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Einleitung

1 Einleitung

1.1 lonenstrome wahrend des kardialen Aktionspotenzials

Bei der Erregungsbildung und Erregungsausbreitung im Herzen treten ver-
schiedene Formen von Aktionspotenzialen auf, die durch die zeitliche Abfolge der
Aktivierung von spannungsaktivierten lonenkanalen bestimmt werden. Die Offen-
wahrscheinlichkeit der spannungsaktivierten lonenkanéle wird Gber das Membran-
potenzial gesteuert. Bei Offnung ermdglichen lonenkanale, die als integrale
Membranproteine eine Durchtrittspore in der Doppellipidschicht bilden, die
erleichtere Diffusion von lonen entlang eines elektrochemischen Gradienten.
lonenkanéle kénnen anhand ihrer Selektivitat fur bestimmte lonen beschrieben
werden. Die Selektivitat fir bestimmte anorganische lonen, wie z.B. Na*, K*, Ca*
oder CI', kommt durch einen Selektivitatsfilter zustande, einer engen Stelle in der
Pore, die nur von bestimmten lonen passiert werden kann (Ashcroft 1999; Hille
2001; Behrends 2010).

Bei den kardialen Aktionspotenzialen wird zwischen den Schrittmacherpotenzialen
am Sinusknoten und den Aktionspotenzialen in der Arbeitsmuskulatur der
Ventrikel unterschieden. Im Arbeitsmyokard herrscht ein sehr stabiles, negatives
Ruhemembranpotenzial, von dem aus die 200-400 ms langen Aktionspotenziale
beginnen. Das Aktionspotenzial des Arbeitsmyokards lasst sich in funf ver-
schiedene Phasen einteilen: Das Aktionspotenzial beginnt mit Phase 0, wenn das
Membranpotenzial, ausgehend vom Ruhemembranpotenzial die Schwelle von
-60 mV Uberschreitet. Die Depolarisation kommt durch einen schnellen Na'-
Einstrom (Ina) zustande. AnschlieBend wird in Phase 1 eine initiale frihe Re-
polarisierung durch den transienten Auswartsstrom (l,) eingeleitet (Brahmajothi et
al. 1999; Xu et al. 1999). Die Plateau-Phase (Phase 2) wird durch den Ca?*'-
Einwartsstrom (lca) getragen, welcher verschiedenen K*-Auswartsstromen (Ik:
Srapid, Iks: ,slow®) entgegenwirkt, so dass die Repolarisierung verzdgert wird und
das Membranpotenzial zundchst nahezu konstant bleibt. Die Phase 3 tritt ein,
wenn der K*-Auswartsstrom den Ca**-Einwartsstrom dominiert, was schlieRlich zu
einer schnellen Repolarisierung fihrt. In Phase 4 ist das diastolische Ruhe-
potenzial von -90 mV wieder erreicht. Es wird hauptséchlich durch den einwarts

rektifizierenden K*-Strom I, verursacht (Nerbonne et al. 2001, siehe Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: Ventrikulares Herzaktionspotenzial

Unterhalb des humanen ventrikularen Aktionspotenzials sind die der jeweiligen Phase zuge-
ordneten Stromkomponenten dargestellt. Die einzelnen Phasen des ventrikularen Herzaktions-
potenzials sind im Text beschrieben (Nerbonne et al. 2001).

Neben anderen kardialen Kaliumkanélen ist der |, besonders bedeutsam, da er
die Amplitude der Plateauphase und damit die Lange des Herzaktionspotenzials
steuert. In der Konsequenz moduliert |, den transmembranéren Ca?*-Einstrom
und damit die zytoplasmatische Ca?*-Konzentration, die im ruhenden Kardio-
myozyten lediglich 100 nM betragt und wéhrend der Systole auf tUber 10 pM
ansteigen kann (Carafoli 1985; Blinks und Endoh 1986). Der Iy, spielt folglich eine
entscheidende Rolle bei der elektromechanischen Kopplung, also dem Zusam-

menspiel aus elektrischem Signal und Ventrikelkontraktion (Sah et al. 2002).

1.2  Spannungsgesteuerte Kalium (Kv)-Kanale

Kaliumkanale stellen die grof3te und vielfaltigste Gruppe der lonenkanéle dar
(Gutman et al. 2005). Allein die spannungsgesteuerten Kalium(Kv)-Kanéle
werden, basierend auf der Aminosauresequenz des hydrophoben Kerns, in zwei
Subgruppen und insgesamt zwolf Unterfamilien untergliedert (siehe Abb.1.2,

Salkoff et al. 1992). Die enorm grof3e Vielfalt kommt zum einen durch ver-
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schiedene Gene, die fur verschiedene Kv-Kanale codieren, zustande (Birnbaum et
al. 2004), aber auch durch alternatives Splicing (Gutman et al. 2005) sowie die
Bildung het erooligomerer Kanédle aus verschiedenen Kv-Kanal-Untereinheiten
derselben Unterfamilie (KvX) (Isacoff et al. 1990; Ruppersberg et al. 1990). Des
Weiteren werden die Kanaleigenschaften durch posttranslationale Modifikationen
und durch akzessorische B-Untereinheiten moduliert (Birnbaum et al. 2004, siehe
Kap. 1.3).

A

Kv6.1 [KCNF1, 2p25]
[ Kv2.1 [KCNB1, 20q13]
1 Kv2.2 [KCNB2, Bq13)

Kv6.3 [KCNG3, 2p21)
Kv6.1 [KCNG1, 20q13)
Kv6.2 [KCNG2, 18522
" Kvé.4 [KCNG4. 18924]

Kv7.1 [KCNQ1, 11p15]

Kv7.3 [KCNQ3, 8q24]

Kv7.2 [KCNQ2, 20413)
Kv7.4 [KCNQ4, 1p34]
Kv7.6 [KCNQS5, 8914)

Kv8.1 [KCNV1, 8922]
rl: Kv8.2 [KCNV2, 9p24]
Kv9.3 [KCNS3, 2p24]
Kv9.2 [KCNS2, 8q22]

Kv9.1 [KCNS1, 2912

Kv3.4 [KCNCA4, 1p21]
Kv3.2 [KCNC2, 19q13]
Kv3.1 [KCNC1, 11p14] B
Kv3.3 [KCNC3. 18q132]

Kva.1 [KCNDA, Xp11] ————— Kv12.2 [elk-2, KCNH3, 12q13]
[-—I it S Kv12.1 [elk-1, KCNHS, 3p24)
Hvdd Isane. (019 — Kv12.3 [alk-3, KCNH4, 17q21)
KV":([:CNAZJQS“?] ) Kv10.1 feag-1. KCNH1, 1432)
7 K‘::: [K:NA;‘;;; - —: Kv10.2 [eag-2, KCNHS, 14q23]
Kv1.5 [KCNAS, 12p13] _:(VIHJ [erg-1, KCNH2, Tq35)
oA BKCMATO 150 Kv11.2 [erg-2, KCNHB, 17q23]
Kv1.2 [KCNAZ, 1p13)
Kv1.1 [KCNA1, 12p13]
Kvi.3 [KCNA3, 1p21]

Kv11.3 [erg-2, KCNH7, 2q24]

Abbildung 1.2: Phylogenetischer Baum fur Kv-Kanéale

Die Einteilung der Kv-Kanale in zwei Gruppen basiert auf analogen Aminosauresequenzen des
hydrophoben Kerns dieser Proteine. A Phylogenetischer Baum fir die Kv1-9 Familien. Kv5, Kv6,
Kv8 und Kv9 sind die Struktur betreffend verwandt, jedoch agieren sie nicht als Kanéle, sondern
werden als Modifizierer klassifiziert. B Phylogenetischer Baum fir die Kv10-12 Familien. Kv10,
Kv1l und Kv12 zeigen weniger groRe Strukturhomologien zu den klassischen Kv-Kanélen und
wurden urspringlich als eag, erg und elk Kanédle bezeichnet. In eckigen Klammern sind jeweils
Genbezeichnung und chromosomale Lokalisation fir den Menschen angegeben (Gutman et al.
2005).

Kv-Kanéle sind Tetramere aus porenformenden a-Untereinheiten, die vierfach
symmetrisch um eine zentrale Pore angeordnet sind (MacKinnon 1991; Li et al.
1994; Doyle et al. 1998; Long et al. 2005). Dieses Tetramer ist in den meisten

Fallen ausreichend, um einen funktionalen Kanal zu bilden. Jede a-Untereinheit
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besteht aus sechs membran-durchspannenden Segmenten (S1-S6) mit einem
intrazellularen N- und C-Terminus variabler Lange (Niwa und Nerbonne 2010).
Das S4-Segment dient als Hauptkomponente des Spannungssensors in Kv-
Kanalen und hat durch die Aminosauren Arginin und Lysin eine positive Ladung
an jeder dritten Position (Papazian et al. 1991; Horn 2000). Als Antwort auf die De-
polarisation wird das S4 Segment nach aul3en Uber die Membran verschoben und
triggert damit die Konformationsanderung, die die Kanalpore 6ffnet und somit zur
spannungsabhangigen Aktivierung fuhrt (Larsson et al. 1996; Bezanilla 2002). Der
Linker zwischen Segment S5 und S6 wird als Porenschleife bezeichnet. Sie
enthalt den K'-Selektivitatsfilter mit einer Sequenz aus acht Aminosauren
(T/IS)xxxXTXGYG, auch Kaliumkanal-Signatur-Sequenz genannt (Heginbotham et
al. 1994). Fur den Zusammenbau der Kv-Kanal-Untereinheiten zu Tetrameren ist
eine Sequenz von etwa 130 Aminosauren in der zytoplasmatischen N-terminalen
Region erforderlich (Shen und Pfaffinger 1995). Diese Tetramerisationsdomane
bestimmt anhand der polaren Beruhrungsflachen zwischen den Untereinheiten, ob
und welche Tetramere gebildet werden (Kreusch et al. 1998).

Einige Kv-Kanéle zeigen eine Kanalinaktivierung. Die sogenannten A-Typ-Kanéle
inaktivieren sehr schnell, indem sich die Kanalpore bei anhaltender Depolarisation
verschlie3t und der lonenstrom unterbrochen wird. Bei negativen Membran-
potenzialen erholt sich der Kanal von der Inaktivierung und wird wieder in den
aktivierbaren Zustand dberfuhrt. FlUr die schnelle Inaktivierung (N-Typ-Inaktiv-
ierung) ist in vielen Fallen der zytoplasmatische Terminus verantwortlich. Die
ersten 20 Aminosauren des N-Terminus bilden hier einen intrazellularen ,Ball®, der
durch Bindung an den intrazellularen Kanaleingang die Pore verschliel3t (Hoshi et
al. 1990; Zagotta et al. 1990; Long et al. 2005; ,Ball-and-Chain-Mechanismus®).
Zusatzlich gibt es die langsamere C-Typ-Inaktivierung, bei der weiter C-terminal
gelegene Proteindoménen involviert sind. Hier erfahrt die Pore in der Nahe des
Selektivitatsfilters Konformationsanderungen, so dass sie fiir K'-lonen unpas-
sierbar wird (Liu et al. 1996; Zhou et al. 2001).

1.3 Kv4-Kanale und ihre akzessorischen Untereinheiten

Kv4-Kanéle zeichnen sich durch die Vermittlung eines bei Membrandepolarisation
schnell aktivierenden und schnell inaktivierenden Auswartsstroms, sowie eine

schnelle Erholung von der Inaktivierung aus. Sie vermitteln den transienten
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Auswartsstrom (ly,) in Kardiomyozyten und den somatodendritischen A-Typ-Strom

(Isa) in Neuronen.

Innerhalb der Kv4-Kanalfamilie gibt es drei Mitglieder: Kv4.1, Kv4.2 und Kv4.3,
wobei das Kv4.3 Gen durch alternatives Splicing fur Kv4.3S und Kv4.3L (kurz und
lang) codiert (Baldwin et al. 1991; Pak et al. 1991). Die inhérenten Eigenschaften
der Kv4-Kanéle unterliegen zahlreichen Modulationen durch regulierende
Faktoren und enzymatische Prozesse. Die Kv4-Kanale haben verschiedene
akzessorische Untereinheiten, die die biophysikalischen Eigenschaften und die
Zelloberflachenexpression der Kanale modulieren (Li et al. 2006). Hierzu gehéren
die Diaminopeptidylpeptidase-verwandten-Proteine 6 und 10 (DPP6 und DPP10)
und die Kv-Kanal-Interagierenden-Proteine (KChIPs; Radicke et al. 2005, siehe
Abb. 1.3). Im menschlichen Herzen finden sich vor allem Kv4.3 und KChIP2, als

molekulares Korrelat des lio.

C

Abbildung 1.3: Die Kv4.3-Kanaluntereinheit mit den akzessorischen Untereinheiten KChIP
und DPP

Die schematische Darstellung zeigt die Kv4.3-Topologie in der Membran mit den sechs Trans-
membrandoménen, dem N- und C-Terminus, sowie dem positiv geladenen S4-Segment. Die
akzessorischen Untereinheiten DPP (blau) und KChIP (orange) sind entsprechend der jeweiligen
Bindungsdoménen eingezeichnet.

Auf die KChIPs soll hier ausfiuhrlicher eingegangen werden, da sie eine ent-
scheidende Rolle bei der Regulierung des |, in Kardiomyozyten spielen. Zum
einen wird der transmurale l,-Gradient, der eine deutlich gréere I, Strom-
amplitude im Epikard als im Endokard bewirkt, entscheidend durch die jeweils
vorherrschende KChIP2-mRNA-Konzentration mitbestimmt (Rosati et al. 2001;

Patel und Campbell 2005). Des Weiteren zeigte sich in Versuchen mit KChIP2
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Knockout-Mausen ein Gendosiseffekt von KChIP2 auf die l,-Expression (Kuo et
al. 2001; Waldschmidt et al. 2017).

KChIPs wurden mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid-Systems als Kv4 assoziierte
Proteine entdeckt, indem die N-terminale Region von Kv4.3 als ,Bait* benutzt
wurde (An et al. 2000). Aktuell sind vier KChIP-Gene bekannt, von denen jedes
multiple Produkte durch alternatives Splicing produziert, so dass bisher zwolf ver-
schiedene KChIPs aus Gehirn und Herz isoliert wurden (Maffie und Rudy 2008).
KChIPs sind kleine Proteine mit 200-250 Aminosduren aus der Familie des
Recoverins und sind eng verwandt mit Frequenin, wiederum bekannt als
,Neuronal Calcium Sensor Protein 1“ (NCS-1, Pongs et al. 1993). KChIPs kénnen
Calcium mit einer hohen Affinitat binden, was es den KChIPs prinzipiell erméglicht,
als Calciumsensoren zu fungieren (Lin et al. 2004; Pioletti et al. 2006). Alle Mit-
glieder der KChIP-Familie bestehen aus einer variablen N-terminalen Region und
einer hoch konservierten C-terminalen Region mit 4 EF-Handmotiven, die jeweils
aus Schleifen mit 12 Aminosauren bestehen (An et al. 2000; Burgoyne und Weiss
2001). Charakteristisch fur KChIPs ist die Sequenz CPXG im ersten EF-
Handmotiv, was gleichzeitig die Ursache dafir ist, dass das erste EF-Handmotiv
unfahig ist Ca®" zu binden (Flaherty et al. 1993; Bourne et al. 2001). Die
Komplexbildung zwischen Kv4-Kanalen und KChIPs wurde sowohl auf struk-
tureller, als auch auf funktioneller Ebene untersucht. Kristallstrukturdaten haben
gezeigt, dass die Bindung von KChIP in einer Stdchiometrie von 4:4 zweischalig
um das Kv4-Tetramer in der Ebene der Tetramerisationsdomane erfolgt (Pioletti et
al. 2006). KChIPs modifizieren Kv4 Strome in heterologen Expressionssystemen.
KChIPs vereinfachen das ,Trafficking, den Untereinheitenzusammenbau, die
Stabilitdt und die Oberflachenexpression von Kv4 Kanalkomplexen, so dass ein
groRer Anstieg der Amplitude erfolgt (An et al. 2000; Shibata et al. 2003).
Zusatzlich verandern KChIPs auch die elektrophysiologischen Eigenschaften der
Kv4-Kandle in heterologen Expressionssystemen. Im Allgemeinen ist in Gegen-
wart von KChIPs die Inaktivierung langsamer, es kommt zu einem positiven Shift
der Steady-State-Inaktivierungskurve, und die Erholung von der Inaktivierung ist
beschleunigt (An et al. 2000; Bahring et al. 2001). Diese Effekte sind fir alle
KChIP-Isoformen &hnlich, aulRer fur die alternative Splicevariante KChiIP4a,
welche die Oberflachenexpression nicht fordert und die Kanalinaktivierung

grol3tenteils verhindert (Holmqvist et al. 2002).
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Verschiedene Arbeitsgruppe untersuchten bereits Ca** abhangige Effekte auf das
KChIP-Protein. So konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Ca®" an KChIP
substantielle Konformationsanderungen in den helikalen Strukturen bewirkt (Lin et
al. 2004, Pioletti et al. 2006). Die Bildung von Kv4/KChIP-Komplexen ist dabei
unabhangig von Ca®" méglich (An et al. 2000, Bahring et al. 2001), wird aber
durch Ca*" verstarkt (Lin et al. 2004). Nicht bekannt ist dagegen, ob die Bindung
von Ca?" an die KChIPs die elektrophysiologischen Eigenschaften bereits existier-
ender Kv4/KChIP-Kanalkomplexe beeinflusst.

1.4  Zelsetzung

In dieser wissenschatftlichen Arbeit wurde ein mdglicher Einfluss einer Bindung
von Ca* an KChIP2 auf die elektrophysiologischen Eigenschaften und insbeson-
dere auf die Inaktivierungskinetik bereits existierender Kv4.3/KChIP2-Kanal-
komplexe untersucht. Es wurden daftr Whole-Cell-Patch-Clamp Experimente an
heterolog exprimierten Kanalen durchgefuhrt, wobei durch Beflllen der Patch-
Pipette mit Losungen unterschiedlicher Ca?*-Konzentration, die intrazellulare Ca**-
Konzentration von Experiment zu Experiment variiert wurde. Anschlielend wurden
entsprechende KChIP2-Mutanten eingesetzt, um die Rolle der einzelnen EF-
Handmotive fur die Modulation aufzuklaren. Zusatzlich sollte ein moglicher
Einfluss der durch hohe Ca?*-Konzentration aktivierten Ca?*/Calmodulin-
abhangige-Proteinkinase 1l (CaMKII) auf die Stromkinetik aufgeklart werden.
Hierfir wurden sowohl Experimente mit einem CaMKII-Blocker, als auch Experi-
mente mit Kv4.3-Mutanten mit veranderten CaMKII-Phosphorylierungsstellen
durchgefuhrt.

11
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2 Material und Methoden

2.1 Heterologe Kanalexpression

2.1.1 Verwendete Klone

Fur alle Klone wurde der Expressionsvektor pcDNA3 (Life Technologies/
Invitrogen) benutzt. Alle Konstrukte wurden mit Standard-PCR-Methoden her-
gestellt, in den entsprechenden Vektor kloniert und zur Kontrolle sequenziert. In
den Experimenten wurden zum einen humane Wildtyp-Klone der Kv4.3-
Untereinheit (Kv4.3wt; Isbrandt et al. 2000; kurze Splice-Variante) und KChiP2b
benutzt (auch KChIP2.1wt genannt und im Folgendem als KChIP2 bezeichnet;
Bahring et al. 2001; siehe (Decher et al. 2004) fiur gangige KChIP Nomenklatur).
Zur Vereinfachung werden die Wildtyp-Klone im Weiteren als Kv4.3 und KChIP2
bezeichnet. Zusatzlich wurden die KChIP2-Mutanten KChIP2xgr, (D135A),
KChIP2agrs (D171A), KChIP2agrs (D219A) und KChIP2agr2, ers (D135A, D171A)
verwendet, die zuvor von Jens Dannenberg (ZMNH) hergestellt worden waren.
Durch das Einfligen einer ungeladenen Aminosaure anstatt der ersten koordi-
nierenden Aminosaure (Aspartat) im Loop war die EF-Hand inaktiviert. Au3erdem
kamen zwei Kv4.3-Mutanten zum Einsatz, in denen die CaMKII-Phosphory-
lierungsstellen modifiziert waren. In einer der beiden Kv4.3-Mutanten (Kv4.3-AAA)
war an den drei CaMKII-Phosphorylierungsstellen Serin bzw. Threonin zu Alanin
mutiert, was eine Phosphorylierung von Kv4.3 durch die CaMKII verhinderte
(T53A, S516A, S550A). In der anderen Kv4.3-Mutante (Kv4.3-DDD) war das Serin
bzw. Threonin der drei CaMKII-Phosphorylierungsstellen zu Aspartat mutiert, was
zu einer Pseudophosphorylierung von Kv4.3 fuhrte (T53D, S516D, S550D). Als
Transfektionskontrolle diente eine nicht bleichende Mutante des grin fluoreszie-

renden Proteins (EGFP, BD Biosciences).

