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Zusammenfassung

Kv4.2-Kaliumkanäle sind spannungsgesteuert und zeigen eine schnelle Inaktivierung.

Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der dendritischen Erregung. Mit

den Kaliumkanal-interagierenden Proteinen (KChIPs) und den Dipeptidylaminopeptidase-

ähnlichen Proteinen (DPPs) wurden zwei wichtige Gruppen von akzessorischen β-

Untereinheiten beschrieben, die in heterologen Expressionssystemen in der Lage sind, die

elektrophysiologischen Eigenschaften und die funktionelle Oberflächenexpression der Kv4.2-

α-Untereinheit nachhaltig zu beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle dieser

akzessorischen Untereinheiten für die subzelluläre Lokalisation und die funktionelle Ober-

flächenexpression der Kv4.2-α-Untereinheit in hippokampalen Neuronen untersucht. Zu-

sätzlich zu einem auf RNA-Interferenz basierenden experimentellen System wurden Punkt-

mutationen in die Kv4.2-α-Untereinheit eingeführt, die die Interaktion mit den akzesso-

rischen β-Untereinheiten verhindern sollten. Weiterhin wurden die Kanaluntereinheiten mit

Varianten des Fluoreszenzmarkers EGFP fusioniert und mit Epitopen versehen, die einen

einfachen immunzytochemischen Nachweis der Oberflächenexpression ermöglichten.

Mit den in den N-Terminus eingebrachten Punktmutationen konnte ein vollständiger Ver-

lust der KChIP2-Interaktion erzielt werden, der in elektrophysiologischen Experimenten und

Koimmunpräzipitationen dokumentiert wurde. In kultivierten hippokampalen Neuronen er-

wies sich die funktionelle Interaktion mit KChIP2 weder für den Transport des Kv4.2-Kanals

in die Dendriten noch für dessen Oberflächenexpression als essentiell. Allerdings konnte ei-

ne verstärkte Oberflächenexpression des Kv4.2-Wildtyp-Kanals in Gegenwart von KChIP2

gezeigt werden, die bei einer KChIP2-bindungsdefizienten Kv4.2-Variante nicht erreicht

wurde.

Punktmutationen, für die in der Literatur ein Bindungsverlust von DPPY an die Kv4.3-α-

Untereinheit beschrieben wurde, zeigten in Kv4.2 keinen Einfluss auf die Wechselwirkung

mit DPPX. Daher legen die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente unterschiedli-

che strukturelle Determinanten für die Wechselwirkung von Kv4.3 und DPPY einerseits

bzw. Kv4.2 und DPPX andererseits nahe. Interessanterweise konnte für die akzessorische

DPPX-Untereinheit ein Kv4.2-abhängiger Transport an die Oberfläche der Neuronen ge-

zeigt werden.



Abstract

Kv4.2 potassium channels are voltage-gated and show a fast inactivation. They play an

important role in the regulation of dendritic excitability. There are two important groups

of accessory subunits that are able to modulate the electrophysiological properties and the

functional surface expression of Kv4.2-α-subunits in heterologous expression systems. These

accessory proteins are the K+ channel interacting proteins (KChIPs) and the dipeptidyl-

aminopeptidase-like proteins (DPPs). The role of these accessory subunits for the subcel-

lular localization and functional surface expression of the Kv4.2-α-subunit in hippocampal

neurons was investigated in this work. A knock-down approach and modified Kv4.2-α-

subunits, deficient for binding accessory subunits, were used in parallel to interfere with

the interaction of accessory subunits. Moreover, channel-subunits have been tagged with

epitopes, allowing easy visualization of localization and functional surface expression.

Point mutations, introduced into the N-terminus of the Kv4.2-α-subunit, lead to a total

loss of KChIP2-interaction as shown in electrophyiological recordings and coimmunopreci-

pitations. The functional interaction of KChIP2 with the Kv4.2 channel was not essential in

neurons, with respect to both the transport of the Kv4.2 channel into the dendrites and its

surface expression. However, surface expression of Kv4.2 wildtype channels was increased

in the presence of KChIP2, a feature which was not found in a KChIP2-binding-deficient

Kv4.2 channel.

Point mutations in the Kv4.3-α-subunit for which interference with DPPY-interaction has

been reported did not show any effect on the interaction with DPPX when introduced in the

Kv4.2-α-subunit. The experiments done in this work imply different structural determinants

for the interaction of Kv4.3 and DPPY or Kv4.2 and DPPX, respectively. Interestingly, the

accessory DPPX-subunit appeared in a Kv4.2-dependent manner at the neuronal surface.
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1
Einleitung

1.1 Kaliumselektive Ionenkanäle

Unter den verschiedenen Ionenkanälen stellen die Kaliumkanäle die größte und diver-

seste Gruppe dar (Coetzee et al., 1999). Kaliumkanäle kommen ubiquitär vor, von den

Archeae (Smith et al., 1997) bis zu den Tieren (Pongs et al., 1988). Diese Vielfalt

entsteht durch eine große Anzahl verschiedener Kaliumkanalgene, deren Transkripte

häufig noch alternativ gespleißt werden. Ein minimaler Kaliumkanal besteht in der

Regel aus vier porenbildenden α-Untereinheiten. Darüber hinaus können akzessorische

β-Untereinheiten die Eigenschaften des minimalen Kanals beeinflussen. Im Gegensatz

zu anderen Kationenkanälen (z. B. für Natrium- oder Calciumionen), deren minimale

Kanalpore aus nur einer Kanaluntereinheit gebildet wird, können Kaliumkanäle He-

teromultimere bilden, wodurch die Anzahl der möglichen Kanäle noch einmal erhöht

wird.

Die einfachsten Kaliumkanäle bestehen aus α-Untereinheiten mit lediglich zwei Trans-

membrandomänen (M1 und M2). Beide Domänen sind durch eine Schleife verbun-

den, die sich in die Membran zurückfaltet (siehe Abbildung 1.1 A) und den Kalium-

Selektivitätsfilter enthält. Kanäle aus solchen Untereinheiten leiten Einwärtsströme

besser als Auswärtsströme und werden daher als Einwärtsgleichrichter oder Kir-Kanäle

bezeichnet (Ho et al., 1993; Kubo et al., 1993). Diese Kanäle spielen eine wichtige Rol-

le bei der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials und bei der Sekretion und

Absorbtion von Kaliumionen über Zellmembranen (Isomoto et al., 1997).

