Inaktivierung nicht viel Zeit bleibt.
Daher sind die entscheidenden Steuerungsparamter bei der Aktivierung von Kv4-
Stromen wahrend des kurzen neuronalen Aktionspotentials die der Aktivierung und
Deaktivierung. Bei -60 mV, dem typischen Ruhepotential eines Neurons, betrégt die
Zeitkonstante der Deaktivierung von Kv4.2-Kanélen etwa 5ms, mit KChIP2.1 nur
etwa 2ms. D.h. nach etwa 15 bzw. 6 ms wéren Kv4-Kanéle wieder nahezu vollstéan-
dig deaktiviert. Unter der Annahme, dass das Neuron nicht feuern kann, solange
Kv4-Kanile nicht vollsténdig deaktiviert sind, und unter Vernachlédssigung der In-
aktivierung, diirfte ein Neuron also maximal mit 66 bzw. 166 Hz feuern. Diese Uber-
schlagsrechnung illustriert, wie Kv4-Strome durch KChIP fiir Frequenzpraferenzen

von Neuronen optimieren werden konnten.

Das Aktionspotential einer Herzmuskelzelle dauert wesentlich langer, so dass man
davon ausgehen kann, dass Kv4-Kanile zum grofien Teil inaktiviert werden. Die
Raten der Erholung aus der Inaktivierung von Kv4-Kanélen sind bei -70 mV ohne
KChIP 300ms, bzw. 50 ms mit KChIP. D. h. nach etwa 900 bzw. 150 ms hétten sich
die Kanéle fast vollstéandig aus der Inaktivierung erholt. APs diirften also mit einer
Frequenz von etwa 1 bzw. 6 Hz aufeinanderfolgen, ohne auf inaktivierte Kv4-Kanéle
zu treffen. Diese Beispielrechnung illustriert, wie die Modulation der Erholung aus
der Inaktivierung durch KChIP die Verfiigbarkeit von Kv4-Kanélen in Herzmuskel-

zellen optimieren konnte.

Bei der Integration postsynaptischer Signale werden Kv4-Kanéle durch EPSPs in-
aktiviert, so dass retrograd laufende APs nicht mehr unterdriickt werden und durch
die starke Depolarisation des postsynaptischen Bereichs LTP-Prozesse in Gang ge-
setzt werden konnen (Johnston etal., 2000). Bei diesem Mechanismus der Koin-
zidenzdetektion ist das Zeitfenster zwischen Beginn des EPSP und dem eintreffen
des retrograd laufenden Aktionspotentials entscheidend. Es liegt bei 15 bis 20 ms
(Johnston et al., 2000) und wird durch die Kinetik der Inaktivierung bei relativ po-
sitiven Spannungen bestimmt. Nach 30 ms Depolarisation auf +40 mV war mehr als
30 % des Kv4.2-Stroms inaktiviert aber nur etwa 60 % des Kv4.2/KChIP2.1-Stroms
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(Abb. 23). Demnach sorgt KChIP2.1 fiir ein ldngeres Zeitfenster bei der Koinzi-
denzdetektion. Fiir die Koinzidenzdetektion spielt die Fortleitungsgeschwindigkeit
des Dendriten eine Rolle, denn je weiter die Synapse vom Soma entfernt ist, desto
linger benotigt das retrograd wandernde AP um sie zu erreichen. Um fiir eine di-
stal gelegende Synapse eine Synchronisation von Output (Erregung des Neurons)
und Input (EPSP) zu erreichen, gibt es zwei Moglichkeiten: Entweder wird die Fort-
leitungsgeschwindigkeit erhcht, oder das Zeitfenster der Koinzidenzdetektion wird
verldngert. Die Erhohung der Fortleitungsgeschwindigkeit im Dendriten wiirde je-
doch zu einer Desynchronisation fiir mehr proximal liegende Synapsen fiihren. Das
Zeitfenster der Koinzidenzdetektion kann jedoch fiir jede Synapse unabhéngig ein-
gestellt werden, z.B. durch eine hohere Dichte von Kv4.2/KChIP in mehr distal

liegenden Synapsen. Damit wére das Fine-Tuning des Zeitfensters eine Funktion

von KChIP.

Fiir die Frequenzregulierende Funktion in Pacemaker-Zellen (Liss et al., 2001) spielt
die Aktivierung und Inaktivierung von Kv4-Kanélen im Bereich knapp unterschwel-
liger Spannungen eine wichtige Rolle. Wéhrend einer langsamen Spannungsrampe
im Intervall zwischen den APs wiirden Kv4.2-Kanéile langsam inaktivieren. Bei ei-
ner Pacemaker-Frequenz von 1Hz ist das Zwischenintervall 1s. Die Zeitkonstan-
te der Inaktivierung von Kv4.2-Kanélen bei einer unterschwelligen Spannung von
—50mV ist etwa 1s, mit KChIP2.2 500 ms. Unter der vereinfachenden Annahme,
dass das gesamte Zwischenintervall fiir die Inaktivierung zur Verfiigung steht sind
nach 1s erst 63 % der Kv4.2-Kanéle inaktiviert, aber schon 86 % der Kv4/KChIP2.2-
Kanéle. Wenn die Verfiigbarkeit von Kv4-Kanélen mitentscheidend dafiir ist, dass
ein neues AP entsteht, hatte Kv4 mit KChIP eine Préferenz fiir hohere Pacemaker-
Frequenzen. Diese Beispielrechnung zeigt, wie KChIP2.2 durch die Modulation der
Inaktivierung im geschlossenen Zustand Kv4.2-Kanile fiir Pacemaker-Frequenzen

optimieren konnte.
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