2.1.2 Zellkultur

Als heterologes Expressionssystem fur die verwendeten Klone dienten humane
embryonale Nieren (HEK) 293-Zellen. Als Nahrmedium fir die Zellen wurde
Dulbecco’s MEM/NUT MIX F-12 (Gibco) verwendet, dem 10 % hitzeinaktiviertes

12
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fotales Kalberserum (Biochrom) und 1 % L-Glutamin (Gibco) hinzugefugt wurde.
Die Zellen wurden in 75 ml Zellkulturflaschen (Standardkulturflache ,Easy-Flask®,
Nunc) mit 60 ml Nahrmedium im Brutschrank unter Standardbedingungen (37°C,
95 % relative Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,) kultiviert.

Nach zwei bis drei Tagen wurden die Zellen umgesetzt. Hierzu wurde das
Nahrmedium abgesaugt, die Zellen mit Phosphatpuffer (Phosphate Buffered
Saline, PBS) gewaschen und dann zum Ablésen der Zellen fir 1-2 min mit 5 ml
Trypsin-EDTA (Gibco) inkubiert. Die Proteasereaktion wurde durch Zugabe von
5 ml Kulturmedium gestoppt. Fir die fortlaufende Kultur wurden die Zellen
anschlieBend mit einer Dichte von 4x10*/ml (Neubauer-Zahlkammer) in frischem
Nahrmedium in neue Kulturflaschen ausplattiert. Nach 2-3 Tagen im Brutschrank
unter Standardbedingungen hatten die Zellen eine ausreichende Dichte erreicht
und das zugegebene Kulturmedium war verbraucht, so dass die Zellen erneut

passagiert wurden.

Ein Teil der Zellen wurde mit einer Dichte von 5x10*ml in 35 mm Kulturschalen
(Nunc Standard-Dishes, Nunc) ausplattiert. Die Kulturschalen wurden zuvor mit
Poly-L-Lysin Hydrobromid (Sigma-Aldrich) beschichtet, um die elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen Zelloberflaiche und Boden der Kulturschale zu
vergrof3ern, so dass die Haftung der Zellen am Boden verbessert wurde. Nach ca.
24 h im Inkubator wurde in den Kulturschalen die Transfektion durchgefihrt.

2.1.3 Transfektion

Die Transfektion wurde mit der Liposomen-Einschluss-Methode durchgefuhrt. Es
wurden zur Tansfektions-DNA 100 ul Optimem-Reagenz (Invitrogen) pro Kultur-
schale gegeben. Weitere 100 ul Optimem-Reagenz pro Kulturschale wurde mit
2,5 ul Lipofectamin 2000 (Invitrogen) pro Kulturschale gemischt und anschliel3end
mit dem Gemisch aus DNA und Optimem-Reagenz vereinigt. Die Zellkulturschalen
wurden mit 2 ml Optimem-Reagenz gewaschen, dann mit 800 pul Optimem-
Reagenz beflllt und wieder inkubiert. Nach 30-mindtiger Inkubation des DNA-
Gemisches mit Lipofectamin 2000 in Optimem-Reagenz, wurden jeweils 200 pl
des Gemisches tropfchenweise in die Zellkulturen gegeben. Nach 5-stindiger

Inkubation im Brutschrank wurde das Transfektionsmedium durch Standardkultur-
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medium ausgetauscht. Die elektrophysiologischen Experimente wurden nach
weiteren 24-48 h durchgefuhrt.

Fur die alleinige Expression von Kv4.3-Untereinheiten wurden 1 yg cDNA pro
Kulturschale benutzt. Bei Coexpression von Kv4.3 mit KChIP2 oder mit KChIP2-
Mutanten wurden 0,1 ug Kv4.3-cDNA und 1 ug KChIP2-cDNA eingesetzt. Bei der
Coexpression von Kv4.3-CaMKII-Site-Mutanten mit KChIP2 wurden je 0,2 ug
Kv4.3-cDNA und 1 pg KChIP2-cDNA benutzt. Zusatzlich wurden bei allen
Transfektionsansatzen 0,5 uyg EGFP-cDNA pro Kulturschale cotransfiziert. Die
EGFP-Expression ermdéglichte spater, die erfolgreich transfizierten Zellen unter

UV-Beleuchtung zu identifizieren.

2.2  Elektrophysiologie

2.2.1 Die Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik geht auf das Verfahren der Spannungsklemme
(Voltage-Clamp) zurtick. Das Voltage-Clamp-Verfahren wurde 1949 von Cole
(Cole 1949) und Marmont (Marmont 1949) entwickelt und von Hodgkin, Huxkely
und Katz (Hodgkin et al. 1952) weiter modifiziert, so dass Stromableitungen an
Tintenfisch-Axonen durchgefiihrt werden konnten. Das daraus entwickelte Zwei-
Elektroden-Voltage-Clamp Verfahren ermdéglichte dann die Messung von
potenzialabhangigen Membranleitfahigkeiten an einzelnen Zellen. 1976 gelang es
Neher und Sakmann (Neher und Sakmann 1976) Kanalstrome einzelner
kanalbildender Proteine zu zeigen, indem sie Spannungs- und Strommessung mit
einer einzigen Mikroelektrode durchfuhrten. Es entstand das Patch-Clamp-
Verfahren (Hamill et al. 1981).

Im Patch-Clamp-Verfahren wird durch die Spannungsklemme die Anderung des
Membranpotenzials der untersuchten Zelle verhindert, indem ein Kompensations-
strom erzeugt wird, der so grof3 ist wie der Strom, der durch die Membran flief3t,
diesem jedoch entgegen gerichtet ist. Der Kompensationsstrom wird mit Hilfe
eines negativen Ruckkopplungsmechanismus durch den Vorverstarker erzeugt,
einem Strom-Spannungs-Wandler, der aus Operationsverstarker (OPA) und Rick-
kopplungswiderstand (RF) besteht. An den beiden Eingangen des Operations-

verstarkers liegen die Membranspannung (Un) der Zelle und die vorgegebene
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Sollspannung (Usoi) an. Bei einer Differenz zwischen Ugy und Uy, entsteht am
Ausgang eine Spannung proportional zur Differenz, so dass ein Strom durch RF
flie3t und eine Spannung entsteht. Da der OPA einen sehr hohen Eingangs-
widerstand hat, flie3t der Strom fast ausschliel3lich in die Pipette, bis keine
Differenz mehr zwischen den beiden Eingangen besteht, also Usq; und Uy, gleich
sind. Dieser Kompensationsstrom, der dem Strom entspricht, der Uber die
Membran flief3t, lasst einen Einblick in die Leitfahigkeiten der Membran zu, die
unter anderem von lonenkandalen bestimmt werden (Numberger et al. 1996, siehe
Abb. 2.1).

Klemmstrom

Um
g
Badelektrode Pipette +

50!

Zelle Impuls-

generator I

Abbildung 2.1: Vereinfachtes Schaltbild des Patch-Clamp-Verfahrens in der Whole-Cell-
Konfiguration

Der Vorverstarker besteht aus einem Operationsverstarker (OPA) und einem Rickkopplungs-
widerstand (RF). Die Sollspannung (Us,) wird von auf3en vorgegeben. Das Membranpotenzial (Up,)
wird stetig mit der Sollspannung abgeglichen und bei Bedarf durch den in die Pipette flie3enden
Klemmstrom angepasst. RF liegt eine zum Klemmstrom proportionale Spannung an (Numberger
M. 1996).

Bei der Patch-Clamp-Technik werden die Cell-Attached Konfiguration, die Whole-
Cell-Konfiguration, die Inside-Out-Konfiguration und die Outside-Out-Konfiguration
unterschieden. In dieser Doktorarbeit wurden alle Messungen in der Whole-Cell-
Konfiguration (Whole-Cell-Messung) durchgeftihrt. Hierfiir wird nach Erreichen der
Cell-Attached Konfiguration, bei der ein hoher Abdichtwiderstand (Giga-Seal)
herrscht, durch das Anlegen von Unterdruck der Patch geéffnet. Durch das
bestehende Gigaseal sind das Zellinnere und das Innere der Pipette gegeniber
der AulR3enlosung isoliert. Die intrazellulare Losung in der Pipette vermischt sich
nach dem Offnen der Zellmembran in kiirzester Zeit mit dem Zellinneren, so dass
durch ihr wesentlich gré3eres Volumen die Zusammensetzung des Zellinneren
vorgegeben ist und dieses entsprechend manipuliert werden kann. In der Whole-
Cell-Konfiguration wird Uber die gesamte Zellmembran abgeleitet, so dass nicht
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der Beitrag der einzelnen Kanale sichtbar wird, sondern ein makroskopisches

Strommuster als Summation aller Leitfahigkeiten der Zellmembran.

2.2.2 Versuchsaufbau

Der Messstand, mit dem die Patch-Clamp-Experimente durchgefuhrt wurden, war
zum Schutz vor Erschitterungen auf einem schwingungsgedampften Tisch
aufgebaut und zur elektrischen Abschirmung von einem geerdeten Faraday-Kafig
umgeben. Zur optischen Kontrolle der Experimente diente ein inverses Mikroskop
(Axiovert, Carl-Zeiss AG). Es wurden Objektive mit 10-facher und 40-facher Ver-
gréRerung zusammen mit einem Okular 10-facher Vergréf3erung verwendet, so
dass maximal eine 400-fache Vergrof3erung mdglich war. Um den Kontrast zu
verbessern wurde ein Nomarski-Phasenkontrast benutzt. Um die transfizierten
Zellen anhand der Expression von EGFP zu identifizieren, wurde neben einer
Weildlichtquelle eine UV-Lichtquelle (HBO-UV-Halogenlampe, Carl-Zeiss AG)
genutzt. Im Strahlengang wurde hierfiir ein Grunfilter vorgeschaltet. Als Mess-
kammern fur die elektrophysiologischen Ableitungen dienten 35 mm-Kultur-

schalen, die in eine passende Vertiefung im Mikroskoptisch eingelegt wurden.

Die Badlosung in der Messkammer wurde wahrend der Messung stéandig
ausgetauscht. Fur die langsame Superperfusion wurde eine 50 ml-Spritze ohne
Kolben verwendet. An der Miundung der Spritze wurde ein Infusionsschlauch
sowie ein Dreiwegehahn zur Regulation befestigt. Mit Hilfe einer Drehschrauben-
klammer konnte die gravitationsgetriebene Flussgeschwindigkeit justiert werden.
Am Ende des Infusionsschlauches stréomte die Extrazellularlésung Uber eine
gebogene Glaskapillare in die Messkammer. Auf der anderen Seite der Mess-
kammer wurde die Losung Uber eine weitere Glaskapillare mit Hilfe einer
Aquariumpumpe abgesaugt. Fir die lokale Superfusion von Substanzen kam zu-
satzlich ein ventilgesteuertes Superfusionssystem (AutoMate Scientific), das mit
einer peristaltischen Pumpe (BVP, Ismatec) angetrieben wurde, zum Einsatz.

Die Patchpipetten wurden aus dinnwandigem Borosilikatglas (TW150F-4, World
Precision Instruments; Durchmesser: 1,5 mm auf3en, 1,12 mm innen) hergestellt.
Die Glasréhrchen wurden mit einem horizontalen Pipettenziehgerat (DMZ-Puller,
Zeitz) gezogen und anschlieend ,hitzepoliert®. Die Pipettenwiderstande lagen bei

den verwendeten Losungen (siehe Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2) zwischen 2 und

16



Material und Methoden

3,5 MQ. Die Pipette wurde in einen Elektrodenhalter eingesetzt, der durch einen
Mikromanipulator (Eppendorf) bewegt werden konnte. Der Druck in der Pipette

konnte Uber einen Silikonschlauch variiert werden.

Die Elektrode bestand aus einem Silberdraht, der durch eine Redoxreaktion in KCI
Losung unter Anlegen einer Gleichspannungsquelle chloriert wurde, um eine
Polarisierung der Elektrode zu verhindern. Als Badelektrode wurde ein Silberdraht
mit einem AgQ/AgCI-Pellet (World Precision Instruments) benutzt, der mit dem

Vorverstarker verbunden war.

Die vom Vorverstarker gemessenen Signale wurden an den EPC9-Patch-Clamp-
Verstarker (HEKA Elektronik), der mit einem Computer und der SoftwarePULSE
(HEKA Elektronik) gesteuert wurde, weitergegeben. Hier wurde die gemessene
Stromantwort verstarkt und mit einer Eckfrequenz von 0,2-4 kHz gefiltert.
Anschliel3end erfolgte eine Digitalisierung des analogen Messsignals mit einem

Sample-Intervall von 50-1000 ps.

2.2.3 Versuchslésungen

Die Messungen wurden unter standigem Durchfluss von extrazellularer Losung
durchgefiihrt. Die Zusammensetzung der extrazellularen Losung ist der Tabelle

2.1 zu entnehmen.

Tabelle 2.1: Extrazellulare Losung

M (g/mol) ¢ (mM)
NacCl 58,4 135
KCI 74,6 5
CaCl, 147 2
MgCl, 203 2
HEPES 238 5
Sucrose 342 10

Der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. Die berechnete Osmolaritat
betrug 307 mOsm. Bei Versuchen mit vélligem Ca®**-Entzug wurden 10 puM

BAPTA-AM zur ansonsten extrazellularen Losung hinzugegeben.

Die Pipette wurde mit einer intrazellularen Lésung geflllt, die unterschiedliche

Konzentrationen an Calcium enthalten konnte. Mit Hilfe des Programmes

17



Material und Methoden

WEBMAXC Extended (MaxChelator, USA) wurde jeweils die freie Ca*-
Konzentration berechnet und unter Zugabe von EDTA und EGTA bzw. zusatzlich
BAPTA eingestellt. Die Magnesium-Konzentration wurde so berechnet, dass die
freie Konzentration 0,8 mM betrug. Bei der Berechnung wurde ein pH-Wert von

7,2, eine Temperatur von 22°C und eine lonenstarke von 0,1 angenommen.

In den Experimenten wurde eine Ca®'-freie Losung, eine 10 pM Ca**-Losung
sowie eine 50 pM Ca?*-Losung als Pipettenlésung verwendet. Die Zusammen-
setzung der verschiedenen Pipettenldsungen sind der Tabelle 2.2 zu entnehmen.

Tabelle 2.2: Zusammensetzung der Pipettenlésungen

ca” freie 10 pM Ca**- 50 uM Ca’*-
Losung Losung Losung

M (g/mol) c (mM) ¢ (mM) ¢ (mM)
KCI 74,6 125 125 125
CacCl, 147 - 3,0 3,8
MgCl, 203 4,8 3,6 2,9
BAPTA 629 2
EDTA 372 2 2 2
EGTA 380 2 2 2
HEPES 238 10 10 10
Sucrose 342 13 9 9

Die jeweilige Stock-Ldsung wurde mit Hilfe von 1 M KOH auf einen pH-Wert von
7,2 eingestellt. Die berechnete Osmolaritat betrug fur alle intrazellularen Lésungen
293 mOsm.

Es wurden jeweils 10 ml der Stock-L6sung enthnommen und Gluthation und K,ATP
in einer Konzentration von jeweils 2 mM hinzugegeben. Der pH-Wert wurde erneut
kontrolliert und mit 1M KOH auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt. In einigen
Experimenten wurden zusatzlich 1 bzw. 10 uM KN-93 (2-[N-(2-Hydroxyethyl)]-N-
(4-methoxybenzene-sulfonyl)]-amino-N-(4-chlorocinnamyl)-N-methylbenzylamine)

oder KN-92 (2-[N-(4-Methoxybenzenesulfonyl)Jamino-N-(4-chlorocinnamyl)-N-
methylbenzylamine) zur intra- und extrazellularen Losung hinzugefigt (siehe Kap.
2.2.5). Bei Experimenten mit BAPTA-AM wurden 10 pM BAPTA-AM 5 h nach
Transfektion zur Badldsung hinzugeben und auch jeweils 10 uM BAPTA-AM zur

intra- und extrazellularen L6sung hinzugefugt.
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2.2.4 Pulsprotokolle

Fur die elektrophysiologischen Experimente wurden Messprotokolle mit dem
Programm PULSE (HEKA Elektronik) definiert. Durch die in den Messprotokollen
vorgegebenen Anderungen des Membranpotenzials wurde eine Stromantwort an

der Membran bewirkt, die dann kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet wurde.

Um die Inaktivierungskinetik der Kv4.3-Kanéle zu untersuchen und um einen
Anhalt Uber die funktionale Expressionsrate zu erhalten wurde ein Testpuls-
protokoll verwendet. Hierfir wurde, ausgehend von einem Haltepotenzial von
-80 mV, ein 200 ms langer Vorpuls auf -100 mV appliziert. Es folgte ein Span-
nungssprung auf +40 mV fir 3000 ms, so dass es zu einer Aktivierung und einer
nahezu vollstandigen Inaktivierung der Kanale kam (siehe Abb. 2.2).

+40 X: mV

-80

Abbildung 2.2: Testpulsprotokoll

Vorpuls auf -100 mV (200 ms), anschlielender Puls auf +40 mV (3000 ms), ausgehend von einem
Haltepotenzial von -80 mV.

Die Erholung von der Inaktivierung (Recovery), also der Vorgang, bei dem die
inaktivierten Kanale wieder in einen aktivierbaren Zustand Ubergehen, wurde mit
Hilfe eines Doppelpulsprotokolls untersucht. Zur Bestimmung der Recovery-
Kinetik folgte auf den Spannungssprung auf +40 mV nach 1500 ms erneut das
Haltepotenzial fur ein variables Zeitintervall, bevor ein weiterer Puls auf +40 mV
fur 25 ms stattfand. Das Zeitintervall zwischen Kontroll- und Testpuls wurde von
Puls zu Puls verdoppelt, so dass die Zwischenpulsdauer zwischen 2,5 ms und
5,1s bzw. fur Experimente mit KN-93 und KN-92 zwischen 20 ms und 20,5s
variierte. Zur Beschreibung ihrer Spannungsabhangigkeit wurde die Recovery-
Kinetik in einigen Versuchen auch fir verschiedene Haltepotenziale, namlich
-80 mV, -100 mV und -120 mV, bestimmt (siehe Abb. 2.3).
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+40 +40 x: mV
-80 -80 , at y: ms
-100 -100
-120 -120

Abbildung 2.3: Recovery-Protokoll

Spannungssprung auf +40 mV (1500 ms) und zurtick auf das jeweilige Haltepotenzial von -80 mV,
-100 mV oder -120 mV. Nach einer Zeit (At) zwischen 2,5 ms und 5,1 s bzw. 20 ms und 20,5 s
folgte ein weiterer Puls auf +40 mV (25 ms).

2.2.5 Versuchsdurchfihrung

Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die mit intrazellularer
Losung geflllte Pipette wurde so am Pipettenhalter befestigt, dass ein mit dem
Vorverstarker verbundener Silberdraht in die Pipettenlésung tauchte. Um zu
verhindern, dass die Pipetten6ffnung beim Eintauchen in die Badlésung mit
kleinen Partikeln verunreinigt oder extrazellulare Losung in die Pipette gezogen

wird, wurde ein Uberdruck angelegt.