Eine weitere Gruppe von Kaliumkanälen besteht aus Untereinheiten mit vier Trans-

membrandomänen (M1 bis M4, siehe Abbildung 1.1 B) und zwei Porendomänen (P1

1



1 EINLEITUNG

Abbildung 1.1: Membrantopologie der porenbildenden α-Untereinheiten verschiedener Kalium-
kanalfamilien.
A: α-Untereinheiten der Kir-Kanäle, wie die prokaryotischen KcsA- oder MthK-Kanäle, haben nur zwei
Transmembransegmente (TM) mit einer Porenschleife. B: α-Untereinheiten mit zwei porenbildenden Do-
mänen und vier Transmembransegmenten (z. B. TWIK, TREK) bilden als Dimere funktionelle Kanäle.
C: Spannungsgesteuerte Kanäle wie die Kv-Kanäle haben eine Pore (P) und sechs Transmembransegmen-
te. D: K+-Kanal mit zwei porenbildenden Domänen und acht Transmembransegmenten (z. B. TOK).

und P2) (Lesage et al., 1996a; Goldstein et al., 1998). Man geht davon aus, dass diese

Kanäle dimerisieren, um einen minimalen Kanal zu formen (Lesage et al., 1996b; Gold-

stein et al., 1998). In elektrophysiologischen Untersuchungen zeigen diese Kanäle ein

von den Kir-Kanälen abweichendes Verhalten. Da der durch diese Kanäle vermittel-

te Strom allein durch die Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung vorhersagbar ist, werden

diese Kanäle als Leck-K+-Kanäle bezeichnet (Goldstein et al., 1998). Leck-K+-Kanäle

werden sowohl von erregbaren als auch von nicht erregbaren Zellen exprimiert. Man

nimmt an, dass diese Kanäle, zusammen mit den Kir-Kanälen, einen wesentlichen

Beitrag zum Ruhemembranpotential leisten. Diese Kanäle scheinen durch eine breite

Palette von Substanzen und anderen Proteinen reguliert zu werden (Lesage und Laz-

dunski, 2000). Neuere Untersuchungen deuten auf eine Rolle der Leck-K+-Kanäle bei

Apoptose und Tumorgenese hin (Patel und Lazdunski, 2004).

Die größte Gruppe der Kaliumkanäle verfügt über sechs transmembrane Helices (S1

bis S6). Die Helices S5 und S6, die durch die Porenschleife verbunden sind, bilden das

Porenmodul (siehe Abbildung 1.1 C). Die vier zusätzlichen Helices bilden eine regulato-
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1 EINLEITUNG

rische Domäne und haben als Spannungssensor Einfluss auf die elektrophysiologischen

Eigenschaften der Kanäle. Die Mitglieder dieser Kanalgruppe werden als Kv-Kanäle

bezeichnet. Bei den BK-Kanälen, die zusätzlich zur Spannungsabhängigkeit auch durch

Calcium reguliert werden, durchquert der N-Terminus die Membran ein weiteres Mal,

so dass eine Struktur mit sieben Transmembrandomänen entsteht.

Die Kanäle mit sechs bzw. sieben Transmembrandomänen übernehmen im Organis-

mus eine Vielzahl unterschiedlichster Aufgaben. Sie sind unter anderem maßgeblich an

Muskel- und Herzaktionspotentialen beteiligt (Gutman et al., 2005; Wei et al., 2005;

Yu et al., 2005).

Allen Kaliumkanälen ist eine kurze Aminosäuresequenz im Selektivitätsfilter gemein.

Diese Sequenz (-TXXTXGYG-) wird als Kaliumkanal-Signatur bezeichnet. Mutatio-

nen in diesem Bereich können die Selektivität für Kaliumionen aufheben (Heginbotham

et al., 1994). Der prinzipielle Aufbau der Porenregion von Kaliumkanälen ist seit der

Kristallisation des bakteriellen Kaliumkanals KcsA sehr gut verstanden (Doyle et al.,

1998). Da aufgrund der hohen Homologie zwischen eukaryotischen und prokaryotischen

Kaliumkanälen davon ausgegangen werden kann, dass sich alle Kaliumkanäle in ihrer

Porenstruktur gleichen, konnten die ersten Kristallstrukturen prinzipiell auf alle Ka-

liumkanäle übertragen werden (Doyle et al., 1998; Lu et al., 2001). Die Porenstruktur

Abbildung 1.2: Prinzipieller Aufbau
der Porenregion von Kaliumkanä-
len.
Die Kristallstruktur (Auflösung: 3,2 Å)
des bakteriellen KcsA-Kanals (Doyle
et al., 1998) zeigt den generellen Auf-
bau der Kanalpore. In Blau sind die in-
nere und die äußere Helix abgebildet,
die Porenschleife mit Selektivitätsfilter
wurde in Rot wiedergegeben. Die Lage
von drei Kaliumionen ist durch gelbe
Kugeln markiert. Grundlage dieser Ab-
bildung ist die PDB-Datei 1BL8. Zur
besseren Übersicht sind nur zwei der
vier porenbildenden α-Untereinheiten
abgebildet. Die PDB-Datei wurde mit
Swiss-PdbViewer bearbeitet und mit
Pov-Ray 3.6 gerendert.
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1 EINLEITUNG

wird durch die inneren Helices der vier Kanaluntereinheiten gebildet. Dabei erinnert

die Form der Pore an einen Kegel. Anschaulich wurde sie auch als „umgekehrtes Tipi“

bezeichnet (Doyle et al., 1998), wobei sich der Selektivitätsfilter an der breiten Basis

befindet. Dieser ist lediglich 12 Å lang. Ein großer, mit Wasser gefüllter Hohlraum

befindet sich im Zentrum des Kanals (siehe Abbildung 1.2).

1.2 Spannungsgesteuerte Kaliumkanäle

Die Mitglieder der Superfamilie der Kaliumkanäle unterscheiden sich nicht nur im

Aufbau (siehe Abschnitt 1.1), sondern auch in ihrer Reaktion auf verschiedene Stimuli.

So gibt es Kaliumkanäle, die in der Lage sind, auf mechanische Reize, auf Änderungen

des pH-Wertes, auf Schwankungen des Membranpotentials oder auf second messenger

zu reagieren.

Bei spannungsgesteuerten Kanälen wird das Öffnungsverhalten durch Änderungen

im Membranpotential beeinflusst. Der erste spannungsgesteuerte Kaliumkanal wur-

Abbildung 1.3: Aufbau eines spannungsabhängigen Kaliumkanals.
A. Aufbau einer einzelnen α-Untereinheit. Ein solches Protein verfügt über sechs Transmembrandomänen
(S1 bis S6), wobei S5 und S6 die Porenregion bilden, während die positiv geladene Helix S4 als Span-
nungssensor dient. Die Porenregion (P) enthält den Selektivitätsfilter und ist für die Spezifität des Kanals
verantwortlich. N- und C-Termini sind in der Abbildung verkürzt dargestellt und enthalten verschiedene
Bindungsstellen für modulierende Faktoren. Die Tetramerisierungsdomäne (T1) ist für die Selektivität bei
der Zusammenlagerung zu Tetrameren von Bedeutung. B. Aufsicht auf einen minimalen Kaliumkanal.
Für die Bildung eines funktionellen Kanals sind vier α-Untereinheiten mit je einer Porenschleife nötig.
Dabei erfolgt die Interaktion über die T1-Domäne, die gleichzeitig dafür sorgt, dass nur nahe verwandte
α-Untereinheiten miteinander einen Kanal bilden können. Die α-Untereinheiten (I bis IV) liegen rotations-
symmetrisch um die zentrale Pore (P). Wenn der Kanal aus vier gleichen α-Untereinheiten aufgebaut ist,
spricht man von einem Homomultimer, ist der Kanal aus unterschiedlichen α-Untereinheiten aufgebaut,
wird er als Heteromultimer bezeichnet.
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de 1987 aus Drosophila melanogaster kloniert (Tempel et al., 1987; Kamb et al., 1988;

Pongs et al., 1988). Dieser Kanal wurde nach der entsprechenden Drosophila-Mutante

Shaker -Kanal genannt und gilt bis heute als Prototyp der spannungsgesteuerten Ka-

liumkanäle. Allgemein werden spannungsgesteuerte Kanäle als Kv-Kanäle bezeichnet.