Nach dem Eintauchen in die Badlésung wurde das Offset-Potenzial (Spannungen,
die zwischen den einzelnen Komponenten der Messkette entstehen) korrigiert.
Durch die Applikation eines repetitiven, rechteckformigen Testpulses konnte der
resultierende Pipettenstrom am Computer beobachtet werden. Mit Hilfe des
Mikromanipulators und unter optischer Kontrolle wurde die Pipette nahe an die
Zelloberflache herangefuhrt. Am Computer konnte bei Kontakt eine leichte
Abnahme des Pipettenstroms beobachtet werden. Durch Ablassen des Uber-
druckes und sanftes Saugen konnte dann die Cell-Attached-Konfiguration mit

Ausbildung eines ,GigaSeals” erreicht werden.

Ein negatives Potenzial von -50 mV wurde an die Elektrode angelegt, was die
Sealbildung forderte und die Depolarisierung der Zelle beim spaterem Durch-
brechen der Zellmembran (bzw. dem Eréffnen der Zelle) verhindert. Da die Wand
der Glaspipette ein Isolator zwischen zwei leitenden Medien ist, wirkt sie wie ein
Kondensator (Cp). Die Umladeprozesse zeigen sich in schnell ansteigenden und
exponentiell abfallenden transienten kapazitiven Strémen als Antwort auf einen
Spannungstestpuls. Diese schnelle Kapazitatskomponente wurde kompensiert.
Fur die Kapazitatskompensation wurden die Umladestrome tber einen parallelen

Schaltkreis appliziert.

20



Material und Methoden

Zum Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration (siehe Abb. 2.4) wurde durch Saugen
ein Unterdruck an der Pipette erzeugt, so dass der Membranbereich unter der
Pipettenmiindung durchbrochen wurde. Die Stromantwort auf den Spannungs-
testpuls veranderte sich beim Durchbrechen schlagartig, da nun Umladeprozesse
Uber die gesamte Flache der Zellmembran (C,) stattfanden. Diese langsame

Kapazitatskomponente wurde ebenfalls kompensiert.

Pipette

Membranfragmente

Zellmembran

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung und elektronisches Schaltbild der Whole-Cell-
Konfiguration

Rs: Serienwiderstand, Ry: Sealwiderstand, C,: Pipettenkapazitit, R,: Membranwiderstand, Cp:
Membrankapazitat (Numberger M. 1996).

Anschlie3end wurde versucht, falls noch nicht erreicht, den Serienwiderstand auf
Widerstande von 3-6 MQ zu reduzieren, denn je kleiner der Serienwiderstand,
desto schneller und genauer wird die gewlinschte Spannung in der Zelle erreicht.
Dabereits ein Teil der Sollspannung am Serienwiderstand abfallt, wird in der Zelle
eine geringere Spannung als die vorgegebene Sollspannung aufgebaut. Der nach
Optimierung des Serienwiderstandes verbleibende Spannungsabfall wurde bis zu

90 % durch Addition einer zusatzlichen Spannung kompensiert.

Nach dem Offnen der Zellen wurden zunachst jeweils 20 Testpulse appliziert, so
dass vom Offnen der Zelle und den damit beginnenden Austausch der intra-
zellularen Flussigkeit bis zur Messung des spater ausgewerteten Testpulses mehr
als 5 Minuten vergingen. Die Ca®*-Konzentration in der Zelle befand sich somit auf
einem gleichbleibenden Niveau (Steady-State). Im Anschluss wurden weitere
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Whole-Cell-Messungen mit Hilfe der in Kapitel 2.2.4 beschriebenen Testprotokolle

durchgefuhrt.

Bei Experimenten mit KN-93 und KN-92 wurde abweichend von der oben be-
schriebenen Vorgehensweise Uber ein ventilgesteuertes Superfusionssystem
zunachst jeweils die extrazellulare Lésung mit 1 uM KN-93 auf die Zelle in die
Badlésung gegeben. Nach Erreichen einer konstanten Amplitude im Testpuls
folgte dann die Messung der Erholung von der Inaktivierung. Die Substanz wurde
nach Beendigung des Messprotokolls mit der extrazellularen Losung aus-
gewaschen. Bei stabilen Ableitungen erfolgten im Anschluss Experimente mit
10 uM KN-93 bzw. Kontrollexperimente mit 1 und 10 uM KN-92 in der extra-
zellularen Losung, die ebenfalls Uber das Superfusionssystem auf die Zelle
gegeben wurden.

Die Messungen wurden durch unspezifische Leckstrome, die unter anderem durch
lonenflisse durch den Spalt zwischen Zelle und Pipette zustande kommen,
beeinflusst. Der Leckstrom, der in seiner GroRe proportional zur Anderung der
Membranspannung ist, wurde im Anschluss an das jeweilige Messprotokoll mit
Hilfe des P/5 Leckprotokolls bestimmt. Hierfir wurde ein dem Messprotokoll
gleichendes, jedoch nur 1/5 der Amplitude betragendes Protokoll finfmal hinter-
einander durchgefihrt, die Leckstrome gemittelt und des Ergebnis nach Multipli-
kation mit dem Faktor 5 von der gemessenen Stromkurve subtrahiert. Der Einfluss
der in HEK293-Zellen vorkommenden endogenen Kanéle (Jiang et al. 2002) auf
die Whole-Cell-Messungen konnte dagegen vernachlassigt werden, da ihre
Anzahl im Vergleich zu den Uberexprimierten transfizierten Kandlen sehr gering

war.

2.3 Datenerfassung und Auswertung

Die Computersoftware PULSE (HEKA Elektronik) wurde fur die Festlegung der
Pulsprotokolle, die Steuerung des Verstarkers, sowie die Aufnahme der Mess-
daten genutzt. Die aufgenommenen Stromkurven wurden mit PULSEFIT (HEKA
Elektronik) ausgewertet und mit der Software Kaleidagraph (Synergy Software)

weiter analysiert:

Die Inaktivierungskinetik der Kv4.3-Stréme wurde mit einer 3-fach exponentiellen
Funktion ausgewertet.
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t

t t
1(t) = amp, + ample( ) n ampze( ) + ampse(_ﬂ)

I(t): Stromamplitude zum Zeitpunkt t
amp,.  Anteilige Amplitude des Abfalles, fir den die jeweilige
Komponente der Inaktivierung verantwortlich ist

Ty Zeitkonstanten der Inaktivierung

Die Erholung von der Inaktivierung wurde analysiert, indem das jeweilige
Maximum des Testpulsstroms auf das Maximum des Kontrollpulsstroms normiert
und gegen das Zeitintervall zwischen den beiden Pulsen semi-logarithmisch
aufgetragen wurde. Diese Daten wurden anschlieBRend mono- bzw.

doppeltexponentiell gefittet.

t
_ =)
IKontrolle
bzw.
I __t __t
: =amp;(1 — e( Treﬂ)) + amp,(1 — e( Trecz))
IKontrolle
li: Testpuls-Stromamplitude nach Zwischenpulsdauer t

Ikontrotie:  Kontrollpuls-Stromamplitude

t: Zwischenpulsdauer

ampy.  Anteilige Amplitude der Erholung von der Inaktivierung, flr den die
jeweilige Komponente der Erholung verantwortlich ist

Trec x. Zeitkonstanten fur die Erholung von der Inaktivierung

Die ermittelten Zeitkonstanten der Inaktivierung und der Erholung von der In-
aktivierung wurden anschliel3end zur weiteren Datenverwaltung und fur die statis-
tische Auswertung in Microsoft Excel tGibertragen. Die Abbildungen im Ergebnisteil
wurden mit Kaleidagraph erstellt und dann weiter mit Adobe Photoshop bearbeitet.
Die Mittelwerte sind jeweils zusammen mit dem Standardfehler (SEM) angegeben.
Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wurde mit dem t-Test nach Student berechnet,
wobei von einer zweiseitigen Verteilung und von Stichproben gleicher Varianz
ausgegangen wurde. Der p-Wert wurde entweder auf die vierte Stelle nach dem
Komma gerundet oder als p<0,0001 angegeben. Eine statistische Signifikanz
wurde bei p<0,05 angenommen. Die Fehlerbalken in den Abbildungen

reprasentieren jeweils den zugehdrigen Standardfehler (SEM).
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3 Ergebnisse

3.1 Auswirkung einer veranderten zytoplasmatischen Ca?*'-
Konzentration auf die Inaktivierungskinetik von Kv4.3/
KChlIP2-Komplexen

3.1.1 Kv4.3/KChIP2-Komplexe

Um den Einfluss der zytoplasmatischen Ca®'-Konzentration auf das Inaktivier-
ungsverhalten von Kv4.3/KChIP2-Kanalkomplexen zu untersuchen, wurden
Experimente in der Whole-Cell-Konfiguration mit jeweils unterschiedlichen Ca?*-
Konzentrationen in der Pipettenlosung durchgefihrt (siehe Material und
Methoden). Es wurden zunachst Wildtyp-(Kv4.3/KChIP2)-Komplexe getestet.
Abbildung 3.1 zeigt Experimente in BAPTA (Abb. 3.1A) bzw. 50 uM Ca*" (Abb.
3.1B), bei denen die Kanale durch repetitive Spannungspulse auf +40 mV im
Abstand von 15 s aktiviert wurden, um Stromamplitude und makroskopische
Inaktivierung zu erfassen. Die Strome zeigten innerhalb der ersten 5 min nach
dem Durchbrechen der Zellmembran zur Whole-Cell-Konfiguration einen leichten
"Run-down"” auf ca. 90 % der Ausgangsamplitude (Abb. 3.1C). Die Strom-
eigenschaften nach dieser Vorlaufzeit wurden fur die folgende vergleichende
Analyse herangezogen. Sowohl in BAPTA als auch in 50 pM Ca** zeigten die
Kv4.3/KChIP2-vermittelten Strome eine schnelle Inaktivierung. Die Inaktivierungs-
kinetik erschien in 50 uM Ca®* etwas schneller und die Inaktivierung weniger voll-
standig als in BAPTA (Abb. 3.1A, B). Die Inaktivierungskinetik lieR sich am besten
durch eine dreifach-exponentielle Funktion beschreiben. Die drei Zeitkonstanten
definieren eine initiale, eine intermediare und eine kumulative Phase der Inakti-

vierung (siehe Material und Methoden).
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Abbildung 3.1: Inaktivierung von Kv4.3/KChIP2-Komplexen

A Reprasentative Stromkurven (1., 5., 10, 15. und 20. Stromantwort Uberlagert) gemessen in einer
Kv4.3/KChIP2-exprimierenden Zelle in BAPTA. B Entsprechende Stromkurven einer anderen
Kv4.3/KChIP2-exprimierenden Zelle in 50 pM Ca** (die Messungen begannen ca. 20 s nach
Durchbruch der Zellmembran; gestrichelte Nulllinie; das Pulsprotokoll ist unter den Stromkurven
dargestellt). C Relative Peak-Stromamplituden (bezogen auf die jeweils erste Messung 20 s nach
Durchbruch der Zellmembran) Gber 20 Messungen mit 15 s Abstand in BAPTA (graue Symbole)
und 50 pM ca” (blaue Symbole); nach der 20. Messung waren etwa 5 min vergangen. D Inakti-
vierungszeitkonstanten Uber 20 Messungen, ermittelt mit einer dreifach-exponentiellen Funktion
(siehe Material und Methoden). E Prozentuale Anteile der Inaktivierungszeitkonstanten am
Gesamtstromabfall.
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Die dreifach-exponentielle Auswertung der makroskopischen Inaktivierung be-
statigte eine im Vergleich zu BAPTA (t:=37,1 ms; amp1=27,7 %) schnellere initiale
Inaktivierung in 50 pM ca? (t1=30,1 ms; amp1=36,9 %). Experimente, wie in Abb.
3.1 fiir BAPTA und 50 pM Ca®" gezeigt, wurden auch mit BAPTA-AM und 10 pM
Ca®" durchgefiihrt. Dabei fiel auf, dass in BAPTA-AM alle drei Zeitkonstanten noch
kleiner waren als in BAPTA (beides Ca®'-frei). Auch die prozentualen Anteile
waren unterschiedlich und glichen in BAPTA-AM tendenziell eher denen in 50 uM
Ca?*. Ahnliche Befunde ergaben sich bei der Gegeniiberstellung der Werte von
BAPTA-AM und 10 uM Ca**. Auch hier waren die drei Zeitkonstanten in 10 pM
Ca?* groRer und die Unterschiede in deren prozentualen Anteilen noch deutlicher.
Dagegen waren die Zeitkonstanten und deren relative Anteile teilweise nicht
signifikant unterschiedlich fur die Pipettenldsungen mit BAPTA-AM und 50 uM
Ca**. Die Zeitkonstanten der Inaktivierung und deren prozentualen Anteile fiir
Kv4.3/KChIP2 mit den unterschiedlichen Pipettenldsungen sind in Tabelle 3.1

zusammengefasst.

Tabelle 3.1: Kinetik der makroskopischen Inaktivierung von Kv4.3/KChIP2-Komplexen

Pipetten- 71 (mMs) ampy (%)  7,(ms) amp, (%)  7;(ms) ampz(%) n

Losung

BAPTA-AM  23,1+0,8° 48,646,9" 552+34° 46,1+6,7° 357+11°  5,3+0,4' 10
BAPTA 37,1+2,5 27,7430  100+5 69,4+3,2° 521456 2,9+0,4" 16
10 yM Ca?*  37,1+2,8  24,5+2,6' 1016 72,7+2,5  545+65 2,9+0,3 21

50 uM Ca®*  30,1#2,7  36,9+4,9  959+46  551+46 450443 8,1+1,3 20

T1, T2, T3. Inaktivierungszeitkonstanten; amp,, amp,, amps: Prozentuale Anteile der Zeitkonstanten
am Gesamtstromabfall; Signifikanzen wurden mit dem t-Test nach Student untersucht (*p=0,0002
relativ zu BAPTA und p=0,0021 relativ zu 10 dpM Ca2+; IDp<0,0001 relativ zu BAPTA, 10 uM ca®
und 50 uM ca’™"; °p=0,0314 relativ zu BAPTA; “p=0,0044 relativ zu BAPTA und p=0,0004 relativ zu
10 uM ca™; ®p=0,0018 relativ zu BAPTA und p<0,0001 relativ zu 10 pM ca™; fp=0,0007 relativ zu
BAPTA und p<0,0001 relativ zu 10 pM ca”; %p=0,0201 relativ zu 50 uM ca™; hp=0,0014 relativ zu
50 uM Ca*"; 'p=0,0301 relativ zu 50 pM Ca**; 'p=0,0015 relativ zu 50 pM Ca>*; “p=0,0002 relativ zu
50 uM ca*).

Weiterhin wurde die Erholung der Kv4.3/KChIP2-Komplexe von der Inaktivierung
(Recovery) untersucht. In Abbildung 3.2 sind typische Doppelpuls-Experimente mit
unterschiedlichen Zwischenpulsintervallen (siehe Material und Methoden) und
BAPTA (Abb. 3.2A) bzw. 50 uM Ca?* (Abb. 3.2B) in der Pipettenldsung gezeigt.
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Abbildung 3.2: Erholung von der Inaktivierung von Kv4.3/KChIP2-Komplexen

A Reprasentative Stromkurven gemessen in einer Kv4.3/KChIP2-exprimierenden Zelle in BAPTA,
ca. 5 min nach Durchbruch der Zellmembran. B Entsprechende Stromkurven einer anderen Kv4.3/
KChIP2-exprimierenden Zelle in 50 uM ca* (Nulllinie und maximale Stromamplitude jeweils
gestrichelt; das verwendete Doppelpulsprotokoll ist unter den Stromkurven dargestellt). C Die
relativen Stromamplituden wurden gegen das Zwischenpuls-Intervall semi-logarithmisch aufge-
tragen, und die Daten wurden mit einer einfach-exponentiellen Funktion beschrieben. Es sind die
Ergebnisse fur alle vier Pipettenldsungen, BAPTA-AM (weil3), BAPTA (grau), 10 uM (hellbau) und
50 uM ca”™ (blau), gezeigt. D Mittelwerte der Recovery-Zeitkonstanten (siehe Tab. 3.2) fur alle vier
Pipettenlésungen bei den Zwischenpulspotenzialen -80 , -100 und -120 mV.

Die vollstandige Erholung von der Inaktivierung wurde in 50 pM Ca** etwas spater
erreicht als in BAPTA (Abb. 3.2A, B). Zur Ermittlung der Recovery-Zeitkonstanten
diente eine einfach-exponentielle Funktion (siehe Material und Methoden). Die
Auswertung bestatigte die im Vergleich zu BAPTA (trec-80=84,2 ms) langsamere
Recovery-Kinetik in 50 uM ca? (trec-80=148 ms). Die Recovery-Kinetiken bei
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-80 mV fur alle verwendeten Pipettenldsungen sind in Abbildung 3.2C gezeigt. Die
Erholung von der Inaktivierung in BAPTA war auch langsamer als in BAPTA-AM
(beides Ca**-frei). Die Recovery-Kinetik der Kv4-Kanale ist stark spannungs-
abhangig (Bahring et al. 2001). Deshalb wurden fur alle verwendeten
Pipettenlésungen (BAPTA-AM, BAPTA, 10 pM Ca*" und 50 pM Ca**) Doppelpuls-
Experimente mit Recovery-Potenzialen von -80, -100 und -120 mV durchgefihrt
(siehe Tab. 3.2).

Tabelle 3.2: Recovery-Kinetik von Kv4.3/KChIP2-Komplexen

Pipetten- Trec-80 (MS) Trec-100 (MS) Trec-120 (MS)
[6sung

BAPTA-AM  68,6+7,8 (n=12)* 34,8+3,5 (n=8)" 20,7+1,8 (n=5)'
BAPTA 84,2+4,4 (n=13)° 44,8+2 6 (n=12) 28,4+1,7 (n=10)
10 uM Ca**  93,1%8,1 (n=17)° 40,0+4,1 (n=12)° 22,2+2,6 (n=9)
50 uM Ca®*  148+8 (n=15) 54,0+4,0 (n=14) 27,5+2,7 (n=10)

Trec(-80), Trec(-100) Trec(-120): R€covery-Zeitkonstanten bei unterschiedlichen Zwischenpuls- Poten2|alen
Signifikanzen wurden mit dem tTest nach Student untersucht (°p= 0 0458 relativ zu 10 uM ca*
und p<0 0001 relativ zu 50 pM ca* p<0 0001 relativ zu 50 uM Ca 2 : °p<0,0001 relativ zu 50 uM
ca’"; ¢ p=0,0289 relativ zu BAPTA und p=0,0040 relativ zu 50 uM Ca2+ °p=0,0220 relativ zu 50 uM
Ca?"p=0,0164 relativ zu BAPTA).

Es zeigte sich, dass die Ca**-Abhangigkeit der Recovery-Kinetik bei unterschied-
lichen Potenzialen unterschiedlich stark ausgepragt ist (Abb. 3.2D). Die starkste
Abhéngigkeit war bei -80 mV zu beobachten, in abgeschwachter Form auch bei
-100 mV, wahrend bei -120 mV keine signifikante Abhangigkeit zu beobachten

war.