Innerhalb der spannungsgesteuerten Kanäle unterscheidet man die Unterfamilien Kv1

(Shaker) bis Kv12 (ELK). Die α-Untereinheiten der Kv-Kanäle haben sechs Trans-

membrandomänen (S1 bis S6). Dabei bilden S5 und S6 die Porenregion, wohingegen

S4 eine Reihe positiv geladener Aminosäuren trägt und als Spannungssensor fungiert

(siehe Abbildung 1.3 A). Wenn die Zellmembran depolarisiert wird, wirkt eine Kraft

auf S4, die zu einer Konformationsänderung und damit zum Öffnen des Kanals führt

(Sigworth, 1994; Durell et al., 1998; Bezanilla, 2002). Trotz anhaltender Debatten über

den exakten molekularen Mechanismus dieses Vorganges (Blaustein und Miller, 2004;

Tombola et al., 2005) herrscht mittlerweile weitgehend Einigkeit darüber, dass die

Spannungssensoren, im Gegensatz zur früher favorisierten Schraubenbewegung ent-

lang ihrer Längsachse, beim Öffnen des Kanals kippen (Jiang et al., 2003; Blaustein

und Miller, 2004).

Kanäle, die aus vier gleichen α-Untereinheiten aufgebaut sind, werden als Homomulti-

mere bezeichnet (siehe Abbildung 1.3 B). Kv-Kanal-α-Untereinheiten einer Unterfami-

lie können Heteromultimere bilden. Bei Kv1-, Kv2-, Kv3- und Kv4-Kanälen vermittelt

die T1-Domäne die selektive Assemblierung der Unterfamilienmitgliedern (Li et al.,

1992; Shen und Pfaffinger, 1995; Xu et al., 1995). Die tetramerisierten T1-Domänen

befinden sich auf der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran und erinnern in ihrer

Form an eine hängende Gondel (Kobertz et al., 2000; Sokolova et al., 2001). Neben ih-

rer Rolle bei der Zusammenlagerung der α-Untereinheiten sind die T1-Domänen auch

an der Bindung akzessorischer Untereinheiten beteiligt.

1.3 Die Kanäle der Kv4-Unterfamilie

Kv4-Kanäle übernehmen unter anderem im Herzmuskel und im Gehirn wichtige Auf-

gaben (Baldwin et al., 1991). Diese Kanäle vermitteln einen Strom, der bei einer De-

polarisation der Membran schnell aktiviert und dann, ohne dass ein äußerer Reiz nötig
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1 EINLEITUNG

ist, schnell inaktiviert. Der auf diese Weise erzeugte Strom wird als A-Typ-Strom be-

zeichnet. Kv4-Kanäle sind in Kardiomyozyten entscheidend an der Vermittlung eines

schnellen transienten Auswärtsstromes ITO beteiligt, der zur initialen Repolarisierungs-

phase des Herzaktionspotentials beiträgt (Dixon und McKinnon, 1994; Dixon et al.,

1996).

In Neuronen zeigen Kv4-Kanäle eine somatodendritische Verteilung (Sheng et al.,

1992; Maletic-Savatic et al., 1995), wobei die Dichte des durch diese Kanäle vermittel-

ten Stroms mit zunehmender Entfernung zum Soma ansteigt (Hoffman et al., 1997).

Außerdem wurde eine postsynaptische Anhäufung dieser Kanäle beobachtet (Alonso

und Widmer, 1997; Kim et al., 2005). In diesen Zellen vermitteln Kv4-Kanäle einen

unterschwellig aktivierenden A-Typ-Strom, der als ISA bezeichnet wird (Serodio et al.,

1994; Chen et al., 2006b; Lauver et al., 2006). A-Typ-Kanäle aktivieren bereits un-

terhalb der Aktivierungsschwelle für Aktionspotentiale. Darüber hinaus können diese

Kanäle bei moderater Depolarisierung ohne vorheriges Öffnen in einen inaktiven Re-

fraktärzustand gelangen (Jerng et al., 1999; Bähring et al., 2001a). Aufgrund ihrer

elektrophysiologischen Eigenschaften und ihrer subzellulären Verteilung sind diese A-

Typ-Kanäle in der Lage, die retrograde Ausbreitung von Aktionspotentialen zu dämp-

fen (Hoffman et al., 1997). Sie wirken auf diese Weise als „dendritische Stoßdämpfer“

(Yuste, 1997). Darüber hinaus gewährleisten Kv4-Kanäle besonders an dendritischen

Verzweigungspunkten den Block Calcium-getragener dendritischer Potentiale (Cai

et al., 2004).

Es gab mehrere Versuche, die Rolle von Kv4.2 im Mausmodell zu untersuchen (Barry

et al., 1998; Wickenden et al., 1999; Guo et al., 2000, 2005; Chen et al., 2006b; Hu

et al., 2006). Die gewebetypspezifische Expression einer dominant negativen Kv4.2-

Porenmutante zeigte, dass Kv4-Kanäle im Mausherzen für den schnellen transienten

Auswärtsstrom verantwortlich sind (Barry et al., 1998). Bei einer Reduzierung dieser

Stromkomponente kam es in den transgenen Tieren zu einer Verlängerung der Herz-

aktionspotentialdauer und des QT-Intervalls. Darüber hinaus wurde in den transgenen

Mäusen ein transienter Kaliumstrom gemessen, der nicht molekular identifiziert werden

konnte und in Wildtyp-Tieren des gleiches Wurfes nicht auftrat (Barry et al., 1998). In

einer zweiten Studie wurde eine ebenfalls dominant negativ wirkende verkürzte Form
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gewebsspezifisch exprimiert (Wickenden et al., 1999). Neben der bereits erwähnten

Verlängerung der Herzaktionspotentialdauer wurden bei etwas älteren Mäusen eine Er-

weiterung des linken Vorhofs und interstitielle Fibrose beobachtet (Wickenden et al.,

1999). Eine Kv4.2-Knockout-Maus zeigte zwar einen Verlust des schnellen transien-

ten Auswärtstromes, entwickelte aber keine Hypertrophie (Guo et al., 2005). Darüber

hinaus zeigte diese Maus bei gleichbleibender Kv4.3-Expression eine starke Verringe-

rung der KChIP2-Expression in den Ventrikeln, während die langsame Komponente

des ITO anstieg (Guo et al., 2005). Diese Ergebnisse wurden in einer Folgestudie an

der gleichen Mauslinie bestätigt (Chen et al., 2006b). Darüber hinaus zeigten die Hip-

pokampi der Knockout-Mäuse eine Verringerung der Level von KChIP1, KChIP2 und

KChIP3 um 30 bis 70% (Chen et al., 2006b; Menegola und Trimmer, 2006). Außerdem

wurde der A-Typ-Strom im distalen Dendriten von CA1-Neuronen nahezu vollstän-

dig eliminiert. In solchen Zellen war es einfacher, mittels Tetasignalpaarungsprotokoll,

nicht aber mittels Sättigungsprotokoll LTP zu induzieren (Chen et al., 2006b). In

einer weiteren Studie wurde in diesen Kv4.2-Knockout-Mäusen eine erhöhte Sensitivi-

tät gegenüber Schmerz beschrieben (Hu et al., 2006).