3.1.2 Kv4.3 assoziiert mit KChIP2-EF-Hand-Mutanten

Nachdem ein signifikanter Einfluss der Ca**-Konzentration auf die Inaktivierungs-
eigenschaften von Kv4.3/KChIP2-Komplexen gezeigt werden konnte, wurden die
gleichen Experimente mit KChIP2-EF-Hand-Mutanten durchgefuhrt. Ziel der
Versuche war es, die funktionale Rolle der einzelnen EF-Handmotive und ihren
Beitrag zur KChIP-vermittelten Modulation der Inaktivierungseigenschaften naher
zu charakterisieren. Die Experimente mit den Mutanten KChIP2agr,, KChIP2aggs,
KChIP2pgrs und KChIP2per2, ers Waren auf Pipettenlosungen mit BAPTA und
50 uM Ca®" beschrankt. Alle vier KChIP2-EF-Hand-Mutanten bewirkten bei Co-
expression eine Verlangsamung der initialen und eine Beschleunigung der
kumulativen Phase der Kv4.3-Kanal-Inaktivierung (siehe Abb.3.3 und Tab.3.3).
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Abbildung 3.3: Kv4.3-Inaktivierung und Erholung von der Inaktivierung mit KChIP2-EF-
Hand-Mutanten

Die 1. Spalte zeigt die Inaktivierungszeitkonstanten von KChIP2xer, (A), KChIP2,ers (B),
KChIP2aers (C) und KChIP2pgroer3 (D) in BAPTA (graue Symbole) und 50 pM ca® (blaue Sym-
bole) nach der 20. Messung, ermittelt mit einer dreifach-exponentiellen Funktion. Gestrichelte
Linien: Werte fur Kv4.3 ohne KChIP2 in BAPTA. Die 2. Spalte zeigt die dazugehdrigen prozen-
tualen Anteile der Inaktivierungszeitkonstanten am Gesamtstromabfall. In der 3. Spalte ist die
Erholung von der Inaktivierung bei -80 mV fur die Mutanten (A, B, C, D) dargestellt. Es wurden die
relativen Stromamplituden gegen das Zwischenpuls-Intervall semi-logarithmisch aufgetragen und
mit einer einfach-exponentiellen Funktion beschrieben. Gestrichelte Linien: Werte fur Kv4.3/
KChiIP2-Komplexe in BAPTA und 50 pM ca®. Durchgezogene Linie: Werte von Kv4.3 ohne
KChIP2 in BAPTA.
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Tabelle 3.3: Zeitkonstanten der Inaktivierung fur Kv4.3 mit KChIP2-EF-Hand-Mutanten

Pipetten- 7, (Ms) amp1(%)  7,(ms) ampz (%)  7;(ms) amps(%) n
l6sung

KChIP2

BAPTA 37,1#2,5 27,74#3,0  100+5 69,4+3,2° 521+56  2,9+04° 16
50 uM Ca** 30,1#2,7 36,9449 959+46 551+4,6 450#43  8,1+13 20
KChIP2aers

BAPTA 19,0#1,1 44,2+48 69,9425 49,1#45 385+35  6,7+1,2 16
50 uM Ca** 23,1+1,7 50,3+3,7 67,6+3,8 451+3,6 46027  4,7+05 19
KChIP2agrs

BAPTA 285+2,6  51,2+4,4 1009 40,6+4,7 693+90  8,2+0,6° 14
50 uM Ca** 27,7#3,4 457+50 81,1#6,3 49,6%52 61172 4,7+0,5 18
KChIP2agrs

BAPTA 18,4+1,8 32,0#29 61,2#29 64,5+3,1 353+35 35405 20
50 uM Ca** 23,0£2,1 36,5+4,4 795+10,1 57,7+4,7 465464  10,3+4,7 20

KChIP2ages, ers
BAPTA 24,7+2,0 56,614,1d 86,0+7,3 35,0+3,7° 730450 7,5+0,8 15

50 pM Ca** 19,6+1,4 69,1+2,8 84,9+11,8 24,0+2,5 787+77s  6,9+0,8 8

11, T2, T3. INaktivierungszeitkonstanten; amp,, amp,, amps: Prozentuale Anteile der Zeitkonstanten
am Gesamtstromabfall; Signifikanzen wurden mit dem t-Test nach Student untersucht (°p=0,0201
relativ zu 50 pM Ca®": °p=0,0014 relativ zu 50 pM Ca?"; °f:o,0001 relativ zu 50 uM Ca’";
99=0,0491 relativ zu 50 uM Ca*"; °p=0,0390 relativ zu 50 pM Ca*").

Die dreifach-exponentielle Auswertung der makroskopischen Inaktivierung zeigte
fur keine der Mutanten eine signifikante Veranderung der Zeitkonstanten in
Abhangigkeit von der Ca®*-Konzentration. Allerdings fiel auf, dass der relative
Amplitudenanteil ampz von KChlP2agr3 in 50 uM ca? signifikant gro3er war als in
BAPTA. Fir KChIP2er2 ers war der relative Amplitudenanteil amp; in 50 uM Ca?*
signifikant groRer und amp, dagegen Kleiner als in BAPTA. Die relativen
Amplitudenanteile von KChIP2xer2 und KChIP2xers zeigten keine signifikanten
Unterschiede fiir die beiden unterschiedlichen Ca**-Konzentrationen.

Als nachstes wurde die Erholung von der Inaktivierung der KChIP2-EF-Hand-
Mutanten untersucht. Bei der Auswertung der Messergebnisse wurde deutlich,
dass die Coexpression aller Mutanten, mit Ausnahme von KChIP2agr2 gF3, ZU
einer ahnlich schnellen Recovery-Kinetik fuhrte wie bei den Wildtyp-Kv4.3/
KChiP2-Komplexen (siehe Abb. 3.3 und Tab. 3.4).
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Tabelle 3.4: Zeitkonstante der Erholung von der Inaktivierung fur Kv4.3 mit KChIP2-EF-
Hand-Mutanten

Ipb'igl?:gen- Trec-g0 (MS) Trec-100 (MS) Trec-120 (MS)
KChIP2

BAPTA 84,2+4,4 (n=13)* 44,8426 (n=12) 28,4+1,7 (n=10)
50 uM Cca®* 148+8 (n=15) 54,0+4,0 (n=14) 27,5+2,7 (n=10)
KChIP2agr>

BAPTA 10449 (n=13) 42,9+2,6 (n=15)" 23,5+1,9 (n=12)
50 uM Cca®* 109+7 (n=11) 34,7+2,8 (n=11) 21,4+1,8 (n=13)
KChIP2agrs

BAPTA 180+20 (n=13)" 68,8+6,4 (n=14) 37,03,7 (n=12)
50 uM Ca** 72,67,5 (n=9) 58,69,8 (n=10) 30,1+4,5 (n=10)
KChIP2ers

BAPTA 69,5+5,4 (n=22)° 31,3+2,1 (n=20)° 19,1#1,4 (n=15)
50 uM Ca** 107410 (n=12) 50,045,7 (n=10) 22,4+2,3 (n=10)
KChIP2agr2, £rs

BAPTA 430+55 (n=12) 130412 (n=13) 63,1+4,8 (n=12)
50 uM Ca** 378+30 (n=8) 10330 (n=8) 52,4+2,4 (n=2)

Trec(-80), Trec(-100): Trec(-120): R€COVery-Zeitkonstanten bei unterschiedlichen Zwischenpuls- Poten2|alen
Slgmflkanzen wurden mit dem t-Test nach Student untersucht (¢ p<0 001 relativ zu 50 uM ca”
p =0,0004 relativ zu 50 uM ca™; CE-O 0009 relativ zu 50 uM ca’; ¢ p=0,0450 relativ zu 50 pM
Ca?"; °p=0,0008 relativ zu 50 uM Ca?").

Fur die Mutante KChIP2,gr3 zeigte sich in 50 uM Ca** eine Beschleunigung der
Recovery-Kinetik im Vergleich zu BAPTA. Dagegen kam es bei der Mutante
KChIP2,ee4 zU einer Verlangsamung der Recovery-Kinetik in 50 pM Ca?*. Fur die
Mutante KChIP2xgr, und die Doppelmutante KChIP2aer2 er3 zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Messungen in BAPTA und 50 uM Ca?*

3.2 Rolle von CaMKIl bei der Ca**-abh&ngigen Modulation der
Kv4.3-Inaktivierung

3.2.1 Homotetramere Kv4.3-Kanale

Um die Mdglichkeit eines Ca?*-abhéngigen Regulationsmechanismus von I, ohne
die direkte Bindung von Calcium an KChIP2 zu testen, wurden zunachst Experi-

mente mit Wildtyp-Kanélen (Kv4.3) ohne gleichzeitige Expression von KChIP2
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durchgeflihrt. Insgesamt zeigte sich, dass die initiale Inaktivierung der Kv4.3-
Homotetramere in allen vier Ca**-Konzentrationen, sowohl im Vergleich zu Kv4.3/
KChIP2, als auch im Vergleich zu den Kv4.3/KChIP2-Mutanten-Komplexen
schneller war (siehe Abb. 3.1, Abb. 3.4, Tab. 3.1, Tab. 3.3 und Tab. 3.5).
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Abbildung 3.4: Inaktivierung der Kv4.3-Homotetramere

A Inaktivierungszeitkonstanten Uber 20 Messungen (die Messungen begannen ca. 20 s nach
Durchbruch der Zellmembran) ermittelt mit einer dreifach-exponentiellen Funktion (siehe Material
und Methoden) in BAPTA (graue Symbole) und 50 pM ca* (blaue Symbole); nach der 20.
Messung waren etwa 5 min vergangen. B Prozentuale Anteile der Inaktivierungszeitkonstanten am
Gesamtstromabfall.

Tabelle 3.5: Zeitkonstanten der Inaktivierung von Kv4.3-Homotetrameren

Pipetten- 71(ms) ampy (%)  1,(ms) amp; (%)  153(ms) ampz (%) n
I6sung

BAPTA-AM  252+22  61,9+2,4° 80,1+6,9° 31,1+2,4' 667+53°  7,0+0,6 16
BAPTA 24,4+1,4  684+1,1" 856+4,4° 253+1,00 853+36° 6,003 20
10 pM Ca®*  24,0+1,5 58,6+2,8  80,5+4,5° 34,3+2,3 723+40"  7,2+0,5 18

50 uM Ca*™*  27,8+1,4 63,7+1,9 1037 28,5+1,6 928+70 7,8+0,4 22

T1, T, T3. Inaktivierungszeitkonstanten; amp,, amp,, amps: Prozentuale Anteile der Zeitkonstanten
am Gesamtstromabfall Slgnlflkanzen wurden mit dem t-Test nach Student untersucht (°p=0, 0259
relatlv zu 50 pM Ca** p =0,0397 relativ zu 50 uM Ca’*; °p=0,0116 relativ zu 50 pM Ca
p =0,0047 relativ zu BAPTA p=0,0086 relativ zu 50 pM Ca 2 ep 0,0194 relativ zu 10 pM ca”
p =0,0219 relativ zu 50 pM Ca2+ gp 0,0136 relativ zu BAPTA p 0,0012 relativ zu 10 pM Ca2+
und p=0,0419 relativ zu 50 pM Ca2+, 'p=0,0200 relativ zu BAPTA, 1p=0,0007 relativ zu 10 pM Ca*";
p =0,0402 relativ zu 50 pM ca®";! p=0,0026 relativ zu 50 pM ca’ M.

In der dreifach-exponentiellen Auswertung der makroskopischen Inaktivierung
zeigten sich fur keine der Versuchslosungen signifikante Unterschiede in der
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initialen Inaktivierung (t1). Die intermedidre (1) und kumulative Phase (t3) der
Inaktivierung waren jedoch im Vergleich zu BAPTA (t1=24,4 ms, amp1=68,4 %;
1,=85,6 ms, amp,=25,3 %; 13=852 ms, amps=6,0 %) in 50 pM Ca*" (1;=27,8 ms,
amp;=63,7 %; 1,=103 ms, amp,=28,5 %; 13=928 ms, amps=7,8 %) langsamer,
wobei gleichzeitig der prozentuale Anteil von t; an der Inaktivierung ab- und der
von t3 zunahm. Bei der Betrachtung der tbrigen Pipettenldsungen fiel auf, dass in
BAPTA-AM die Zeitkonstanten 1, und t3 noch kleiner als in BAPTA waren, die
prozentualen Anteile sich jedoch nicht signifikant von denen in 50 uM Ca®*
unterschieden. Ebenfalls signifikant kleiner waren 1, und 13 in 10 pM Ca*" im
Vergleich zu 50 pM Ca?*, wobei der Anteil an 1, hier deutlich abnahm. Zwischen
BAPTA und BAPTA-AM zeigte sich auch eine deutlich grof3ere dritte Inaktivier-
ungszeitkonstante. Zusatzlich verschob sich, entgegen dem zuvor beschriebenen
Trend, der Anteil der Zeitkonstanten an der Inaktivierung signifikant zu t; unter
Abnahme von amp,. Auch bei der Gegeniberstellung von Experimenten in
BAPTA und 10 pM Ca?** konnte eine Verschiebung zu kleineren amp:- und
groReren amp,-Werten festgestellt werden. Die Zeitkonstanten der Inaktivierung
und deren prozentuale Anteile fir die unterschiedlichen Pipettenlésungen sind in

Tabelle 3.5 zusammengefasst.

Anschlielend wurde die Erholung der homotetrameren Kv4.3-Kanéle von der
Inaktivierung untersucht. Hierfir wurden erneut Doppelpuls-Experimente mit
unterschiedlichen Zwischenpulsintervallen fur die vier Pipettenldsungen durch-
gefuhrt und die Recovery-Zeitkonstante mit einer einfach-exponentiellen Funktion
ermittelt (siehe Material und Methoden). Die Auswertung zeigte deutlich, dass die
Erholung von der Inaktivierung der Kv4.3-Homotetramere per se langsamer war
als die der Wildtyp-Kv4.3/KChiP2-Komplexe (z.B.: BAPTA-AM: Kv4.3: Trecg0=
396 ms, Kv4.3/KChIP2: 1,¢..80=68,6 ms; siehe Abb. 3.5A, Tab. 2.1 und Tab. 3.6).

33



Ergebnisse

c’ —
[ = w
S | 600,
5 1.01 e @ E @ -80mV
= /' ) '
£ 081 {d <
2 ; / 2 4001
8 .. g
1 @
§ o2 / 3. 2001 A -100 mV
; —A -100m
> 0,2- v 5
s | £ 2 : - W -120 mV
o ) o 3
o e RS} e vy Yy Q 0 - Y T T T
Ay 101 102  10® 10* @  BAPTA-AM BAPTA 104M 50 uM

Zwischenpulsintervall (ms) Ca®* Ca?

Abbildung 3.5: Erholung von der Inaktivierung der Kv4.3-Homotetramere

A Die relativen Stromamplituden wurden gegen das Zwischenpuls-Intervall semi-logarithmisch
aufgetragen.Die Daten wurden mit einer einfach-exponentiellen Funktion beschrieben (siehe
Material und Methoden) Es sind die Ergebnisse fur die Kv4.3-Homotetramere in BAPTA-AM
(weifl3) und 50 uM ca* (blau), gezelgt sowie die Werte der Kv4.3/KChIP2-Komplexe in BAPTA
(grau gestrichelte Linie) und 50 uM ca” (blau gestrichelte Linie). B Mittelwerte der Recovery-Zeit-
konstanten (siehe Tabelle 3.6) fur alle vier Pipettenldsungen , BAPTA-AM (weil3), BAPTA (grau),
10 uM (hellbau) und 50 pM ca” (blau), bei unterschiedlichen Zwischenpulspotenzialen (-80,
-100 und -120 mV).

Tabelle 3.6: Zeitkonstante der Erholung von der Inaktivierung von Kv4.3-Homotetrameren

Pﬂipetten- Trec-80 (MS) Trec-100 (MS) Trec-120 (MS)
[6sung

BAPTA-AM  396+33° (n=12) 133+10" (n=10) 65,7+3,9 (n=11)°
BAPTA 445+19" (n=15) 148+19 (n=13) 80,8+2,4 (n=11)
10 pM Ca®*  451+36° (n=13) 140+10 (n=13) 65,7+7,5 (n=10)
50 yM Ca®*  556+32 (n=11) 160+7 (n=13) 77,1+4,5 (n=13)

Trec(-80), Trec(-100): Trec(-120): RECOVery-Zeitkonstanten bei unterschiedlichen Zwischenpuls- Potenmalen
Slgmﬁkanzen wurden mit dem tTest nach Student untersucht (* p O 0024 relativ zu 50 uM ca”
p =0,0041 relativ zu 50 uM Ca 2 ; °p=0,0433 relativ zu 50 uM ca” p =0,0335 relativ zu 50 uM
Ca”"; °p=0,0038 relativ zu BAPTA)

Die Erholung von der Inaktivierung war allerdings bei hohen intrazellularen Ca?*
Konzentrationen langsamer als bei niedrigen. Der gréf3te signifikante Unterschied
zeigte sich zwischen Experimenten in BAPTA-AM (Trec-80=396 ms) und Experi-
menten in 50 uM Ca? (trec-80=556 mMSs) bei einem Recovery-Potenzial von -80 mV.
Des Weiteren ergab sich eine signifikante Verlangsamung der Erholung von der
Inaktivierung bei -80 mV fiir Experimente in BAPTA und 50 uM Ca?*, sowie fiir
10 uM Ca®" und 50 pM Ca®*. Bei den Recovery-Potenzialen von -100 mV und
-120 mV wurde das Signifikanzniveau jeweils nur noch flr einige wenige Gruppen

erreicht.
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Insgesamt zeigte sich fur die Kv4.3-Homotetramere, vergleichbar zu den Ergeb-
nissen der Kv4.3/KChIP2-Komplexe, dass die Ca**-abhangige Verlangsamung der
Recovery-Kinetik bei weniger negativen Recovery-Potenzialen starker ausgepragt
ist (siehe Abb. 3.5B).

3.2.2 Effekt des CaMKII-Inhibitors KN-93 auf die Ca?'- vermittelte

Modulation der Kv4.3-Inaktivierung

Eines der regulatorischen Proteine, die durch die intrazellulare Ca**-Konzentra-
tionen gesteuert werden, ist die Ca®‘/Calmodulin abhangige Proteinkinase II
(CaMKIIl). Um einen moglichen Einfluss der aktivierten CaMKIl auf die Kanal-
eigenschaften von dem der Ca**-Bindung an KChIP2 abzugrenzen, wurde KN-93,
ein CaMKII-Blocker, zu den Versuchslosungen hinzugegeben. Zunachst wurden
Experimente mit 1 uM KN-93 in BAPTA-AM, BAPTA und 50 pM fur Kv4.3-
Homotretramere und Wildtyp-Kv4.3/KChIP2-Komplexe durchgefuhrt (siehe Tab.
3.1 und Tab. 3.7).

Tabelle 3.7: Zeitkonstanten der Inaktivierung von K4.3-Homotetrameren und Kv4.3/ KChIP2-
Komplexen mit 1 uM KN-93

Pipettenlésung 7, (ms) amp (%) 1, (ms) amp, (%) 75 (ms) amps(%) n
Kv4.3

BAPTA-AM 35,2+3,1* 60,6+4,4" 955466 32,6%4,1 655+39 6,8+0,4' 11
BAPTA 35,013,8b 66,5+4,3 109+12° 27,6%4,2 795+116  5,9%+0,5 12
50 uM ca” 28,3+3,4 71,842,9° 956122 23,1+2,7 791+78 5,1+0,5° 13

Kv4.3/KChIP2

BAPTA-AM 41,0+2,4" 86,5+3,9' 21842 9,4+3,7" 660+33  4,1+06 8
BAPTA 421441 55,8+8,0" 126427 41,1+7,6° 699+83  3,1+0,6 17
50 pM Ca** 39,8+4,5 43,6+10,7 91,2+6,3 53,0+10,4 944+221% 34+08° 7

T1, Tp, T3. Inaktivierungszeitkonstanten; amp,, amp,, amps: Prozentuale Anteile der Zeitkonstanten
am Gesamtstromabfall; Slgnlflkanzen wurden mit dem t-Test nach Student untersucht (*p=0,0111
relativ zu Kv4 3 ohne KN-93; p<0 0042 relativ zu Kv4.3 ohne KN-93; °p=0,0374 relatlv zu Kv4.3
ohne KN-93; p =0,0385 relativ zu 50 pM Ca’*; ®p=0,0359 relativ zu Kv4.3 ohne KN-93; p =0,0197
relativ.zu 50 pM Ca+ gp<0 0001 relativ zu Kv4.3/KChIP2 ohne KN-93; "p<0,0001 relativ zu
Kv4.3/KChIP2 ohne KN-93; 'p=0,0154 relativ zu 50 uM ca* und p=0,0005 relativ zu Kv4.3/KChIP2
ohne KN-93; p<0 0001 relativ zu Kv4.3/KChIP2 ohne KN-93; p =0,0024 relativ zu Kv4.3/KChIP2
ohne KN-93; p =0,0177 relat|v zu BAPTA, p=0,0016 relativ zu 50 pM ca® und p =0,0004 relativ zu
Kv4.3/KChIP2 ohne KN-93; "p=0,0030 relativ zu Kv4.3/KChIP2 ohne KN-93; "p=0,0111 relativ zu
BAPTA p=0,0011 relativ zu 50 pM ca” und p=0,0004 relativ zu Kv4.3/KChIP2 ohne KN-93;
°p=0,0021 relativ zu Kv4.3/KChIP2 ohne KN-93; "p=0,0446 relativ zu Kv4.3/KChIP2 ohne KN-93).