1.4 Die akzessorischen Untereinheiten der Kv4-
Kanäle

In heterologen Expressionsstudien, z. B. in Xenopus-Oozyten (Baldwin et al., 1991),

zeigten reine Kv4.2-α-Ströme deutliche Unterschiede zu nativen A-Typ-Strömen in

Neuronen (Nadal et al., 2001). Da nach der Transfektion cerebellärer Granulazellen

mit Kv4.2 ebenfalls ein anderer Strom gemessen wurde als in untransfizierten Zel-

len des gleichen Typs (Shibata et al., 2000), konnte eine Modifikation der Kv4-α-

Untereinheiten im Laufe der Translation als Ursache für die beobachteten Effekte

ausgeschlossen werden (Nadal et al., 2003). Die Koinjektion von niedermolekularen

mRNA-Fraktionen aus dem Rattenhirn führte in Xenopus-Oozyten zu einer Ände-

rung in den kinetischen Eigenschaften der gemessenen Kv4-Ströme. Es wurde daher

die Existenz weiterer Proteine postuliert, die das Schaltverhalten von Kv4-Kanälen

modulieren können (Chabala et al., 1993; Serodio et al., 1994).
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1.4.1 Die Kv-Kanal-interagierenden Proteine (KChIPs)

Mit den KChIPs wurde im Jahr 2000 eine erste Gruppe solcher modulierenden akzes-

sorischen Untereinheiten beschrieben (An et al., 2000). Inzwischen umfasst die Gen-

familie vier Mitglieder (An et al., 2000; Holmqvist et al., 2002), die jeweils in mehreren

Splice-Varianten vorkommen. KChIPs sind kleine Proteine (etwa 250 Aminosäuren),

die zur Proteinfamilie der neuronalen Calcium-Sensoren (NCS) gehören (Burgoyne und

Weiss, 2001). Eng mit den KChIPs verwandt ist das Frequenin (NCS-1), welches auch

mit Kv4-Kanälen interagieren kann (Nakamura et al., 2001; Zhang et al., 2003). Die

KChIPs unterscheiden sich in ihren N-Termini, während die C-terminale Domäne zu

etwa 70% konserviert ist (An et al., 2000). In diesem konservierten Bereich liegen vier

EF-Hand-Motive, von denen drei intakt sind und Calciumionen binden können (siehe

Abbildung 1.4). Alle vier Mitglieder der Familie können mit Kv-Kanälen interagieren

(An et al., 2000; Holmqvist et al., 2002).

KChIP1 ist wie alle anderen Mitglieder der NCS-Familie, jedoch im Gegensatz zu

allen anderen KChIPs, am N-Terminus myristoyliert (Hasdemir et al., 2005). Von

KChIP1 sind drei humane Splice-Varianten beschrieben, die bioinformatische Analyse

des Gens lässt aber vermuten, dass weitere Splice-Varianten gebildet werden können

(An et al., 2000; Boland et al., 2003; Van Hoorick et al., 2003; Pruunsild und Timmusk,

2005). Die Variante KChIP1a (auch KCNIP1-Ib∆II) ist im humanen Gehirn und im

Rückenmark stark exprimiert (Pruunsild und Timmusk, 2005). Dagegen konnte keine

KChIP1-Splice-Variante im Herzen von Mensch oder Nager nachgewiesen werden (An

et al., 2000; Boland et al., 2003; Pruunsild und Timmusk, 2005). In der Maus ist diese

Splice-Variante im Gehirn exprimiert, dort ist sie allerdings, verglichen mit den anderen

KChIP1-Isoformen, in deutlich geringeren Mengen zu finden (Pruunsild und Timmusk,

2005). KChIP1b (auch KCNIP1-Ib) ist im humanen Gehirn auf einem sehr niedrigen

Level exprimiert, in Maus und Ratte dagegen deutlich stärker (Boland et al., 2003;

Pruunsild und Timmusk, 2005). Die dritte Variante KCNIP1-Ia∆II ist im Menschen

hauptsächlich in Kleinhirn, Rückenmark und Hoden exprimiert, darüber hinaus finden

sich schwache Expressionen in Großhirn, Prostata, Milz und einigen anderen Geweben

(Pruunsild und Timmusk, 2005). In der Maus wird diese Variante sehr stark im Gehirn

exprimiert, darüber hinaus auch in Lunge und Hoden (Pruunsild und Timmusk, 2005).
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Die Expression von KCNIP1-Ia∆II ist in der Maus an E15 kaum nachweisbar und

steigert sich bis P14 zur maximalen Expression (Pruunsild und Timmusk, 2005).

KChIP1 ist in der Lage, die Stromdichte von Kv4.2 im heterologen Expressionssys-

tem zu erhöhen (Boland et al., 2003; Van Hoorick et al., 2003). Es wurde berichtet,

dass die Isoform KChIP1a die Erholung aus der Inaktivierung beschleunigt, wäh-

rend KChIP1b diese verlangsamt (Van Hoorick et al., 2003). Die frequenzabhängige

Akkumulation der Inaktivierung wurde durch KChIP1b erhöht und durch KChIP1a

reduziert (Van Hoorick et al., 2003). In einer zweiten Arbeit konnte die gegensätzli-

che Wirkung dieser beiden KChIP1-Splice-Varianten nicht bestätigt werden. Allerdings

zeigte KChIP1b fast keinen Effekt auf die Erholung aus der Inaktivierung, während

diese durch KChIP1a stark beschleunigt wurde (Boland et al., 2003).

In heterologen Expressionssystemen konnte gezeigt werden, dass KChIP1 in der Lage

ist, den Transport des Kv4.2-Kanals vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran zu be-

günstigen. Mutationen, die die Funktion der EF-Hand-Motive oder Myristoylierungs-

stellen zerstören, beeinträchtigten diesen Effekt (O’Callaghan et al., 2003; Hasdemir

et al., 2005).

Von KChIP2 sind viele Splice-Varianten bekannt. Mit RT-PCR konnten sieben huma-

ne und vier murine Varianten nachgewiesen werden (Pruunsild und Timmusk, 2005),

in der Gendatenbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) sind darüber hinaus noch

weitere Sequenzen hinterlegt. Die humane Splice-Variante KChIP2a (auch KChIP2.4

oder KCNIP2-Ia) ist hauptsächlich im Gehirn exprimiert, die entsprechende Maus-

Variante darüber hinaus noch im Herzen (Pruunsild und Timmusk, 2005). KChIP2b

(auch KChIP2.1 oder KCNIP2-Ia∆IIb) weist im Menschen nur eine schwache Expres-

sion in einigen Geweben des Zentralnervensystems auf. In der Maus ist diese Variante

ebenfalls stark im Herzen exprimiert (Pruunsild und Timmusk, 2005). KChIP2c (auch

Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau der akzessorischen
KChIP2-Untereinheit.
KChIPs gehören zur Familie der Calcium-bindenden Proteine.
Die Bindung erfolgt über EF-Hände, von denen das Protein
drei aktive (dunkelblau) und eine degenerierte (hellblau)
enthält. Es gibt vier verschiedenen KChIP-Gene. Diese unter-

scheiden sich vor allem im N-Terminus, während die C-terminale Calcium-bindende Region konserviert ist.
Darüber hinaus sind von allen vier KChIPs mehrere Splice-Varianten bekannt, die sich ebenfalls meist im
N-Terminus unterscheiden.