Die dreifach-exponentielle Auswertung der makroskopischen Inaktivierung zeigte

beim Vergleich der Messdaten der Kv4.3-Homotetramere mit und ohne Zugabe
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von KN-93 (siehe Tab. 3.5 und Tab. 3.7), dass insbesondere die Zeitkonstanten t;
(BAPTA-AM: 352ms, BAPTA: 350ms, 50puM Ca*: 283ms) und 1
(BAPTA-AM: 955ms, BAPTA: 109 ms, 50 pM Ca®": 95,6 ms) bei geblockter
CaMKIl, also in Versuchen mit KN-93, in allen Ca®'-Konzentrationen deutlich
erhoht waren, wéahrend 13 (BAPTA-AM: 655 ms, BAPTA: 795 ms, 50 uM Ca*":
791 ms) in etwa gleich blieb bzw. kleiner wurde. Dieser Effekt nahm aul3erdem mit
zunehmender Ca®*-Konzentration ab. Die Verteilung der Amplituden verschob sich
mit KN-93 im Vergleich zu den Versuchen ohne KN-93 in 50 uM Ca**-Lésung
insofern, als dass amp; zunahm, amp, und amps jedoch kleiner wurden.
Experimente mit Kv4.3/KChIP2-Komplexen in Abwesenheit und Gegenwart des
CaMKIlI-Inhibitors KN-93 lieferten vergleichbare Ergebnisse (siehe Tab. 3.1 und
Tab. 3.7). In Gegenwart von KN-93 waren auch hier in BAPTA-AM und BAPTA die
Zeitkonstanten der Inaktivierung wesentlich groRer als ohne KN-93. Zusatzlich
verlagerte sich in Gegenwart von KN-93 die Amplitudenverteilung verschieden
stark zu amp; unter Abnahme von amp, und teilweise amps. In 50 pM Ca?* zeigte
sich mit KN-93 weder fir 13 und 12, noch fir die dazugehoérigen relativen
Amplituden signifikante Unterschiede. Dafur war hier in Gegenwart von KN-93 13
deutlich erhéht, sowie deren Anteil an der Inaktivierungskinetik verringert.

In Gegenwart von KN-93 zeigte sich fir die Kv4.3-Homotetramere Kkeine
signifikanten Veranderungen der Zeitkonstanten in Abhangigkeit von der Ca*'-
Konzentration (BAPTA-AM, BAPTA und 50 uM Ca?*), allerdings verschoben sich
ihre prozentualen Anteile in 50 uM Ca®" im Vergleich zu BAPTA-AM zu t; unter
Abnahme von amp, und amps. Im Gegensatz dazu veranderten sich die Strom-
kurven der Kv4.3/KChIP2-Komplexe in Gegenwart von KN-93 in 50 pM Ca**
relativ zu BAPTA-AM dahingehend, dass der prozentuale Anteil amp; kleiner und
amp, grol3er wurde. Dieser Effekt war ebenfalls zwischen Versuchen mit BAPTA-
AM und BAPTA signifikant.

Bei der Untersuchung der Erholung von der Inaktivierung in Gegenwart von KN-93
fiel anfangs auf, dass sowohl bei Experimenten mit den Kv4.3-Homotetrameren
als auch mit den Kv4.3/KChIP2-Komplexen eine langsame Komponente zur
Recovery-Kinetik hinzukam. Aus diesem Grund wurden die erhobenen Messdaten
nicht wie in der bisherigen Auswertung einfach-, sondern doppelt-exponentiell
gefittet und demzufolge zwei anstatt einer Zeitkonstante bestimmt. Die schnelle
Komponente wurde als das eigentliche Korrelat der Erholung von der Inaktivierung
betrachtet, wahrend die langsamere Komponente anderen Mechanismen, ohne
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direkten Zusammenhang zur Erholung von der Inaktivierung, zugeschrieben
wurde (siehe Abb. 3.6 und Tab. 3.8).
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Abbildung 3.6: Erholung von der Inaktivierung der K4.3-Homotetrameren und Kv4.3/
KChIP2-Komplexen ohne und mit Zugabe von KN-93 oder KN-92

A Die relativen Stromamplituden wurden gegen das Zwischenpuls-Intervall semi-logarithmisch auf-
getragen, und fir Experimente mit KN-93 mit einer 2-fach-exponentiellen Funktion beschrieben
(siehe Material und Methoden). Es sind die Ergebnisse fiir die Kv4.3/KChIP2-Komplexe in BAPTA-
AM (weilR) und 50 uM ca” (blau) mit 1 uM KN-93 gezeigt, sowie die Werte der Kv4.3/KChIP2-
Komplexe in BAPTA (grau gestrichelte Linie) und 50 pM Ca”" (blau gestrichelte Linie) ohne Blocker
mit einfach-exponentieller Funktion. B Ergebnisse fir die Kv4.3-Homotetramere mit 1 uM KN-93
(2-fach-expoentiell) in BAPTA-AM (weil3) und 50 uM ca* (blau), sowie ohne Blocker (einfach-
exponentiell, grau und blau gestrichelte Linie). C Es sind die Ergebnisse fur die Kv4.3/KChIP2-
Komplexe in BAPTA (grau) und 50 pM ca” (blau) mit 1 pM KN-92 (einfach-exponentiell) gezeigt,
sowie die Werte der Kv4.3/KChIP2-Komplexe ohne Blocker (einfach-exponentiell, grau und blau
gestrichelte Linie) D Mittelwerte der Recovery-Zeitkonstanten bzw. bei KN-93 die schnelle
Komponente der Recovery-Kinetik (T rec-80) fir BAPTA-AM (weil3), BAPTA (grau) und 50 pM ca”
(blau) mit und ohne KN-93 bzw. KN-92 (siehe Tab. 3.7, 3.8 und 3.9).
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Tabelle 3.8: Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung von K4.3-Homotetrameren
und Kv4.3/KChIP2-Komplexen mit 1 und 10 pM KN-93

Pipettenlésung 1 puM KN-93 10 pM KN-93

Tl,rec-BO (ms) T2,rec-80 (ms) n Tl,rec-SO (ms) Tz,rec-SO (ms) n

Kv4.3

BAPTA-AM 365+23 14204570 7
BAPTA 398+28 11604250 10
50 uM Ca** 377461 14904510 9

Kv4.3/KChIP2

BAPTA-AM 160+182 2650£940 9
BAPTA 11549 1900£300° 15 10922 1450+320 9
50 uM Ca?" 97,746,5 4140+760 10

Tirec(-80)s Tarec(-80). R€COVery-Zeitkonstanten bei Zwischenpuls-Potenzialen von -80 mV; Signifikanzen
wurden mit dem t-Test nach Student untersucht (®p=0,0173 relativ zu BAPTA und p=0,0034 relativ
zu 50 pM Ca?*; °p=0,0055 relativ zu 50 uM Ca*").

Bei Messungen mit KN-93 ergaben sich fir die Recovery-Kinetik der Kv4.3-
Homotetramere zwischen BAPTA-AM (11 rec-80=365 MS, 12,rec-80=1420 ms), BAPTA
(T1,rec-80=398 MS, 12rec-80=1160 ms) und 50 pM ca® (T1.,rec-80=377 MS, T2 rec-80=
1490 ms) keine signifikanten Effekte. Aufgrund der Auswertung mit zwei anstatt
einer Zeitkonstante konnten die Ergebnisse nicht direkt mit den Werten der Kv4.3-
Homotetramere ohne KN-93 verglichen werden. Es kann dennoch festgehalten
werden, dass in Versuchen mit Kv4.3-Homotetrameren ohne geblockter CaMKII
eine Verlangsamung in hohen Ca?*-Konzentrationen stattfand, die bei Zugabe von
1 uM KN-93 nicht mehr erkennbar war (siehe Abb. 3.6).

Im Gegensatz zu der in den verschiedenen Ca®'-Konzentrationen gleichblei-
benden Recovery-Kinetik der Kv4.3-Homotetramere, zeigte sich in den Experi-
menten mit den Kv4.3/KChIP2-Komplexen in Gegenwart von KN-93 mit zunehm-
ender Ca**-Konzentration eine Beschleunigung der Erholung von der Inaktivierung
(BAPTA-AM: 11 1ec-80=160 MS, 1 rec-80=2650 ms, 50 uM Ca?": T1 rec-80=97,7 MS,
T2 rec-80=4140 ms). Aufgrund der doppelt-exponentiellen Funktion unter Zugabe von
KN-93 ist auch fur die Kv4.3/KChIP2-Komplexe mit KN-93 kein direkter Vergleich
mit den einfach-exponentiellen Werten ohne KN-93 mdglich. Es zeigte sich
jedoch, dass die Erholung von der Inaktivierung fur Kv4.3/KChIP2-Komplexe mit
KN-93 in 50 uM Ca*" schneller wurde, wahrend diese in Experimenten ohne
KN-93 sogar verlangsamt wurde (siehe Abb.3.6).
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In der vorliegenden Arbeit kam es nur in Gegenwart von KN-93 zu einer doppelt-
exponentiellen Recovery-Kinetik. Insbesondere um die Frage nach einem KN-93-
konzentrationsabhangigen Effekt zu beantworten, wurden zusatzliche Experi-
mente mit Kv4.3/KChIP2-Komplexen und 10 pM KN-93 in der BAPTA-Versuchs-
l6sung durchgefiihrt. Es zeigte sich jedoch weder fir die schnelle (11 rec-80=109 ms)
noch fur die langsame Zeitkonstante (12 ec.80=1450 ms) ein signifikanter Unter-
schied im Vergleich zu 1 uM KN-93. Ein konzentrationsabhangiger Effekt von
KN-93 auf die Recovery-Kinetik konnte somit nicht bestétigt werden (siehe Tab.
3.8).

Nachdem die KN-93-Konzentration keinen signifikanten Einfluss auf die doppelt-
exponentielle Recovery-Kinetik hatte, wurden weitere Experimente zum besseren
Verstandnis der hier aufgetretenen Ca?*-abhangigen Beschleunigung, sowie der
aufgetretenen doppelt-exponentiellen Kinetik durchgefthrt. Hierfir wurden
Kv4.3/KChIP2-Komplexe in BAPTA und 50 pM Ca®" unter Zugabe von 1 und
10 uM KN-92, einem inaktiven Analogon von KN-93, gemessen. Der beste Fit fur
die Recovery-Kinetik von Kv4.3/KChIP2-Komplexe mit KN-92 konnte hier mit einer

einfach-exponentiellen Funktion erreicht werden (siehe Tab. 3.9 und Abb. 3.6).

Tabelle 3.9: Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung fur Kv4.3/KChIP2-Komplexe
mit 1 und 10 pM KN-92

Pipetten- BAPTA 50 uM Ca**
I6sung

Trec-80 (ms) Trec-80 (ms)
1 uM KN-92 72,5+4,8% (n=7) 249+39 (n=18)
10 pM KN-92 119419 (n=5) 406+71 (n=6)

Trec(-80). RECOVEry-Zeitkonstante bei Zwischenpuls-Potenzialen von -80 mV; Signifikanzen wurden
mit dem t-Test nach Student untersucht (°p=0,0072 relativ zu 50 pM ca” und p=0,0166 relativ zu
10 uM KN-92).

Fur Experimente mit 1 uM KN-92 zeigte sich im Vergleich zu BAPTA (Trec-80=
72,5ms) in 50 UM Ca®" (trec.80=249 ms) eine signifikante Verlangsamung der
Recovery-Kinetik. Auch mit 10 pM KN-92 war die Erholung von der Inaktivierung in
50 pM deutlich langsamer, erreichte das Signifikanzniveau jedoch nicht. Weiterhin
lie3 sich ermitteln, dass mit Zunahme der KN-92-Konzentration die Erholung von
der Inaktivierung langsamer wurde. Dieser Effekt war fiur BAPTA starker aus-

gepragt, als fir Versuche mit 50 uM Ca?".
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3.2.3 Ca**-vermittelte Modulation der Inaktivierung von Kv4.3-
CaMKII-Site-Mutanten

Die Auswertung der Messdaten von Kv4.3/KChIP2-Komplexen mit KN-92 ergab
eine einfach-exponentielle Funktion fur die Recovery-Kinetik. Um zwischen einem
Kanalblock durch KN-93 und einem CaMKII-Effekt zu differenzieren, wurden
Experimente mit Kv4.3-Mutanten durchgefihrt. In der ersten Mutante (Kv4.3-AAA)
waren die drei CaMKII-Phosphorylierungsstellen inaktiviert, wahrend diese in der

zweiten (Kv4.3-DDD) pseudophosphoryliert waren (siehe Kap. 2.1.1).

Aufgrund der geringen Stromamplitude und damit schlecht auszuwertenden
Messdaten konnten keine Werte fir Kv4.3-AAA und Kv4.3-DDD ohne die Co-
expression von KChIP2 erhoben werden. Obwohl durch die Transfektion keine
quantitative Beurteilung der Stromamplitude mdglich ist, fiel auf, dass die Strom-
amplituden fir beide Kv4.3-Mutanten coexprimiert mit KChIP2, trotz im Ver-
gleich zum Wildtyp verdoppelter Kv4.3-DNA-Menge, verhaltnismaRig klein waren.
Die Stromamplitude war sowohl fur Kv4.3-AAA/KChIP2, als auch fiur Kv4.3-DDD/
KChIP2 signifikant kleiner als die der Wildtyp-Kv4.3/KChIP2-Komplexe (siehe Tab.
3.10).

Beim Vergleich der Messwerte von Kv4.3-AAA/KChIP2 und Kv4.3/KChIP2-
Komplexe in BAPTA war der prozentuale Anteil an der Amplitude signifikant von
amp, zu amp; verschoben. Aul3erdem war t, signifikant kleiner, wéhrend t3 signi-
fikant groRer war. Beim Vergleich von Kv4.3-AAA/KChiP2 mit Kv4.3/KChIP2 in
50 uM Ca?* zeigte sich ein signifikant kleinerer Anteil von amps an der Amplitude
und ebenfalls ein signifikant kleineres t,, sowie 1.

Beim Vergleich der Messwerte von Kv4.3-DDD/KChIP2 und Kv4.3/KChIP2 unter-
schieden sich die Messungen in BAPTA insofern, dass mit Kv4.3-DDD/KChIP2
amp; signifikant zunahm, wahrend amp, deutlich kleiner wurde. Zusatzlich war 13
in den Experimenten mit Kv4.3-DDD/KChIP2 deutlich kleiner als beim Wildtyp. In
50 uM Ca®* war dieser Effekt ebenfalls signifikant fir amps, amp, und s, zusatz-
lich war t; mit Kv4.3-DDD/KChIP2 signifikant grof3er als mit Kv4.3/KChIP2.

Bei der Gegeniberstellung der beiden Kv4.3-CaM-Kinase-Site-Mutanten zeigten
sich in BAPTA keine signifikanten Unterschiede in der Inaktivierungskinetik. In
50 uM Ca?" war fur Kv4.3-DDD/KChIP2, im Vergleich zu Kv4.3-AAA/KChIP2,

amp; zu amp, verschoben.
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Die Inaktivierungskinetik von Kv4.3-AAA/KChIP2 zeigte keine signifikanten
Unterschiede in Abhangigkeit von der Ca?*-Konzentration (BAPTA: 1:=41,2 ms
(42,9 %), 1,=68,9 ms (53,7 %), 13=953ms (3,4 %); 50 uM Ca®": 1,=28,8 ms
(33,1 %), 1,=75,0 ms (63,7 %), 13=791 ms (3,2 %)). Fir Kv4.3-DDD/KChIP2 zei-
gte sich in 50 uM Ca*" lediglich eine schnellere initiale Inaktivierung als in BAPTA
(p=0,04), die ubrigen tau- und Amplituden-Werte unterschieden sich nicht signifi-

kant in Abhangigkeit von der Ca?*-Konzentration.

Tabelle 3.10: Zeitkonstanten der Inaktivierung von Kv4.3-CaMKII-Site-Mutante Kv4.3-AAA/
KChIP2 und Kv4.3-DDD/KChIP2

Pipetten- | T amp, T, amp, T3 amps n

l6sung (nA) (ms) (%) (ms) (%) (ms) (%)

Kv4.3/

KChIP2

BAPTA 18,6 37,1 27,7 100 69,4 521 2,9 16
+2 3% +25 +3,0° +5° +3,29 +56' +0,4

50 uM ca® 19,6 30,1 36,9 95,9 55,1 450 8,1 20
+2,9° +2.7 +4,9° +4,6' +4,6" +43 +1,3

Kv4.3-AAA/

KChIP2

BAPTA 6,1 41,2 42,9 68,9 53,7 953 3,4 11
+1,1 46,3 455 +7,3 +56 +129 +0,5

50 uM Ca** 8,0 28,8 33,1 75,0 63,7 791 3,2 7
+2.2 +2,1 +6,0' 27 +5,7" +123 +0,9

Kv4.3-DDD/

KChIP2

BAPTA 9,8 48,3 62,1 157 34,5 885 3,4 10
+2.6 +6,9" +10,2 +48 +9.6 +151 *1,0

50 uM ca®" 7,3 31,8 67,2 70,7 28,8 1020 4.0 13
2.2 +2.7 +4,9 454 +4.8 +170 +1,0

T1, Tp, T3. Inaktivierungszeitkonstanten; amp,, amp,, amps: Prozentuale Anteile der Zeitkonstanten
am Gesamtstromabfall; Signifikanzen wurden mit dem t-Test nach Student untersucht ( p=0,0002
relativ zu Kv4.3-AAA/KChIP2 und p=0,0208 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in BAPTA; "p= 0,0500
relativ zu Kv4.3-AAA/KChIP2 und p=0,0049 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in 50 uM Ca 2+, °p-
0,0155 relativ zu Kv4.3-AAA/KChIP2 und p=0, 0005 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in BAPTA p—
0,0009 relatlv zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in 50 uM Ca 2 ; °p=0,0017 relativ zu Kv4.3-AAA/KChIP2 in
BAPTA; p =0,0157 relativ zu Kv4.3-AAA/KChIP2 und p=0,0032 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in
50 uM Ca2+ 9p=0,0151 relativ zu Kv4.3-AAA/KChIP2 und p=0,0003 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2
in BAPTA; p =0,0018 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in 50 uM Ca +, 'p 0,0020 relativ zu Kv4.3-AAA/
KChIP2 und p=0,0122 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in BAPTA; 'p=0, 0026 relativ zu Kv4.3-AAA/
KChIP2 und p=0,0002 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in 50 pM Ca2+ p=0,0402 relativ zu Kv4.3-
AAA/KChIP2 in 50 pM Ca?*;'p=0,0005 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 50 pM ca?" "p=0, 0003 relativ
zu Kv4.3-DDD/KChIP2 50 uM Ca2+, "p= 0,0403 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in 50 uM Ca™").

Als néchstes wurde die Erholung von der Inaktivierung der Kv4.3-CaMKII-Site-
Mutanten Kv4.3-AAA und Kv4.3-DDD untersucht (siehe Abb. 3.7).
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Abbildung 3.7: Erholung von der Inaktivierung der Kv4.3-CaMKII-Site-Mutante Kv4.3-AAA
und Kv4.3-DDD

A Die relativen Stromamplituden wurden gegen das Zwischenpuls-Intervall semi-logarithmisch
aufgetragen und die Daten mit einer einfach-exponentiellen Funktion beschrieben (siehe Material
und Methoden). Es sind die Ergebnisse fir Kv4.3-AAA/KChIP2 in BAPTA (grau) und 50 uM ca”
(blau) gezeigt, sowie die Werte der Kv4.3/KChIP2-Komplexe in BAPTA und 50 uM ca* (grau bzw.
blau gestrichelte Linie). B Ergebnisse fir die Kv4.3-DDD/KChIP2 in BAPTA (grau) und 50 uM ca”
(blau), sowie der Kv4.3/KChIP2-Komplexe (grau und blau gestrichelte Linieg. C Mittelwerte der
Recovery-Zeitkonstanten (siehe Tabelle 3.10) fir BAPTA (grau) und 50 pM Ca“" (blau).

Die statistische Auswertung dieser Messdaten ergab keine signifikanten Unter-
schiede fur Experimente mit Kv4.3-AAA/KChIP2 in 50 uM ca® (Trec-80=63,2 MSs)
und BAPTA (trec.80=68,1 ms). Jedoch war die Erholung der Kv4.3-Mutante von der
Inaktivierung sowohl in BAPTA, als auch in 50 pM Ca?* signifikant schneller als die
der Kv4.3/KChIP2-Komplexe. Mit der pseudophosphorylierten Kv4.3-CaMKII-Site-
Mutante Kv4.3-DDD zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Ca?*-Konzentrationen. Jedoch war die Erholung von der In-

aktivierung der pseudophosphorylierten Kv4.3-DDD sowohl in BAPTA als auch in
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50 uM Ca** deutlich schneller als die der Kv4.3/KChIP2-Komplexe und ebenfalls
schneller als die der Kv4.3-AAA-Mutante (siehe Tab. 3.11).

Tabelle 3.11: Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung von Kv4.3-CaMKII-Site-
Mutante Kv4.3-AAA/KChIP2 und Kv4.3-DDD/KChIP2

Pipettenldosung BAPTA 50 uM Ca**
Trec-g0 (MS) Trec-g0 (MS)
Kv4.3/ 84,2+4,4° 148+8°
KChIP2 (n=13) (n=15)
Kv4.3-AAA/ 63,2+4,6° 68,1%3,7¢
KChIP2 (n=11) (n=11)
Kv4.3-DDD/ 38,5+2,5 39,0+3,1
KChIP2 (n=10) (n=13)

Trec(80). RECOVery-Zeitkonstante bei Zwischenpuls-Potenzialen von -80 mV; Signifikanzen wurden
mit dem t-Test nach Student untersucht (°p=0,0032 relativ zu Kv4.3-AAA/KChIP2 und p<0,0001
relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in BAPTA, bp<0,0001 relativ zu Kv4.3-AAA/KChIP2 und p<0,0001
relativ. zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in 50 pM Ca2+; °p=0,0002 zu Kv4.3-DDD/KChIP2 in BAPTA;
99<0,0001 relativ zu Kv4.3-DDD/KChIP2 50 pM Ca").

3.3 Untersuchung von KChIP2-EF-Hand-Mutanten in Gegen-
wart von KN-93

Um die Effekte, die durch Ca?"-Bindung an die EF-Handmotive von KChIP2
entstehen, von denen der aktivierten CaMKIl zu unterscheiden, wurden die Ex-
perimente mit den KChIP2-EF-Hand-Mutanten ebenfalls in 1 uM KN-93 durch-
gefuhrt. Da es in den vorherigen Experimenten zu keiner Modulation der Erholung
von der Inaktivierung durch die KChIP2agr2 er3-Mutante kam, wurde auf weitere
Messungen mit dieser Mutante verzichtet. Zusatzlich wurden die Versuche auf
Lésungen mit BAPTA-AM und 50 uM Ca?* beschrankt.

Die Messung der Inaktivierungskinetiken der drei EF-Hand-Mutanten KChIP2xgg2,
KChIP2grs und KChIP2agg4 in BAPTA-AM und 50 pM ca? ergab, mit Ausnahme
einer Verkleinerung der Amplitude amps fur KChlIP2pgg4 in 50 uM Ca?*, keine
signifikanten Unterschiede (siehe Tab. 3.12).
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Tabelle 3.12: Zeitkonstanten der Inaktivierung fur Kv4.3 und KChlIP2-EF-Hand-Mutanten mit

1 pM KN-93
Pipetten- 7, (Ms) amp1(%)  7,(ms) amp2(%)  7;(ms) amp3(%) n
l6sung

KChIP2aers

BAPTA-AM  257+1,7  77,3#6,8  97,0+14,3 19,3%6,1  554+39 3,5+0,7 7
50 uM Ca** 28,8454  654+6,8  105+16 23,3#5,3 489483 11,3+6,7 10
KChIP2agrs

BAPTA-AM  265+1,8  76,3+7,1 116423 19,4459  651%75 4,7+1,2 10
50 uM Ca®*  30,7#3,1 67,8455  99,0+151 27,3+4,9 558465 4,9+0,7 11
KChIP2acrs

BAPTA-AM  353+3,4  69,1#6,9 121,#19  27,0¢6,3  683+99 4,0+0,9° 9
50 UM Ca®*  23,6+4,8  64,149,2  76,3+14,9 34,2+9,0  682+149  1,840,3 10

T1, T2, T30 Inaktivierungszeitkonstanten; amp;, amp,, amps: Prozentuale Anteile der Zeitkonstanten
am Gesamtstromabfall; Signifikanzen wurden mit dem t-Test nach Student untersucht (*p=0,0309
relativ zu 50 pM Ca’")

Bei der Auswertung der Erholung von der Inaktivierung wurden die Daten mit Hilfe

einer doppelt-exponentiellen Funktion ausgewertet (siehe Abb. 3.8). Dies ent-

spricht dem Vorgehen bei den Experimenten mit Kv4.3-Homtetrameren in Gegen-

wart von KN-93 (siehe Kap. 3.2.2).
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Abbildung 3.8: Erholung von der Inaktivierung von Kv4.3/KChIP2-EF-Hand-Mutanten mit
1 uM KN-93

A Die relativen Stromamplituden wurden gegen das Zwischenpuls-Intervall semi-logarithmisch auf-
getragen und die Daten mit einer 2-fach-exponentiellen Funktion beschrieben (siehe Material und
Methoden). Es sind die Ergebnisse flr Kv4.3/KChIP2xgr, in BAPTA-AM (weif3) und 50 uM ca”
(blau) mit KN-93 gezeigt, fur Kv4.3/KChIP2,egr» ohne Blocker in BAPTA und 50 uM ca” (grau bzw.
blau gestrichelte Linie), sowie fir Kv4.3/KChIP2-Komplexe ohne Blocker (schwarze Linie). B Es
sind die Ergebnisse fir Kv4.3/KChIP2,gr; in BAPTA-AM (weil3) und 50 uM ca” (blau) mit KN-93
gezeigt, fur Kv4.3/KChlP2xer3 ohne Blocker in BAPTA und 50 uM ca* (grau bzw. blau gestrichelte
Linie), sowie fur Kv4.3/KChIP2-Komplexe ohne Blocker (schwarze Linie). C Es sind die Ergebnisse
fur Kv4.3/KChIP2,gr4 in BAPTA-AM (weil3) und 50 uM ca* (blau) mit KN-93 gezeigt, fur Kv4.3/
KChIP2,er4 ohne Blocker in BAPTA und 50 uM ca” (grau bzw. blau gestrichelte Linie), sowie fur
Kv4.3/KChIP2-Komplexe ohne Blocker (schwarze Linie). D Mittelwerte der Recovery-Zeit-
konstanten (siehe Tab. 3.13) fir BAPTA-AM (weil3) und 50 uM ca* (blau) mit KN-93.

Bei der statistischen Auswertung wurden die relevanten schnellen Komponenten
der Erholung von der Inaktivierung miteinander verglichen. Es zeigte sich eine
beschleunigte initiale Erholung von der Inaktivierung fir KChIP2agg, in 50 uM Ca?*
(BAPTA-AM: 11 rec.80=274 ms, 50 UM Ca?*: 11 1ec.80=180 ms). Die schnellen Kompo-
nenten der Recovery-Zeitkonstanten von KChIP2perz (BAPTA-AM: T4 rec-80=
226 ms, 50 UM Ca®": 11,ec.80=253 ms) und KChIP2agrs (BAPTA-AM: 11 rec.80=
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157 ms, 50 pM Ca**: 11,ec.80=195 ms) zeigten dagegen keine signifikanten Ver-
anderungen zwischen BAPTA-AM und 50 pM Ca** (siehe Tab. 3.13).

Tabelle 3.13: Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung fiir KChIP2-EF-Hand-
Mutanten mit 1 uM KN-93

Pipettenldsung T1 rec-80 (MS) T2 rec-80 (MS) n
KChIP2agr>

BAPTA-AM 274+42° 2640310 10
50 uM Ca** 180+22 29504575 12
KChIP2agrs

BAPTA-AM 226422 2160+490 13
50 uM Ca®* 253+33 2320530 13
KChIP2ers

BAPTA-AM 157+24 1740+370 10
50 uM Ca** 195+18 9494300 10

Tirec(-80), Tarec(-80). R€COVery-Zeitkonstanten bei Zwischenpuls-Potenzialen von -80 mV; Signifikanzen
wurden mit dem t-Test nach Student untersucht (*p=0,0333 relativ zu 50 pM Ca™").

Zusammenfassend zeigt sich in Gegenwart von KN-93 flir KChIP2gr, in 50 uM
Ca”" eine signifikante Beschleunigung der Recovery-Kinetik, die ohne KN-93 nicht
zu beobachten war. Fur KChIP2agrs und KChIP2aer4s kommt es dagegen unter
dem Einfluss von KN-93 zu keinen signifikanten Verédnderungen der Recovery-
Kinetik, obwohl diese ohne KN-93 in 50 pM Ca®* fiir KChIP2agrs beschleunigt und

fur KChIP2aer4-Mutante verlangsamt war.
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Abbildung 3.9:
Zusammenfassung

In A und B sind zusam-
menfassend die Mittel-
werte der Recovery-
Zeitkonstanten mit dem
jeweiligen SEM in ei-
nem Balkendiagramm

dargestellt. Fir Ver-
suche mit schneller und
langsamer Recovery-

Komponente ist jeweils
T, gezeigt. A zeigt die
Werte mit BAPTA in
der ic-Lésung (grau),
mit Ausnahme der Ver-
suche der KChIP2-Mu-
tanten und KN-93, die
in BAPTA-AM durchge-
fahrt wurden (weilR). B
zeigt Versuche mit
50 uM Ca* in der ic-
Lésung (blau). In C
wurden die Mittelwerte
der Recovery-Zeitkon-
stanten von BAPTA
(schwarz) oder BAPTA-
AM (grau) in ein log-
arithmisches Verhaltnis
zu den Mittelwerten der
Messungen in 50 pM
ca’* gesetzt. Es ergibt
sich somit ein positiver
Wert, wenn es in hohen
Ca’*-Konzentration zu

einer Beschleunigung
der  Recovery-Kinetik
kommt und ein ne-

gativer Wert bei einer
Verlangsamung.
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4 Diskussion

4.1 Ca®-Abhéangigkeit der funktionellen Kv4/KChIP-Interaktion

Bei der Untersuchung der Auswirkung einer veranderten zytoplasmatischen Ca**-
Konzentration auf die Kv4.3/KChlP2-Kanalkomplexe lasst sich als erstes fest-
halten, dass die Féahigkeit der Interaktion mit Kv4.3 bei allen vier untersuchten
Ca’*-Konzentrationen (BAPTA-AM, BAPTA, 10 uM und 50 pM) erhalten blieb.
Sowohl in Abwesenheit von Ca?* (BAPTA-AM), als auch mit hohen Ca?*-Konzen-
trationen (50 uM) in der Patch-Pipette zeigten sich in den Experimenten die
typischen Merkmale der KChIP-Modulation: die Stromdichte war erhdéht bzw. nicht
erniedrigt (obwohl in Kombination mit KChIP2-cDNA 10mal weniger Kv4.3-cDNA
eingesetzt wurde), die makroskopische Inaktivierung verlangsamt und die Erhol-
ung von der Inaktivierung stark beschleunigt. Aufgrund dieser Ergebnisse l&sst
sich schlussfolgern, dass die durch Ca®*-Bindung an die EF-Handmotive aus-
geldste mogliche Konformationsanderungen in den helikalen KChIP-Anteilen (Lin
et al. 2004; Pioletti et al. 2006) per se nicht entscheidend fir die Interaktion von
KChIP2 mit Kv4.3 sind. Unterstitzt wird dieses Fazit durch die Experimente von
An und Mitarbeitern (2000). Basierend auf Immunprazipitationen und elektro-
physiologischen Experimenten wurde berichtet, dass die KChIP1 dreifach EF-
Hand-Mutante trotz fehlender Ca?*-Bindungsfahigkeit an Kv4a-Untereinheiten
bindet, wobei eine Modulation des Kv4.2-Stroms durch diese KChIP1-Mutante
allerdings nicht mehr stattfand (An et al. 2000). Ubereinstimmend zu diesen
Bindungsstudien zeigte die Co-Immunoprézipitation eines N-terminalen Kv4.2-
Fragments mit KChIP2 keine Ca®*-Abhangigkeit (Bahring et al. 2001).

In einigen Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde BAPTA-AM bereits flnf
Stunden nach der Transfektion zur Badldsung hinzugefugt. BAPTA-AM st ein
membrangangiges Derivat von BAPTA, einem hoch selektiven Ca?*-Chelator, der
zur Kontrolle der intrazellularen und extrazellularen Ca?*-Konzentration genutzt
wird (Tsien 1980). BAPTA ist selektiver fiir Ca®* (K4=160-700 nM) als EDTA und
EGTA, in seiner Bindungsaffinitdt weniger pH sensitiv und 50-400 mal schneller
bei der Bindung bzw. Abgabe von Ca®*-lonen (Pethig et al. 1989). Die durch-
gefuhrten Versuche mit BAPTA-AM zeigten, dass auch ein frihzeitiger und langer-
fristiger Ca*-Entzug nicht kritisch fiir die initiale Faltung und Bindung von KChIP2
am Kv4.3-Kanal ist. Allerdings war das typische Crossover der A-Typ-Stromkurve,
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dass in Gegenwart von KChIP durch erhdhte t;- und 1,-Werte, sowie erniedrigte
t3-Werte entsteht, mit BAPTA-AM nicht zu sehen. Urséachlich hierflir war, dass es
bei der makroskopischen Inaktivierung mit BAPTA-AM zu keiner signifikanten Ver-
anderung von 11, amp; und amp, kommt und 1, erniedrigt anstatt erhéht war. Die
KChIP2-vermittelte Beschleunigung der Erholung von der Inaktivierung war
dagegen unabhangig von kurzfristigen (BAPTA) oder langerfristigen (BAPTA-AM)
Ca’*-Entzug zu beobachten. Aufgrund der beschriebenen Vorgehensweise (siehe
Material und Methoden) bleibt jedoch ein kleines Zeitfenster, in dem theoretisch
die Proteinsynthese und die anschlielRende Interaktion mit dem Kv4.3-Kanal fir
einige KChIPs schon stattgefunden haben konnte. Insgesamt widerlegen die
Ergebnisse jedoch mit groRer Wahrscheinlichkeit trotzdem die von Pioletti et al
(2006) publizierte These, die Ca®*-Bindung an KChIP sei fiir die initiale Faltung
und Bindung am Kv4-Kanal essentiell. Pioletti und Mitarbeiter schlussfolgerten
dies aufgrund von Messungen des Dichroismus und aufgrund von dynamischen
Streulichtmessungen. Unter Ca?*-Entzug zeigte sich in ihren Experimenten bei
Messung des Dichroismus eine weniger helikale Struktur des KChIPs. Diese
Konformationséanderung sei dafiir verantwortlich, dass in dynamischen Streulicht-
messungen unter Ca®*-Entzug die zunachst monodisperse Proteinlésung
Aggregate bildet (Pioletti et al. 2006).

Da in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass die Kv4.3-KChlIP-Inter-
aktion in allen vier Ca**-Konzentrationen stattfindet, wurde als nachstes die Ca*'-
abhéngige Modulation der Kv4.3-Inaktivierungskinetik untersucht. Die Ca**-ab-
hangige Modulation des Kv4-Kanals wurde bisher in heterologen Expressions-
systemen, Myozyten und Neuronen erforscht. Eine der ersten Versuche zur Unter-
suchung des direkten Ca?*-Einflusses auf den Kaliumauswartsstrom wurde an
hippocampalen Neuronen von Meerschweinchen durchgefuhrt. Als Ergebnis
wurde eine Unterdriickung des durch Depolarisation aktivierten somatodendrit-
ischen A-Typ-Stroms in hohen Ca®'-Konzentrationen beschrieben (Chen und
Wong 1991). Eine Ca**-abhangige Modulation des A-Stroms in den Kérnerzellen
von Rattenkleinhirnen wurde von Wang und Mitarbeitern (2005) gezeigt: in Patch-
Clamp-Experimenten mit hohen Ca?*-Konzentration kam es zu einer Erhéhung der
Ia~-Amplitude, einer Verlangsamung der schnellen Komponente der Inaktivierung
und einem negativen Shift der Steady-State Inaktivierung, jedoch gab es keinen
Einfluss auf die Erholung von der Inaktivierung. Als Ursache hierfur wurde tber
eine Ca*"-abhangige KChIP-Modulation gemutmaRt (Wang et al. 2005). In
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Versuchen zu Cav3-Kv4-Kanalkomplexen in Rattenstellatumzellen konnte gezeigt
werden, dass KChIP3 als physiologischer Calciumsensor fur Kv4-Kandle fungiert.
Die Experimente lieRen den Schluss zu, dass Ca®*-Einstrom iiber KChIP3 zu einer
Rechtsverschiebung der Inaktivierungskurve fuhrt und damit zu einer Ia-Ampli-
tudenzunahme (Anderson et al. 2010). Die Betrachtung der publizierten Literatur
lasst darauf schlieRen, dass in der vorliegenden Arbeit erstmals Experimente
durchgefiihrt wurden, die direkt den Einfluss von variierenden intrazellularen Ca**-
Konzentrationen auf die Inaktivierungskinetik definierter Kv4-Kanalkomplexe
(Kv4.3/KChIP2) untersuchten. Als ein wichtiges Ergebnis der Versuche mit
Kv4.3/KChIP2-Komplexen kann festgehalten werden, dass eine von der Ca**-
Konzentration abh&angige Modulation bestatigt wurde. Den grof3ten Einfluss hatte
die Ca?*-Konzentration dabei auf die Erholung von der Inaktivierung, bei der es in
hoher intrazellularer Ca®*-Konzentration zu einer deutlichen Verlangsamung der
Recovery-Kinetik kam. Die makroskopische Inaktivierung wurde dagegen nur

geringfiigig durch die vorherrschende Ca?*-Konzentration beeinflusst.

Zusammenfassend zeigen die Experimente der Kv4.3/KChIP2-Komplexe, dass die
KChIP2-vermittelte Modulation durch die intrazellulare Ca*-Konzentration ge-
steuert wird, die Ca?*-Konzentration jedoch nicht kritisch fiir die KChIP2-Bindung
ist. Die in der vorliegenden Arbeit durch elektrophysiologische Experimente ge-
wonnenen Erkenntnisse werden durch spektrometrische Experimente und Pull-
down-Assays der Arbeitsgruppe von Chang untersttitzt: Wie auch schon Pioletti et
al. (2006) konnten diese Autoren zeigen, dass Ca**-Bindung zu einer Verander-
ung in der helikalen Konformation der Proteinstruktur von KChIP2.1 und KChiP2.2
fuhrt (Lin et al. 2004). Weiterhin stellten sie fest, dass erhéhte Ca?* und Mg**-
Konzentrationen signifikant die Interaktion zwischen Kv-Kanal und KChIP2.2
verstarken, jedoch fir die initiale Proteinfaltung und Bindung nicht notwendig sind
(Chen et al. 2006). Auf die Rolle der einzelnen EF-Handmotive bei der Modulation

wird in Kapitel 4.3 genauer eingegangen.

4.2 Modulation der l,-Kanaleigenschaften durch CaMKIl und

deren Inhibitoren

Die experimentellen Befunde mit homotetrameren Kv4.3-Kanélen legen nahe,
dass der Iy, nicht allein durch die Ca2+-Bindung an die EF-Handmotive von KChIP2
moduliert wird. Die Verlangsamung der Recovery-Kinetik der Kv4.3-Homotetra-
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mere in hohen Ca®*-Konzentrationen muss durch einen weiteren Ca?*-abhangigen
Mechanismus zustande kommen. Im Kv4.3-Kanalprotein wurden verschiedene
mogliche Phosphorylierungsstellen fir cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA),
Proteinkinase C (PKC), extrazellular regulierte Kinase (ERK) und Ca?*/Calmodulin
abhangige Proteinkinase Il (CaMKII) identifiziert (Isbrandt et al. 2000).