9
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KChIP2.2 oder KCNIP2-Ia∆IIab) wird am stärksten im humanen Herzen, darüber

hinaus aber auch im Thymus und in der Luftröhre exprimiert. Bei Mäusen ist die-

se Form relativ schwach im Herzen exprimiert (Pruunsild und Timmusk, 2005). Die

Splice-Varianten KChIP2e und KChIP2f (auch KChIP2.5) wurden in geringer Menge

im linken Atrium des humanen Herzen nachgewiesen (Decher et al., 2004). KChIP2g

(auch KCNIP2-Ib∆IIab) kommt beim Menschen im Gehirn vor, bei der Maus in Ge-

hirn und Hoden. Dort taucht die Splice-Variante erst zwei Wochen nach der Geburt

auf (Pruunsild und Timmusk, 2005). Das humane KChIP2-Ic∆IIab ist in mehreren

nichtneuronalen Geweben exprimiert, vorrangig in Herz und Hoden, im Zentralner-

vensystem konnte eine Expression dieser Isoform nicht nachgewiesen werden, in der

Maus fehlte sie völlig.

Für KChIP2 wurden starke Effekte auf Kv4-Kanäle beschrieben (An et al., 2000; Bäh-

ring et al., 2001b; Decher et al., 2004). So wird die A-Typ-Stromdichte bei Koexpression

mit KChIP2.2 im heterologen Expressionssystem enorm erhöht, gleichzeitig wird eine

Umverteilung der Kv4-Kanäle in die Peripherie der Zelle beobachtet (Bähring et al.,

2001b). Die initiale Phase der Inaktivierung wird verlangsamt, die Erholung aus der

Inaktivierung dagegen enorm beschleunigt (Bähring et al., 2001b). Ein weiterer Ef-

fekt von KChIP2.2 ist die Verschiebung der steady-state-Inaktivierung zu positiveren

Werten, wodurch das Aktivierungsfenster des Kanals vergrößert wird (Bähring et al.,

2001b). Darüber hinaus wurde berichtet, dass KChIP2e die Stromdichte absenkt, die

Zeitkonstante der Inaktivierung beschleunigt und die Erholung aus der Inaktivierung

verlangsamt (Decher et al., 2004). Die verschiedenen Wirkungen auf die Kv4-Kanäle

gestatten eine sensible Einstellung der elektrophysiologischen Eigenschaften und erwei-

tern somit das physiologische Repertoire dieser Kanal-Komplexe. Der im Herzen von

Mensch und Hund beobachtete ITO-Gradient korreliert nicht etwa mit unterschiedli-

chen Kanalmengen, sondern mit einem KChIP2-Gradienten (Rosati et al., 2001). Eine

KChIP2-Knockout-Maus zeigte einen nahezu vollständigen Verlust des ITO (Kuo et al.,

2001).

Für KChIP3 wurden zwei häufige Splice-Varianten gefunden. KChIP3-Ia (auch

KChIP3) ist im Menschen hauptsächlich im Zentralnervensystem, in den Nieren sowie

in den Speichel- und Brustdrüsen exprimiert. In der Maus dagegen ist diese Variante
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auf das Gehirn beschränkt, kommt dort aber, wie beim Menschen, in allen Regionen

vor (Pruunsild und Timmusk, 2005). Außerdem wurde eine weitere Splice-Variante

(KChIP3-Ib∆II) beschrieben, die eine sehr breite Expression aufweist und unter an-

derem in Herz, Nieren und glatten sowie quergestreiften Muskeln nachgewiesen wurde

(Pruunsild und Timmusk, 2005).

KChIP3 ist in elektrophysiologischen Experimenten ebenfalls in der Lage, die Kv4-

Stromdichte zu erhöhen, die Erholung aus der Inaktivierung zu beschleunigen und die

initiale Phase der Inaktivierung zu verlangsamen (An et al., 2000). Für den Transport

von Kv4.2 zur Plasmamembran, der in HEK293-Zellen von KChIP3 reguliert werden

kann, spielt die Phosphorylierung durch GRK2 eine wichtige Rolle (Ruiz-Gomez et al.,

2007). KChIP3 ist identisch mit Calsenilin (Buxbaum et al., 1998) und gleicht zu 99%

dem Calcium-regulierten Transkriptionsfaktor DREAM (Carrion et al., 1999). Calse-

nilin ist in der Lage, Calciumionen und Präseniline zu binden und die proteolytische

Spaltung von Präsenilin 2 zu beeinflussen (Buxbaum et al., 1998). Da Calsenilin da-

rüber hinaus proapoptotisch wirken kann (Lilliehook et al., 2002), wird spekuliert, dass

die chronische Steigerung des Calsenilin-Levels einen Risikofaktor für die Alzheimer-

Krankheit darstellt (Jo et al., 2004).

DREAM war das erste bekannte EF-Hand-Protein, das DNA binden und die Transkrip-

tion in Calcium-abhängiger Art und Weise regulieren kann (Mellstrom und Naranjo,

2001). Es wurde ursprünglich als Transkriptionsrepressor für das humane Prodynor-

phin-Gen entdeckt (Carrion et al., 1998, 1999). In Abwesenheit von Calcium bindet

DREAM mit hoher Affinität an eine regulatorische Sequenz des Prodynorphin-Gens,

während es nach Calcium-Bindung eine Konformationsänderung erfährt, die diese Af-

finität drastisch reduziert (Osawa et al., 2001).

Eine DREAM-Knockout-Maus zeigte eine normale Entwicklung ohne anatomische De-

fekte, darüber hinaus waren weder Herzfunktion, Präsenilin-Abbau noch Lernfähig-

keit oder Erinnerungsvermögen verändert (Cheng et al., 2002). Als gravierender Un-

terschied zum Wildtyp wurde allerdings eine starke Erhöhung der Schmerztoleranz

festgestellt (Cheng et al., 2002). Eine weitere Gruppe bestätigte die herabgesetzte

Schmerzempfindlichkeit, war aber nicht in der Lage, das dafür vorgeschlagene Wirk-

modell zu bestätigen (Lilliehook et al., 2003). Diese zweite Gruppe fand stark vermin-
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derte Mengen der Präsenilin-Abbauprodukte Aβ40 und Aβ42 im Cerebellum. Es kann

daher davon ausgegangen werden, dass Calsenilin in vivo in der Lage ist, die Spaltung

der Präseniline durch γ-Sekretase zu beeinflussen. Außerdem wurde eine Erhöhung

der Langzeitpotenzierung gemessen, die der Rolle des DREAM/Calsenilin/KChIP3

als Kv-Kanal-modulierendes Protein zugeschrieben wurde (Lilliehook et al., 2003).

Von KChIP4 sind im Menschen sechs wichtige Isoformen bekannt. KCNIP4-Ia (auch

KChIP4bl oder CALP250) zeigt eine starke Expression, die in Mensch und Maus auf

das Gehirn beschränkt ist (Pruunsild und Timmusk, 2005). KCNIP4-Ia∆II (auch

CALP216) wurde ausschließlich im menschlichen Gehirn gefunden (Pruunsild und Tim-

musk, 2005). Im Maushirn wird es ebenso wie KCNIP4-Ib∆II und KCNIP4-Ic∆II nicht

exprimiert, KCNIP4-Ib∆II zeigt eine Expression in Gehirn, Rückenmark, Dünndarm

und Magen, KCNIP4-Ic∆II zeigt eine starke Expression, die auf die Nieren beschränkt

ist (Pruunsild und Timmusk, 2005). KCNIP4-Id∆II (auch KChIP4a) und KCNIP4-

Ie∆II wurden dagegen sowohl beim Menschen als auch bei der Maus ausschließlich im

Zentralnervensystem gefunden (Pruunsild und Timmusk, 2005).