Das Hauptaugenmerk lag in dieser Arbeit auf der CaMKII, da diese nicht nur mit
Kv4.2/Kv4.3 Untereinheiten co-immunopréazipiert (EI-Haou et al. 2009), sondern
eine Hauptrolle bei der Regulierung des kardialen lyos (Kv4.2/Kv4.3) und lis
(Kv1.4) spielt (Niwa und Nerbonne 2010). Die CaMKIl wird durch die Bindung von
Ca’*-gebundenem Calmodulin aktiviert, was eine Autophosphorylierung bewirkt
(Couchonnal und Anderson 2008). AnschlieBend kdnnen Zielstrukturen wie die
Kv4.3-Untereinheit phosphoryliert werden. Kv4.3 besitzt hierfur als Zielstruktur
eine CaMKII-Phosphorylierungsstelle am N-Terminus und zwei weitere am C-
Terminus (Isbrandt et al. 2000). Eine Beeinflussung der Versuchsergebnisse
durch eine physiologisch relevante endogene CaMKII-Aktivitat in Zellen der
HEK293-Zelllinie ist denkbar.

Um einen Uber CaMKIl vermittelten Effekt und einen Uber KChIP2-vermittelten
Effekt von Ca®" zu differenzieren, wurden Experimente mit KN-93, einem spezi-
fischen Blocker der CaMKII, durchgefuhrt. KN-93 blockiert, mit einer 1Cso von
370 nM, kompetitiv die Calmodulin Bindungsdoméne und verhindert damit die
Stimulation des Enzyms (Sumi et al. 1991). In der vorliegenden Arbeit bewirkte
KN-93 in Versuchen mit Kv4.3-Homotetrameren, sowie auch mit Kv4.3/KChIP2-
Komplexen eine deutlich langsamere initiale (t;) und intermediare (t;) makros-
kopische Inaktivierung. Bei der Erholung von der Inaktivierung bewirkte KN-93
eine doppelt-exponentielle Kinetik, so dass diese nur eingeschrankt mit den
einfach-exponentiellen Ergebnissen ohne KN-93 zu vergleichen sind. Die zusatz-
liche langsame Zeitkonstante kommt am ehesten dadurch zustande, dass KN-93,
neben seiner Eigenschaft als CaMKII-Blocker, auch eine direkte Wirkung auf die
Kv4-Stromkinetik hat. KN-93 ist ein potenter extrazellularer ,Open Channel
Blocker® (Rezazadeh et al. 2006) und beeinflusst sowohl den Spitzen- und
Spéaten-Kv-Strom, als auch die Inaktivierungsrate (Ledoux et al. 1999) Die direkten
Effekte von KN-93 auf die Kv4-Stromkinetik sind jedoch unabhangig von der intra-
zellularen Ca®*-Konzentration und der CaMKII-Aktivitat (Ledoux et al. 1999). In der

vorliegenden Arbeit wird der Fokus jedoch auf Ca?*-abhangige Effekte gelegt, so
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dass die Ergebnisse unter Zugabe von KN-93 untereinander vergleichbar bleiben.
So féllt beim Vergleich der Messdaten der Kv4.3/KChIP2-Komplexe mit KN-93 in
niedrigen und hohen Ca?*-Konzentration auf, dass in hohen Ca**-Konzentrationen
die Erholung von der Inaktivierung deutlich gegeniiber den Messungen in niedri-
gen Ca*-Konzentrationen beschleunigt ist. Durch Einbeziehung der Ergebnisse
der Kv4.3/KChIP2-Komplexe ohne KN-93 lassen sich die unterschiedlichen Ein-
flisse von CaMKIl und KChIP2 auf den Kv4-Kanal aufschlusseln, was zu der
folgenden Hypothese fuhrt: Bei blockierter CaMKIlI kommt es durch die Bindung
von Ca®" an die KChiP2-EF-Handmotive zu einer Beschleunigung der Erholung
von der Inaktivierung. Die durch die Ca®*-Bindung bedingten Konformationsander-
ungen in den helikalen Strukturen des KChIP2-Proteins fiihren zu einer Verstark-
ung der Kv4.3/KChIP2-Interaktion und -Modulation. Wie die Versuche ohne KN-93
zeigen, wird diese Beschleunigung jedoch durch einen starkeren, entgegen-
gesetzten Effekt der aktivierten CaMKIl kompensiert oder sogar umgekehrt. Insge-
samt kommt es so in hohen Ca*-Konzentrationen durch die Aktivierung der
CaMKIl, die den Kv4-Kanal phosphoryliert, zu einer Verlangsamung der Erholung
von der Inaktivierung.

Diese Schlussfolgerungen stehen in deutlichem Widerspruch zu den Resultaten
von Sergeant und Mitarbeiten (2005), die den Einfluss der CaMKII auf die Kv4.3-
Stromkinetik (ohne Coexpression von KChIP) mit Patch-Clamp-Versuchen an
HEK293-Zellen untersuchten. Bei Versuchen mit autophosphorylierter CaMKII
kam es hier zu einer Beschleunigung der Recovery-Kinetik, wahrend sich bei
Zugabe von 0,3 uM KN-93 eine Verlangsamung der Recovery-Kinetik zeigte
(Sergeant et al. 2005). Kritisch muss in dieser Publikation jedoch gesehen werden,
dass KN-93 in einer Konzentration eingesetzt wurde, in der die ICso der CaMKII
noch nicht erreicht ist, so dass noch ausreichend aktivierte CaMKII zur Phosphory-
lierung des Kv4.3-Kanals vorhanden gewesen sein kénnte. AulRerdem wurden
viele Zellen aufgrund von zu grof3en Strdomen von der Auswertung ausgeschlos-
sen und aus technischen Grinden musste zum Teil auf eine Serienwiderstand-

kompensation verzichtet werden.

Zum besseren Verstandnis der vielfaltigen direkten und indirekten Auswirkungen
von KN-93 auf die Kv4-Stromkinetik wurden zusatzliche Experimente mit KN-92,
einem inaktiven Strukturanalog von KN-93, durchgefiihrt. KN-92 hat ein &hnliches
Hemmungsprofil von Spitzen- und Spaten-Kv-Strom wie KN-93, jedoch ist die
Inhibition insgesamt weniger potent (Ledoux et al. 1999). Bei der Auswertung der
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Versuche mit KN-92 zeigte sich eine einfach-exponentielle Recovery-Kinetik, die
im Rahmen der weniger starken direkten Effekte auf den Kv4-Kanal zu sehen ist.
AuRerdem war die Erholung von der Inaktivierung in Versuchen mit 50 uM Ca®* im
Vergleich zu BAPTA signifikant langsamer. In Zusammenschau mit den Resul-
taten von Kv4.3/KChlIP2-Komplexen mit und ohne KN-93 bestéatigen die KN-92-
Versuche nochmals die obige Schlussfolgerung, dass es durch Ca?* aktivierte
CaMKIl KChIP-abhangig zu einer Verlangsamung der Erholung von der Inaktivier-

ung kommt.

Um den Mechanismus der CaMKIl abhangigen Kontrolle der Il,-Kanaleigen-
schaften weiter aufzuklaren, wurden weitere Experimente mit zwei verschiedenen
Kv4.3-Mutanten durchgefihrt. In der ersten Kv4.3-Mutante (Kv4.3-AAA) wurden
jeweils an den drei CaMKII-Phosphorylierungsstellen Serin bzw. Threonin zu
Alanin mutiert, so dass eine Phosphorylierung von Kv4.3 durch die CaMKII nicht
moglich war. Bei der Auswertung zeigte sich fiir Kv4.3-AAA in beiden Ca®'-
Konzentrationen, im Vergleich zum Wildtyp-Kv4.3/KChIP2-Komplex (mit und ohne
Zugabe von KN-93) eine sehr viel schnellere Erholung von der Inaktivierung.
Dieses Ergebnis ist unter der Annahme, dass eine Phosphorylierung des Kv4.3-
Kanals durch die CaMKII nicht stattfindet, schlissig, da die Phosphorylierung im
Wildtyp-Kv4.3/KChIP2-Komplex eine Verlangsamung der Erholung von der Inakiti-
vierung bewirkt. Aufgrund der ausgeschalteten Modulation durch die CaMKII sollte
beim Vergleich der Messdaten in niedrigen und in hohen Ca**-Konzentration nun
der beschleunigende Effekt der Ca®*-Bindung an den KChiP2-EF-Handmotiven
auf die Erholung von der Inaktivierung zu beobachten sein. Entgegen dieser
Erwartung konnte jedoch kein signifikanter Ca**-abhangiger Unterschied in den
Recovery-Zeitkonstanten gemessen werden. Ein Grund hierfur kdnnte eine nach
obenhin begrenzte Fahigkeit von KChIP2 sein, die Erholung von der Inaktivierung
zu beschleunigen. Vorstellbar ware, dass es ahnlich wie bei der Recovery-Kinetik
von Kv4.3/KChIP2 bei -120 mV zu einer Sattigung der Recovery-Geschwindigkeit
kommt und somit die Ca**-Bindung an die KChIP2-EF-Handmotive keine weitere
Beschleunigung bewirken kann.

In der zweiten Kv4.3-Mutante (Kv4.3-DDD) wurde jeweils das Serin bzw. Threonin
der drei CaMKII-Phosphorylierungsstellen zu Aspartat mutiert, so dass eine
Pseudophosphorylierung entstand. Wie fur Kv4.3-AAA konnte auch bei den
Messungen der Kv4.3-DDD-Mutante eine starke Beschleunigung der Erholung

von der Inaktivierung im Vergleich zum Wildtyp-Kv4.3/KChlP2-Komplex beo-
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bachtet werden, die jedoch ebenfalls keine weiteren von der Ca?*-Konzentration
abhangigen Effekte aufwies. Fir letzteres konnte, wie bei Kv4.3-AAA, eine Satti-
gung der Recovery-Geschwindigkeit verantwortlich sein. Das Ergebnis der stark
beschleunigten Erholung von der Inaktivierung steht dagegen im Widerspruch zur
vermuteten starken Verlangsamung durch die den CaMKII-Effekt nachahmende
Pseudophosphorylierung. Als Ursache fir die starke Beschleunigung der
Recovery-Kinetik fur Kv4.3-DDD muss diskutiert werden, ob gegebenenfalls die
Pseudophosphorylierung durch Aspartat nicht ausreichend ist, um den Effekt der
aktivierten CaMKII nachzuahmen. Alternativ ist es moéglich, dass die CaMKII nicht
alle drei Phosphorylierungsstellen des Kv4.3-Kanals gleichermalien zur Modu-
lation der Kanaleigenschaften nutzt, so dass durch die dreifache Mutation eine
inadaquate Vereinfachung des Sachverhalts vorliegt, die dem System mit den
verschiedenen Kombinationsmdglichkeiten der Kv4.3-Phosphorylierung nicht
gerecht wird. In der bereits weiter oben diskutierten Publikation von Sergeant et al.
(2005) wurde zum Beispiel beschrieben, dass die CaMKIll-abh&ngige Modulation
der Kv4.3-Stromkinetik primar durch die zweite Phosphorylierungsstelle am C-
Terminus stattfindet. Nicht zuletzt war in den Messungen beider Kv4.3-Mutanten
die verhaltnismaRig kleine Stromamplitude auffallig. Es ist, wie bei allen Mutat-
ionen, nicht auszuschlie3en, dass durch die dreifache Kv4.3-Mutation eine Ver-
anderung der Proteinstruktur ausgeldst wird, die unter Umstdnden einen vermin-
derten Transport des Proteins zur Membran bewirkt oder anderweitig die
Funktionsweise des Kanals beeinflusst und damit die geringe Stromamplitude
oder auch die beschleunigte Recovery-Kinetik erklart.

In Zusammenschau der durchgefuhrten Experimente zur Kontrolle der Kv4.3/
KChlIP2-Kanaleigenschaften durch die CaMKIl kann festgehalten werden, dass es
durch Aktivierung der CaMKIl in hohen Ca?*-Konzentrationen vor allem zu einer
Verlangsamung der Erholung von der Inaktivierung kam. Bei Inhibition der CaMKI|
konnte dieser Effekt nicht mehr beobachtet werden. Die CaMKII besitzt damit
einen nicht zu unterschatzenden Einfluss auf die Modulation der Kv4-Stromkinetik.
Insgesamt ist aufgrund der vielfaltigen Mdglichkeiten der Interaktionen eine ab-
schlieRende Beurteilung der CaMKII-Funktion und Aufgabe bei der l,-Regulation
in den humanen Kardiomyozyten schwierig.

Zusatzlich miussen Hinweise auf ein Reservoir inaktiver CaMKII (Keskanokwong et
al. 2011) bei der Interpretation der Ergebnisse berlcksichtigt werden. Keskanok-

wong und Kollegen fanden in ventrikularen Myozyten signifikante Mengen
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inaktiver CaMKII, die sich nicht durch hohe Ca*-Konzentration aktivieren lieRen.
Ursachlich hierfur zeigte sich in ihren Experimenten die Bindung von Kv4.3 an die
Calmodulin-Bindungsstelle der inaktiven CaMKIIl. Eine Aktivierung der gebund-
enen CaMKIl durch Ca®** sei nur bei reduzierter Kv4.3-Expression méglich
(Keskanokwong et al. 2011). AuBerdem wurde publiziert, dass die Assoziation von
CaMKII mit Kv4.3 auch bei nicht erhthten intrazellularen freien Ca?*-Konzentra-
tionen stattfindet und die Kv4.3 Proteine ebenfalls bei niedrigen Ca?*-Konzen-
tration phosphoryliert werden konnen (Colinas et al. 2006). Neben den direkten
Effekten auf die Kv4.3-Stromkinetik wurde in isolierten ventrikularen Hunde-
myozyten gezeigt, dass eine gesteigerte CaMKII-Aktivitat zu einer herabgesetzten
KCND3 (Kv4.3) Expression fuhrt und somit eine Abnahme der Il s-Dichte bewirkt
wird (Xiao et al. 2008). Insbesondere um auch die Messergebnisse der beiden
Kv4.3-Mutanten besser beurteilen zu kénnen, sollten weitere Experimente durch-
gefuhrt werden. Zum einen waren elektrophysiologische Versuche, die vor allem
die Erholung von der Inaktivierung betreffen, fir Kv4.3-Mutanten sinnvoll, bei
denen nur eine oder zwei Phosphorylierungsstellen durch Mutation verandert
worden sind. Erganzend konnte durch Protein-Assays untersucht werden, ob die
Kv4.3-Mutationen die KChIP-Bindung an den Kv4.3-Kanal beeinflussen. Aul3er-
dem sollte nach madglichen weiteren Angriffspunkten der CaMKII, wie z.B. direkt
am KChIP-Protein, gesucht werden.

4.3 Bedeutung der einzelnen KChIP2-EF-Handmotive fir die

Ca”"-abhangigen Regulation des Kv4.3-Kanals

Nachdem eine von der intrazellularen Ca**-Konzentration abhangige Modulation
der Kv4.3/KChIP2-Komplexe gezeigt und unter Berlcksichtigung des CaMKII-
Signalweges diskutiert wurde, soll nun auf die Bedeutung der einzelnen EF-Hand-
motive fiir die Ca**-abhangige Regulation eingegangen werden. Wie in Kapitel 1.3
beschrieben, besitzen alle Mitglieder der KChIP-Familie vier EF-Handmotive (An
et al. 2000; Burgoyne und Weiss 2001) von denen alle, bis auf EF1, die Fahigkeit
besitzen Ca®" zu binden (Flaherty et al. 1993; Vijay-Kumar und Kumar 1999;
Bourne et al. 2001; Zhou et al. 2004; Chen et al. 2006). Um die funktionale Rolle
der einzelnen EF-Handmotive und ihren Beitrag zur Ca®*-abhangigen Regulation
der Kanaleigenschaften zu untersuchen, wurden Experimente mit den EF-Hand-
Mutanten KChIP2agr2, KChIP2agr3, KChIP2aers und KChIP2agr2, er3 durchgefihrt.
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Im Gegensatz zu den zahlreichen anderen Studien, wurde in der vorliegenden
Arbeit nicht nur der Effekt einer EF-Handmutation untersucht, sondern auch die
Ca?*-Abhéangigkeit der entsprechenden Mutantenkomplexe. Die Versuche der vor-
liegenden Arbeit waren auf EF-Hand-Mutanten beschrankt, von denen bekannt
war, dass bei ihnen die Fahigkeit, den Kv4-Kanal zu modulieren, erhalten ist. Die
Auswahl der EF-Hand-Mutanten basiert auf der Publikation von Pioletti und Mit-
arbeitern (2006). In ihrer Arbeit wurde gezeigt, dass es bei gleichzeitiger Mutation
aller drei funktionalen EF-Handmotive, also KChIP1agr2, ers, era, ZU einem Verlust
der Modulationsfahigkeit und Bindungsfahigkeit des Kv4-Kanals kommt. Fur die
Einzelmutanten KChIP2agr2, KChIPpgrs und KChIP2agrs, sowie fur die Doppel-
mutanten KChIP2aer2, erz und KChIP2aer2, ep4 blieb die Bindungsfahigkeit in Pull-
down-Assays dagegen erhalten. Die elektrophysiologischen Messungen zeigten
anschlieBend, dass die Stromamplitude und die kinetischen Eigenschaften von
Kv4.3 coexprimiert mit KChIP1agr2, KChIP1agrs und KChIP1agrs ep4 Vergleichbar
zu denen von Kv4.3 coexprimiert mit KChIP1wt waren. Bei Messungen mit
KChIP1agrs und KChIP1agr2, ers Waren die modulatorischen Effekte von der einge-
setzten Proteinmenge abhéangig. Bei einer Reduktion der relativen KChIP1-Menge
von (Kv4.3:KChIP1) 1,5:1 auf 3,5:1 waren die beiden Mutanten nicht mehr in der
Lage die Kinetik von Kv4.3 zu beeinflussen. Die Mutanten KChIP1aggs grs und
KChIP1aer2, ers, era hatten jeglichen Einfluss auf den Kv4-Kanal verloren, so dass
die aufgezeichnete Stromkinetik der von Kv4.3-Homotetrameren entsprach
(Pioletti et al. 2006).

Die in Kapitel 3.1.2 beschriebenen Daten unterstitzen die Annahme, dass alle in
der vorliegenden Arbeit untersuchten Mutanten (KChIP2agr2, KChIP2agrs,
KChIP2aers und KChIP2aer2, eF3) die Fahigkeit behalten haben an den Kv-Kanal zu
binden, sowohl in niedrigen, als auch in hohen Ca?*-Konzentrationen. Die typ-
ischen Veranderungen der Kanaleigenschaften, ausgel6st durch die Bindung von
KChIPs, wie die Verlangsamung der makroskopischen Inaktivierung und die Be-
schleunigung der Erholung von der Inaktivierung sind fur die Mutanten, mit Aus-
nahme der Doppelmutante KChIP2,er2, ers, in allen Ca?*-Konzentrationen erhalten
geblieben. Bei Messungen mit KChIP2xgr2 grs kam es zwar zur KChIP2 typischen
Verlangsamung der makroskopischen Inaktivierung, jedoch blieb eine signifikante
Beschleunigung der Erholung von der Inaktivierung aus. Diese Messdaten lassen
vermuten, dass eine Bindung der KChIP2agr2, grs-Mutante an den Kv4.3-Kanal

stattfindet, eine Modulation der Erholung von der Inaktivierung jedoch nicht mehr
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maoglich ist. Aus diesem Resultat kann mdglicherweise abgeleitet werden, dass die
Erholung von der Inaktivierung sensibler gegentber Mutationen in den EF-
Handmotiven ist als die makroskopische Inaktivierung.