KChIP4 ist in der Lage, die Stromdichte von Kv4.2 zu erhöhen, die initiale Phase

der Inaktivierung extrem zu verlangsamen und die Erholung aus der Inaktivierung zu

beschleunigen (Morohashi et al., 2002). Darüber hinaus bindet KChIP4 an Präsenilin

2, hat aber im Gegensatz zu KChIP3 keinen Einfluss auf die Stabilität des Präsenilin-

Komplexes (Morohashi et al., 2002).

1.4.2 Die Dipeptidylaminopeptidase-ähnlichen Proteine
(DPPs)

Eine zweite Gruppe von akzessorischen Untereinheiten wurde mit den Dipeptidyl-

aminopeptidase-ähnlichen Proteinen im Jahr 2003 entdeckt (Nadal et al., 2003). Für

zwei Mitglieder dieser Proteinfamilie (DPPX und DPPY), die jeweils in mehreren

Splice-Varianten vorkommen (Wada et al., 1992; Jerng et al., 2004b; Chen et al., 2006a;

Nadal et al., 2006; Takimoto et al., 2006), wurde eine Interaktion mit Kv4 gezeigt

(Nadal et al., 2003; Jerng et al., 2004b; Radicke et al., 2005; Ren et al., 2005; Zagha

et al., 2005). Beide Proteine wurden bei ihrer Erstbeschreibung nicht aufgrund ihrer
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Abbildung 1.5: Schematischer Aufbau der akzessorischen DPPX-S-Untereinheit.
DPPX verfügt über eine Transmembranregion (hellblau), die das Protein in einen kurzen cytoplasmatischen
und einen langen extrazellulären Anteil untergliedert. Der extrazelluläre Teil enthält neben einer inaktiven
Aminopeptidase-Domäne (altrosa) eine cysteinreiche Domäne (dunkelblau) und mehrere Glykosylierungs-
stellen. Von DPPX sind fünf humane Splice-Varianten bekannt, die sich in ihren N-Termini unterscheiden.
Darüber hinaus existiert mit DPPY ein weiteres, nahe verwandtes Protein, das ebenfalls in der Lage ist,
als akzessorische Untereinheit an Kv4-Kanäle zu binden. Von DPPY sind vier humane Splice-Varianten
bekannt, die sich ebenfalls nur im N-Terminus unterscheiden.

Funktion als β-Untereinheiten von Kaliumkanälen, sondern wegen ihrer Homologie zu

der Serin-Protease DPPIV identifiziert (Wada et al., 1992; Allen et al., 2003; Qi et al.,

2003). Allerdings konnte weder für DPPX noch für DPPY eine enzymatische Aktivität

gezeigt werden (Wada et al., 1992; Qi et al., 2003).

Das zuerst entdeckte DPPX, welches auch als DPP6 bezeichnet wird, ist ein großes

transmembranäres Protein, von dem in der Ratte fünf Isoformen bekannt sind (Nadal

et al., 2006). Während die große extrazelluläre Domäne in allen Splice-Varianten iden-

tisch ist und eine cysteinreiche Domäne sowie eine inaktive Aminopeptidasedomäne

enthält, unterscheiden sich die Isoformen in ihren intrazellulären N-Termini (siehe Ab-

bildung 1.5). Die Kristallstruktur der Extrazellulärdomäne des DPPX enthüllte eine

achtblättrige β-Propellerstruktur und erhöhte Elektronendichten an sechs der sieben

putativen Glykosylierungsstellen (Strop et al., 2004). Darüber hinaus wurde in der

Kristallstruktur eine veränderte Geometrie des aktiven Zentrums der Enzymdomäne

festgestellt, so dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass entsprechende Substra-

te binden können (Strop et al., 2004). Ähnliche Beobachtungen wurden von einer ande-

ren Arbeitsgruppe gemacht, die eine starke Glykosylierung von DPPX in CHO-Zellen

feststellte (Kin et al., 2001). In enzymatischen Tests erwies sich die Aminopeptidase-

Domäne als inaktiv, auch der Austausch des Aspartats gegen ein Serin, wodurch das

aktive Zentrum des DPPIV simuliert wurde, führte nicht zu einer erhöhten enzymati-

schen Aktivität von DPPX (Kin et al., 2001).
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Eine DPPX-Variante ist auf das embryonale Stadium beschränkt (Hough et al., 1998)

und wird als DPPX-E (Nadal et al., 2006) oder DPPX-O (Ren et al., 2005) bezeichnet.

Eine zweite Spliceform (DPPX-D) wird ausschließlich in dorsalen Wurzelganglien ex-

primiert (Nadal et al., 2006). Während zwei weitere Isoformen, DPPX-L und DPPX-K

(auch DPPX-N, Ren et al., 2005), fast ausschließlich auf das Gehirn beschränkt sind

(Wada et al., 1992; Nadal et al., 2006), wurde DPPX-S zusätzlich in den Nieren und den

Geschlechtsorganen nachgewiesen (Wada et al., 1992). Im Herzen wurde in verschie-

denen Studien keine der DPPX-Isoformen gefunden (Wada et al., 1992; Nadal et al.,

2006). Allerdings berichtete eine Gruppe von einer Steigerung der DPPX-Expression

im Endokard von Patienten mit schwerer Herzinsuffizienz (Radicke et al., 2005). Wenn

DPPX mit einem Kv4-Kanal koexprimiert wird, kommt es zu einer drastischen Erhö-

hung der Stromamplitude, zudem werden die Zeit bis zum Erreichen des Maximalstro-

mes verkürzt und die Inaktivierung beschleunigt (Nadal et al., 2003). Darüber hinaus

werden sowohl die Aktivierung als auch die steady-state-Inaktivierung zu negativeren

Potentialen verschoben und die Erholung aus der Inaktivierung stark beschleunigt. Da

besonders die schnelle Aktivierung durch DPPX, die weder bei Kv4.2 allein noch in

Gegenwart von KChIP beobachtet wird, an native neuronale Ströme erinnert, wird

vermutet, dass DPPX ein Bestandteil nativer neuronaler Kv-Kanal-Komplexe ist (Na-

dal et al., 2001, 2003). Es konnte gezeigt werden, dass DPPX in COS-1-Zellen an die

Zelloberfläche gelangt (Kin et al., 2001) und in CHO-Zellen den Transport des Kv4.2-

Kanals zur Zellmembran reguliert (Nadal et al., 2003). Verglichen mit der Steigerung

der Oberflächenexpression des Kv4.2-Kanals durch KChIPs (An et al., 2000; Bähring

et al., 2001b), ist DPPX drei bis fünf mal so effizient (Nadal et al., 2003).

Ein weiteres Mitglied der Familie der DPPs ist DPPY, das auch als DPP10 bezeich-

net wird. Von diesem Protein sind im Menschen vier Splice-Varianten bekannt (Ren

et al., 2005), von denen je drei auch in der Ratte und in der Maus beschrieben sind

(Takimoto et al., 2006). Wie bei DPPX unterscheiden sich diese Isoformen lediglich im

intrazellulären N-Terminus. DPPX und DPPY haben einen sehr ähnlichen Aufbau. So

liegt die Homologie auf Aminosäure-Ebene in der Extrazellulärdomäne bei etwa 50%,

während die Extrazellulärdomänen von DPPY und DPPIV lediglich zu einem Drittel

übereinstimmen. Ebenso wie DPPX ist DPPY glykosyliert (Chen et al., 2006a) und
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besitzt kein enzymatisch aktives Zentrum in der Aminopeptidase-Domäne (Qi et al.,

2003). Im Menschen wird DPPY im Gehirn, in den dorsalen Wurzelganglien, im Gan-

glion nodosum, in der Bauchspeicheldrüse, in den Nebennieren und in den Mandeln

exprimiert (Allen et al., 2003; Qi et al., 2003; Ren et al., 2005; Chen et al., 2006a).