Interessant sind in diesem Zusammenhang die publizierten Daten aus Experimen-
ten mit einer minimalen KChIP2d-Isoform, die aus Frettchenherzen isoliert wurde
(Patel et al. 2002). KChIP2d korrespondiert zu den 70 C-terminalen Aminoséauren
der langeren KChIP2-Splicevarianten und besitzt somit nur das EF-Handmotiv 4.
KChIP2d ist somit bezilglich der vorhandenen EF-Handmotive am ehesten mit
KChIP2aer2, ers zU vergleichen, auch wenn eine unterschiedliche Proteinfaltung
anzunehmen ist. Patel und Mitarbeiter (2002) konnten zeigen, dass die minimale
KChlIP2d-Isoform die KChIP-typischen Effekte auf die Kv4.3 Stromkinetik hatte:
Die makroskopische Inaktivierung war verlangsamt und die Erholung von der
Inaktivierung beschleunigt. In Experimenten mit KChiP2d und BAPTA-AM blieb
der regulatorische Effekt auf die Erholung von der Inaktivierung erhalten, wahrend
die makroskopische Inaktivierung weitestgehend der von Kv4.3-Homotetrameren,
entspricht. Es wird geschlussfolgert, dass ausschlie3lich die makroskopische
Inaktivierung Ca®*-abhangig Uber das EF-Handmotiv moduliert wird und es einen
weiteren, EF-Handmotiv unabhangigen, Mechanismus fir die Erholung von der
Inaktivierung gibt (Patel et al. 2002). Diese These steht in Widerspruch zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, in der eine von der Ca?*-Konzentration ab-
hangige KChIP2-vermittelte Modulation der Recovery-Kinetik gezeigt werden
konnte (siehe Kap. 3.1.1). Die Aussagekraft der Experimente von Patel und Mit-
arbeitern ist folglich auf die untersuchte KChIP2d-Isoform limitiert und kann nicht

als allgemeingultig fir KChIP2 gelten.

Um die elektrophysiologischen Effekte der einzelnen EF-Handmotive zu be-
urteilen, wurden, aufgrund des in Kapitel 4.2 diskutierten Einflusses der CaMKII
auf die Kinetik, Versuche mit und ohne KN-93 durchgefiihrt. Ohne den CaMKII-
Inhibitor KN-93 kam es mit KChIP2xgrs in hohen Ca®*-Konzentrationen zu einer
Beschleunigung der Erholung von der Inaktivierung, wéhrend es fir die Mutante
KChIPagrs zu einer Verlangsamung kam. Keine Ca**-abhangigen Veranderungen
waren fur die Mutante KChlP2xer2 zu beobachten. In Experimenten mit KN-93
fihrte eine erhohte intrazellulare Ca®" zu einer Beschleunigung der Recovery-
Kinetik fir KChIP2aer2, wahrend keine Ca2+-abhéngigen Effekte fur KChIP2agr3

und KChIP2xgg4 zu beobachten waren.
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Aus den oben beschriebenen Ergebnissen fiir die Ca*abhangige Recovery-
Kinetik von KChIP2aer, (mit KN-93: keine Ca®*-abhangige Veranderung; ohne
KN-93: Beschleunigung in hohen Ca®*-Konzentrationen) lasst sich schlussfolgern,
dass die Bindung von Ca®** an EF2 keinen oder nur einen geringen Anteil an der
Modulation der Kv4.3-Kanaleigenschaften hat. Dagegen scheint die Ca®* Bindung
an EF3 und EF4 direkt die l,-Stromkinetik zu beeinflussen. Unterstitzt wird dieses
Resultat durch mehrere Veroffentlichungen, in denen ebenfalls die Bedeutung der
einzelnen KChIP-EF-Handmotive untersucht wurde. In Kristallstrukturanalysen von
KChIP1-Kv4.3-T1-Komplexen konnte gezeigt werden, dass nur EF3 und EF4 in
Ca’*-gebundenem Zustand vorliegen, wahrend die Ca?*-Bindung an EF2 durch
die Interaktion mit dem T1N Helix gestort wird (Pioletti et al. 2006). Die Ergebnisse
einer Studie zur Ca®*- und Mg®*-Bindungsaffinitat von KChIP2.2 (Lee et al. 2009)
sprechen ebenfalls fur eine essentielle Rolle von EF3 und EF4 an der KChIP2-
abhangigen Regulation der Kv4.3-Stromkinetik. Die Ca®*-Bindungsaffinitat wurde
in dieser Arbeit fur die KChIPs durch Messung der 8-Anilinonaphthalene-1-
Sulfonat(ANS)-Fluoreszenz unter Ca?*-Zugabe bestimmt. Fir KChIP2.2wt er-
gaben sich in den Experimenten zwei verschiedene Typen von Ca**-Bindungs-
stellen, namlich eine mit hoher und eine mit niedriger Ca**-Bindungsaffinitat.
Durch Mutationen des EF-Handmotives in EF3 oder EF4 ging jeweils die hohe
Ca?*-Bindungsaffinitit des KChIPs verloren. Dagegen behielt die KChIP2gr-
Mutante sowohl die hohe, als auch die niedrige Ca®*-Bindungsaffinitat, so dass
das Ca**-Bindungsverhalten am ehesten dem von KChIP2.2wt entsprach (Lee et
al. 2009).

Fir KChIP2xers bedeuten die beschriebenen Ergebnisse, dass die Erholung von
der Inaktivierung durch den CaMKII-Effekt in hohen Ca®*-Konzentration ver-
langsamt wird. Unter Zugabe von KN-93 kann sich die Recovery-Kinetik nicht
mehr in Abhangigkeit von der Ca?*-Konzentration verandern, da durch die Muta-
tion in EF4 die KChIP-abhangige Modulation beeintrachtigt ist.

Des Weiteren muss diskutiert werden, dass es in Experimenten in Abwesenheit
von KN-93 mit KChlIPagr3 zu einer Beschleunigung der Recovery-Kinetik in hohen
Ca®"-Konzentration kam. Aufgrund der CaMKII-Aktivitat wére eine Verlangsamung
der Erholung von der Inaktivierung, wie sie auch fur KChIP2 und KChIP2agr4
gezeigt werden konnte, zu erwarten gewesen. Interessant ist in diesem Zusam-
menhang, dass sich die KChIPagrs-Mutante in den Experimenten von Lee und

Mitarbeitern (Lee et al. 2009) ebenfalls entgegengesetzt zum KChIPwt und den
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anderen EF-Hand-Mutanten verhielt. Es wurde unter anderem die Kv-Kanal-
Bindungsfahigkeit von KChIP2.2wt und den Einfachmutanten mEF2, mEF3 und
mEF4 in Pull-down-Assays in Abhangigkeit von der Ca?*- und Mg?*-Konzentration
untersucht. Die Auswertung zeigte, dass die Kv-Kanal-Bindungsaffinitat fur
KChIP2 in hohen Ca?*-Konzentration verstarkt wurde, wéhrend sie fiir mEF2 und
mEF4 unverandert blieb bzw. sich nach Zugabe von Mg®* fiir mEF4 verstarkte. Die
Kv-Kanal-Bindungsfahigkeit der Mutante mEF3 wurde dagegen in hohen Ca*-
Konzentrationen sogar geschwacht (Lee et al. 2009). Der Mechanismus der zu
dieser gegensatzlichen Regulation fuhrt bleibt zundchst unklar und sollte Ziel
weiterfihrender Untersuchungen sein. Eine mdgliche Erklarung kénnten zusétz-
liche Regulationsmechanismen, wie z.B. Uber die Proteinkinase C sein. Denkbar
ware jedoch auch eine durch die in das EF-Handmotiv eingebrachte Mutation
bedingte Veranderung der KChIP-Molekulstruktur und eine damit einhergehende

Veréanderung der Kv4-Modulation.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Experimente lassen den Schluss zu,
dass der Mechanismus der Ca®*-abhéangigen Regulation der Kv4.3/KChIP2-Inakti-
vierungskinetik entscheidend tber die EF-Handmotive 3 und 4 vermittelt wird. Da
sich die vorliegende Arbeit auf die direkten elektrophysiologischen Effekte unter-
schiedlicher intrazellularer Ca?*-Konzentrationen beschréankt, kann die Rolle der
EF-Handmotive bei weiteren Ca**-abhangigen Regulationsmechanismen, wie der
KChIP2-Bindung an Phospholipide (Liao et al. 2009), dem ,Trafficking“ von Kv4.3/
KChIP2-Komplexen (Hasdemir et al. 2005) und der DNA-Bindungsaffinitat von
KChIP2 (Osawa et al. 2005), nicht weiter beurteilt werden. Es ist also durchaus
maoglich, dass EF2 hier eine wichtige Funktion bei der Ca**-abhangigen Steuerung
Ubernimmt. Unter Bericksichtigung der bereits oben diskutierten Publikationen
von Pioletti et al. (2006) und Lee et al. (2009) scheint es jedoch wahrscheinlicher,

dass auch hier EF3 und EF4 eine Schlisselrolle Gbernehmen.

4.4  Pathophysiologische Bedeutung des I, und seiner Ca*'-

abhangigen Modulation

Kv4-Kandle vermitteln die Repolarisation des kardialen Aktionspotenzials und sind
somit mit verantwortlich fir den reibungslosen Ablauf der myokardialen Kon

traktion (siehe Kap. 1.1). Veranderung des l, haben bedeutsame pathophysio-
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logische Konsequenzen unter anderem dadurch, dass sie zu lebensbedrohlichen

Arrhythmien fuhren kénnen.

Eines der aus einer Veranderung des Iy, resultierenden Krankheitsbilder ist das
1992 erstmals beschriebene Brugada-Syndrom, das durch Rechtsschenkelblock,
ST- Streckenhebung und plétzlichen Herztod ohne strukturelle Herzerkrankungen
gekennzeichnet ist (Brugada und Brugada 1992). Es ist eine lonenkanalkrankheit,
die fur 4-12 % der Falle von plotzlichem Herztod verantwortlich gemacht werden
kann (Antzelevitch et al. 2005), wobei die Pravalenz mit 5/10000 grol3en geo-
graphischen Schwankungen unterliegt (Hermida et al. 2000). Das Brugada-
Syndrom kommt durch ein Ungleichgewicht von positiven ein- und auswarts-
gerichteten lonenstromen wahrend der initialen Repolarisierung (Phase 1) zu-
stande. Neben mehr als 100 verschiedenen Mutationen, die eine Abnahme des
transmembranaren Na'-Stroms (Iya) oder L-Typ-Calcium-Stroms (Ica) bewirken,
wurden auch ,Gain of Function-Mutationen® des |, beschrieben, die ebenfalls zur
Ausbildung des Brugada-Syndroms fiihren. Gemeinsam ist allen Mechanismen,
dass sie durch relativ oder absolut erhéhte l,-Strome vermittelt werden und somit
den charakteristischen ,Notch® und den Verlust des Aktionspotenzialplateaus
verursachen (siehe Abb. 4.1; Benito et al. 2009).

Mormal | Brugada Syndrome Brugada Syndrome

{Type |l Pattern) {Type | Pattern)

Transmural
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} Transmembrane
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- Endo
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Ep! « Epi
-100
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T — |
e AN h M —/\[\\/
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Abbildung 4.1: Entstehungsmechanismus der ST-Hebung im Brugada-Syndrom

Durch die Ausbildung eines “Notchs” in einigen Regionen des Epikards, aber nicht im Endokard
wird ein transmuraler Spannungsgradient produziert, der die J-Punkt Hebung verursacht. Bei
deutlichem ,Notch* verlangert sich das Aktionspotenzial im Epikard im Vergleich zum Endokard, so
dass eine ST-Hebung und eine negative T-Welle entsteht. Endo: Endokard; Epi: Epikard; M:
Myokard (Benito et al. 2009).
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Auch fir eine Vielzahl von weiteren Herzerkrankungen wurde eine Veranderung
der li-Dichte und der daraus folgenden Modulation der Repolarisationsphase des
Aktionspotenzials nachgewiesen. Sowohl in Kardiomyozyten von Patienten mit
terminaler Herzinsuffizienz (Beuckelmann et al. 1993), als auch in Kardiomyozyten
von Patienten mit chronischen Vorhofflimmern wurde eine verminderte l-Dichte
festgestellt (Van Wagoner et al. 1997; Bosch et al. 1999; Brandt et al. 2000). Des
Weiteren besteht auch ein Zusammenhang zwischen Herzhypertrophie und
Veréanderungen in der Expression des l,,. So konnte auch hier eine Verlangerung
des Herzaktionspotenzials einhergehend mit einer verminderten l-Dichte gezeigt

werden (Potreau et al. 1995; Meszaros et al. 1996).

Es wird deutlich, dass eine Aufklarung der molekularen Mechanismen, die zu
einem ,Electrical Remodeling® in Kardiomyozyten flUhren, unabdingbar fur das
Auffinden von therapeutischen Angriffspunkten ist. Neben den direkten Effekten
auf den |y, sei es durch Mutationen oder Verdnderungen in der Expressionsrate,
spielt bei der Pathophysiologie die durch Ca®" aktivierte CaMKIl eine Rolle. In
Herzhypertrophie und Herzversagen konnte eine gesteigerte Expression und
Aktivitat der CaMKIl gefunden werden (Grueter et al. 2007; Couchonnal und
Anderson 2008). Uber die CaMKII-Phosphorylierungsstellen am Kv4.3-Kanal
kommt es zu den in der vorliegenden Arbeit untersuchten und diskutierten
Veranderungen in der l-Inaktivierungskinetik. In verschiedenen Publikationen
wurden zusatzliche Mechanismen einer CaMKII-abhéangigen Regulation be-
schrieben. Sowohl bei chronischer Uberexpression von CaMKIIS in ventrikularen
Rattenmyozyten (Wagner et al. 2009), als auch bei gesteigerter CaMKII-Aktivitat in
ventrikularen Hundemyozyten (Xiao et al. 2008), kommt es zu einer reduzierten
KCND2- bzw. KCND3-Transkription und damit einhergehend zu einer reduzierten
lo-Dichte. Es konnte aufl3erdem gezeigt werden, dass der Kv4.3-Kanal nicht nur
entscheidend fur das Herzaktionspotenzial ist, sondern zusammen mit der CaMKII
an der Steuerung von Apoptose und Nekrose von Kardiomyozyten im kranken
Herzen beteiligt ist (Li et al. 2012).

Zusammenfassend erfordert die Komplexitdt der CaMKIl-abhangigen Regulation
noch weitere Forschung auf molekularer Ebene. Letztendlich kdnnten auch die
verschiedenen akzessorischen Untereinheiten der Kv4-Kanéle durch die CaMKiII
reguliert werden, da bereits fur KChIP2 und Kvf3 mogliche CaMKII-Phosphory-

lierungsstellen gezeigt werden konnten (Marionneau et al. 2011).
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt einer variierenden zytoplasmatischen Ca**-
Konzentration auf den Kv4.3/KChlP2-Kanal zu untersuchen. Die elektrophysiolog-
ischen Experimente mit intrazellularen Ca®*-Konzentrationen von null (BAPTA-AM
und BAPTA) bis 50 uM zeigen eine Ca?'-abhdngige Modulation der Kv4.3/
KChIP2-Inaktivierungskinetik. Die Ca®*-Konzentration hat vor allem einen Einfluss
auf die Erholung von der Inaktivierung. Durch Versuche mit Kv4.3/KChIP2-
Komplexen, Kv4.3-Homotetrameren und Kv4.3-CaMKII-Site-Mutanten, sowie
durch den Einsatz des CaMKII-Inhibitors KN-93 konnte gezeigt werden, dass
dieser Ca?*-abhangige Effekt auf die Erholung von der Inaktivierung tber zwei
verschiedene Mechanismen zustande kommt: Zum einem kommt es zu einer
Beschleunigung der Recovery-Kinetik durch die Bindung von Ca?* an die EF-
Handmotive der KChIP-Proteine. Diese Beschleunigung wird jedoch durch einen
starkeren entgegengesetzten Effekt der CaMKII kompensiert. Die hohen intra-
zellularen Ca®*-Konzentrationen bewirken eine Aktivierung der CaMKII, die
wiederum den Kv4.3-Kanal phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fuhrt dazu,
dass es in hohen Ca?*-Konzentrationen insgesamt zu einer Verlangsamung der

Recovery-Kinetik kommt.

Experimente mit verschiedenen EF-Hand-Mutanten haben ergeben, dass die
KChIP-abhangige Beschleunigung der Erholung von der Inaktivierung insbeson-
dere durch Ca®*-Bindung an die EF-Handmotive 3 und 4 vermittelt wird. Das EF-
Handmotiv 2 scheint dagegen fir eine Modulation der Kv4.3-Stromkinetik nicht

unbedingt n6tig zu sein.

In vivo ist der Kv4.3/KChlIP2-vermittelte I, maf3geblich bei der Entstehung bedeut-
samer Herzerkrankungen, wie Arrhythmien, Herzinsuffizienz und Herzhyper-
trophie, involviert. Um hier neue Therapieansatze zu entwickeln ist eine Erforsch-
ung der zugrundeliegenden Pathomechanismen erforderlich. Ein Verstandnis der
pathologischen Ablaufe in Kardiomyozyten setzt wiederum detailliertes Wissen
Uber die physiologische Funktion voraus. Diese Arbeit leistet durch die Unter-
suchung von Ca®*-abhangigen Regulationsmechanismen einen Beitrag auf dem

Gebiet der Grundlagenforschung zur Funktionsweise von lonenkanalen.
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Abstract

The main objective of the current thesis was to investigate the effect of varied
cytoplasmic Ca**-concentration on the Kv4.3 channels complexed with KChIP2.
Macroscopic currents recorded in whole-cell-patch-clamp configuration with zero
(BAPTA-AM and BAPTA) to 50 pM Ca?' in the patch-pipette showed a Ca?'
dependent modulation of Kv4.3/KChIP2 channel inactivation. The Kv4.3/KChIP2
mediated current decay was faster, and the recovery of Kv4.3/KChIP2 channels
from inactivation slower with 50 pM Ca** than with BAPTA (nominal Ca®*-free) in
the patch-pipette. The Ca?* dependences were further tested with Kv4.3wt and
Kv4.3-CaMKIl-site-mutants coexpressed with or without KChIP2wt, as well as in
absence and presence of the CaMKII inhibitor KN-93. The experiments suggest
two different mechanisms of Ca?*-dependent gating modulation: The recovery is
accelerated due to binding of Ca®" to KChIP2 EF-hands. This acceleration is
compensated by a stronger opposite effect of CaMKIIl. CAMKII is activated in high

Ca”*-concentrations which lead to a slower recovery by phosphorylation of Kv4.3.

Patch-clamp recordings of Kv4.3 channels coexpressed with specifically EF-hand-
mutated KChIPs showed that the KChIP-dependent acceleration of inactivation is
particularly mediated by EF-hand motifs 3 and 4. In contrast, the EF-hand motif 2

does not seem to be necessary for a modulation of the Kv4.3 inactivation.

In vivo, the transient outward current (l,) is mediated by Kv4.3 in human
cardiomyocytes. It is involved in the development of heart diseases such as
arrhythmia, congestive heart failure and cardiac hypertrophy. In order to develop
new therapeutic approaches detail knowledge of physiological as well as
pathological processes is needed. Therefore this investigation of Ca®*-dependent
regulation mechanisms of Kv4.3 complexed with KChIP2 makes an important
contribution to the necessary basic scientific research on ion channels and
channelopathies.
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4-(2-Hydroxyethyl-)Piperazin-1-Ethansulfonat
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Halbmaximal inhibierende Konzentration
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lto

KChIP

KN-92

KN-93

Kv-Kanal

MEM

NCS

OPA

PBS

PCR

PKC

RF

SEM

Unm

UsoII

Transienter Kaliumauswartsstrom

K-Channel-Interacting-Protein (Kaliumkanal-interagierendes

Protein)

2-[N-(4-Methoxybenz-enesulfonyl)lJamino-N-(4-chlorocinnamyl)-

N-methylbenzylamine

2-[N-(2-Hydroxyethyl)]-N-(4-methoxybenzene-sulfonyl)]-amino-

N-(4-chlorocinnamyl)-N-methylbenzylamine
Spannungsabhangiger K*-Kanal

Minimum Essential Medium

Neuronal Calcium Sensor
Operationsverstarker

Phosphate Buffered Saline (Phosphatpuffer)
Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Proteinkinase C

Ruckkopplungswiderstand

Standard Error of the Mean (Standardfehler)
Membranspannung

Sollspannung
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