Obwohl DPPY ursprünglich in einem Asthma-Screening kloniert wurde (Allen et al.,

2003), konnte eine Expression in der Lunge nicht nachgewiesen werden (Ren et al.,

2005; Chen et al., 2006a). Darüber hinaus konnte keine Expression im Herzen und nur

eine schwache Expression im Hippokampus gezeigt werden (Chen et al., 2006a). Es

gibt Hinweise darauf, dass sich die Expression des DPPY in verschiedenen Spezies un-

terscheidet. So konnte in den Nebennieren von Ratten keine Expression nachgewiesen

werden (Takimoto et al., 2006). Im humanen Gehirn konnten alle vier humanen und

im Gehirn der Ratte alle drei Ratten-Splice-Varianten nachgewiesen werden (Takimoto

et al., 2006). Dagegen wurden in den Nebennieren und in der Bauchspeicheldrüse des

Menschen nur die Splice-Varianten C und D gefunden, Gleiches gilt für die Bauch-

speicheldrüse der Ratte (Takimoto et al., 2006). In der Elektrophysiologie zeigen die

untersuchten Splice-Varianten nahezu gleiche Effekte auf Kv4-Kanäle (Takimoto et al.,

2006). Ähnlich wie DPPX steigert DPPY die Stromdichte, verkürzt die Zeit bis zum

Erreichen des Maximalstroms und beschleunigt die Inaktivierung und die Erholung

aus der Inaktivierung (Jerng et al., 2004b; Ren et al., 2005). Analog zu DPPX wur-

de außerdem eine Verschiebung der steady-state-Inaktivierung von Kv4.2 und Kv4.3

um -20 mV beobachtet (Jerng et al., 2004b; Ren et al., 2005). Für Kv4.1 konnten die

meisten dieser Effekte ebenfalls gezeigt werden, allerdings hatte die Koexpression von

DPPY keinen Effekt auf die steady-state-Inaktivierung dieses Kanals (Jerng et al.,

2004b). Ebenso wie DPPX ist DPPY in der Lage, die Zelloberfläche zu erreichen und

die Oberflächenexpression von Kv4.2 zu erhöhen (Jerng et al., 2004b; Chen et al.,

2006a).

1.5 Zielsetzung

Der Einfluss akzessorischer β-Untereinheiten, wie KChIPs oder DPPs, auf das Trans-

portverhalten von Kv4.2-α-Untereinheiten ist in heterologen Expressionssystemen gut

dokumentiert. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle einer direkten funktio-
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nellen Interaktion mit diesen β-Untereinheiten für die subzelluläre Lokalisation und

die funktionelle Oberflächenexpression von Kv4.2-α-Untereinheiten in hippokampalen

Neuronen aufzuklären.

(1) Es sollte eine Knockdown-Strategie erarbeitet werden, mit deren Hilfe die Menge

einzelner β-Untereinheiten in den Neuronen herunterreguliert und somit ihr Ef-

fekt auf die subzelluläre Lokalisation der Kv4.2-α-Untereinheit eliminiert werden

kann.

(2) Es sollten außerdem modifizierte Kanal-Untereinheiten erzeugt werden, die zum

einen eine Bindungsdefizienz aufweisen und zum anderen eine einfache Visuali-

sierung ihrer funktionellen Integration in die Zellmembran ermöglichen.
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2
Materialien

2.1 Chemikalien, Enzyme und Gebrauchsmateria-
lien

Soweit nicht anders angegeben, wurden sämtliche Chemikalien von den Firmen Sigma-

Aldrich (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen. Die Zu-

sammensetzung der verwendeten Puffer und Lösungen ist in Anhang D angegeben.

Enzyme, Kits, Nukleosidtriphosphate und sonstige Verbrauchsmaterialien wurden bei

Ambion Europe (Großbritannien), GE Healthcare (München), BD Biosciences (Hei-

delberg), Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-Nagel (Düren), MBI-Fermentas (St. Leon-

Rot), Millipore (Schwalbach), New England Biolabs (Frankfurt a. M.), Qiagen (Hilden)

und Stratagene (Niederlande) erworben. Oligonukleotide wurden von MWG (Ebers-

berg), Invitrogen (Karlsruhe) oder Biomers (Ulm) synthetisiert, die synthetischen

siRNAs wurden bei Ambion Europe (Großbritannien) bestellt.

Gibco Invitrogen Corporation (Karlsruhe) lieferte die Zellkulturmedien und die Trans-

fektionsreagenzien. Darüber hinaus wurde Fugene6 (Roche Diagnostics, Penzberg) ver-

wendet.

Als Zentrifugen dienten die Modelle 5415R bzw. 5804R (beide Eppendorf, Hamburg)

und für Zellsuspensionen eine Minifuge GL (Heraeus, Hanau). Das Rollrad wurde von

Gerlinde Kisker (Steinfurt) bezogen.

Geschützte Waren- und Gebrauchsnamen sind nicht besonders gekennzeichnet. Das

Fehlen eines entsprechenden Hinweises berechtigt nicht zu der Annahme, dass es sich

um freie Warenzeichen und Marken handelt.
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2.2 Nährmedien

Bakterielle Nährmedien wurden autoklaviert und nach dem Abkühlen nach Bedarf mit

Antibiotika (Ampicillin 100 mg/l bzw. Kanamycin 30 mg/l) versetzt.

LB-Medium 10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefe-Extrakt, pH 7,4

LB-Platten 15 g/l Agar in LB-Medium

2.3 Bakterienstämme

Escherichia coli XL1-Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44, relA1 lac
[F’proAB laclq Z∆M15Tn10(Tet’)] (Invitrogen, Karls-
ruhe)

2.4 Vektoren

pcDNA3, pcDNA6 Expressionsvektoren für heterologe Expression in kulti-
vierten Säugerzellen (Invitrogen, Karlsruhe)

pcDNA5/FRT,
pEF5/FRT/V5

Expressionsvektoren zur Erzeugung stabiler Säugerzell-
linien im Flp-In-System (Invitrogen, Karlsruhe)

pOG44 Flp-Rekombinase-Expressionsvektor zur Erzeugung sta-
biler Säugerzelllinien im Flp-In-System (Invitrogen,
Karlsruhe)

pSilencer 2.0-U6,
pSilencer 3.0-H1

Vektoren zur Expression von kurzen Haarnadel-RNAs
(Ambion, Großbritannien)

pd2EGFP-N1 Expressionvektor zur Erzeugung von destabilisierten
EGFP-Fusionsproteinen (Clontech, USA)

pGEM HEJuel RNA-Transkriptionsvektor

2.5 Verwendete Klone

Soweit nicht anders bezeichnet, handelt es sich bei den Konstrukten um den Wildtyp.

Die Klonkarten der hergestellten Konstrukte sind in Anhang C zu finden.

EGFP (BD Biosciences, Heidelberg). Dieses Protein wurde sowohl zur Herstellung

der unten aufgeführten Fusionsproteine verwendet als auch zur Transfektionskontrolle

eingesetzt.
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pDsRed (Clontech, USA). Dieses Plasmid wurde zur Transfektionskontrolle einge-

setzt.

hKv4.2 (AH009258, Zhu et al., 1999) Klon der humanen Kv4.2-α-Untereinheit. Das

in diesem Plasmid kodierte Protein bildet die minimale Pore des Kv4.2-Kanals.

hKv4.2wt-HA. In diesen humanen Klon der Kv4.2-α-Untereinheit wurde ein Häm-

agglutinin-Epitop (HA-Epitop, Aminosäuresequenz -YPYDVPDYA-) in die erste ex-

trazelluläre Schleife (zwischen Aminosäure 216 und 217) kloniert (Callsen et al., 2005).

Dieses Epitop ist immunzytochemisch im Extrazellulärraum zugänglich, wenn diese

Kanaluntereinheit in die Plasmamembran integriert ist.

hKv4.2A14K-HA. Dieses Konstrukt enthält zusätzlich zum extrazellulären HA-

Epitop eine Punktmutation, die die Interaktion mit KChIP2 verhindert (Callsen et al.,

2005).

hKv4.2wt-HA-EGFP. Dieser Kanal entstand durch Fusion von EGFP an den C-

Terminus von hKv4.2wt-HA.

hKv4.2F11K-HA-EGFP. In das hKv4.2wt-HA-EGFP wurde die Mutation F11K

eingefügt, die die KChIP2-Interaktion verhindert (Callsen et al., 2005).

hKv4.2A14K-HA-EGFP. In das hKv4.2wt-HA-EGFP wurde die Mutation A14K

eingefügt, die die KChIP2-Interaktion verhindert (Callsen et al., 2005).

hKv4.2-600∆-HA-EGFP. Durch Deletion der letzten 30 Aminosäuren des Kanals

entstand ein Konstrukt, das nicht mehr in der Lage war, das Transportprotein Kif17

zu binden (Chu et al., 2006).

hKv4.3wt-HA. In den hKv4.3-Kanal (NM_004980, Serodio et al., 1996) wurde analog

zu hKv4.2wt-HA ein HA-Signal eingefügt.

Die folgenden akzessorischen β-Untereinheiten wurden in dieser Arbeit verwendet.

hKChIP2.1 (NM_014591, An et al., 2000).

hKChIP2.2 (NM_173191, Bähring et al., 2001b).

hDPPX-S (NM_001936, Wada et al., 1992). In dieser Arbeit wurde ausschließlich

die kurze Splice-Variante hDPPX-S verwendet. Im Folgenden wird diese nur noch als

hDPPX bezeichnet.
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Um die verwendeten Kanaluntereinheiten leichter untersuchen zu können, wurden die

folgenden Fusionsproteine mit dem destabilisierten Fluoreszenzmarker d2EGFP herge-

stellt. Dabei wurden die humanen Zielproteine am C-Terminus markiert. Das d2EGFP

selbst ist ebenfalls ein Fusionsprotein aus EGFP und der PEST-Sequenz der murinen

Ornithindecarboxylase (MODC). Die PEST-Sequenz markiert das Fusionsprotein für

die Degradation. Dadurch haben diese Proteine eine Halbwertszeit von nur zwei Stun-

den (Li et al., 1998).

hKv4.2-d2EGFP.

hKChIP1-d2EGFP.

hKChIP2.1-d2EGFP.

hKChIP3.1-d2EGFP.

hKChIP4.1-d2EGFP.

hDPPX-d2EGFP.

Analoge Fusionsproteine wurden mit den murinen Kanaluntereinheiten hergestellt.

Hier kam allerdings der Fluoreszenzmarker EGFP zum Einsatz. Die Fusion des EGFP

erfolgte an den C-Terminus der murinen Kanaluntereinheiten.

mKv4.2-EGFP.

mKChIP1-EGFP.

mKChIP2.1-EGFP.

mKChIP3.1-EGFP.

mKChIP4.1-EGFP.

mDPPX-EGFP.

2.6 Größenstandards

Smart DNA Ladder 14 Banden von 200-10.000 bp mit unterschiedlichen
Intensitäten zur Abschätzung der DNA-Konzentration
(15-100 ng) (Eurogentec, Köln).

MultiMark Proteinstandard 9 Banden von 3-185 kDa mit unterschiedlichen Farben
(Invitrogen, Karlsruhe).
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2.7 Antikörper

Erstantikörper

anti-HA 1:500 für Westernblot, monoklonaler Antikörper aus Ratte,
Klon 3F10, gerichtet gegen das Epitop YPYDVPDYA (Roche
Diagnostics, Penzberg)

panKChIP 1:500 für Westernblot, polyklonales Serum aus Kaninchen
(Callsen et al., 2005)

anti-MAP2 1:1.000 für Immunzytochemie, polyklonaler Antikörper aus
Kaninchen, gerichtet gegen MAP2 aus dem Rattenhirn
(Chemicon, Großbritannien)

anti-NFH 1:500 für Immunzytochemie, monoklonaler Antikörper aus
Maus (Klon N52), gerichtet gegen die H-Kette aus Schwein
(Chemicon, Großbritannien)

anti-GFP 1:1.000 für Westernblot, Mischung zweier monoklonaler GFP-
Antikörper (Klone 7.1 und 13.1) aus Maus (Roche Diag-
nostics, Penzberg)

Zweitantikörper

anti-Maus Alexa546 1:2.500, (IgG1) aus Ziege, affinitätsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Invitrogen, Karlsruhe)

anti-Maus Cy5 1:1.000, (H+L) aus Esel, affinitätsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Jackson Immuno Research Europe, Großbritannien)

anti-Kaninchen Cy3 1:2.000, (H+L) aus Esel, affinitätsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Jackson Immuno Research Europe, Großbritannien)

anti-Ratte Cy5 1:2.000, (H+L) aus Maus, affinitätsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Jackson Immuno Research Europe, Großbritannien)

anti-Ratte Alexa546 1:2.500, (H+L) aus Ziege, affinitätsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Invitrogen, Karlsruhe)

anti-Maus HRP 1:5.000, aus Schaf (Dianova, Hamburg)

anti-Ratte HRP 1:1.000, F(ab’2) Fragment aus Ziege (Dianova, Hamburg)

anti-Kaninchen HRP 1:5.000, aus Ziege (Vector Laboratories, USA)

2.8 Zelllinien

CHO Dehydrofulat-Reduktase-defiziente Hamster-Zelllinie (DSMZ
Nr. ACC 126) aus Cricetulus griseus.

HEK293 Humane embryonale Nierenzellen (DSMZ Nr. ACC 305).
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Für die Herstellung stabiler Zelllinien wurden Zellen verwendet, die eine vorgeform-

te Integrationsstelle besitzen, wodurch das Einbringen zusätzlicher DNA ins Genom

erleichtert wird. Diese Zellen wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.

HEK293-Flp-In Humane embryonale Nierenzellen

3T3-Flp-In Embryonale Mausfibroblasten

2.9 Tiere zur Gewebeentnahme

Afrikanischer Krallenfrosch (Xenopus laevis). Die aus weiblichen afrikanischen

Krallenfröschen gewonnenen Oozyten wurden für die Zwei-Elektroden-Spannungs-

klemme verwendet. Um Kanalproteine zu exprimieren, wurde entsprechende cRNA

in die Eizellen injiziert.

Maus (Mus musculus). Für die Kultur von murinen hippokampalen Neuronen wur-

den neugeborene C57/BL6-Mäuse (P0) verwendet.

Ratte (Rattus norvegicus). Für die Kultur von hippokampalen Rattenneuronen

wurden embryonale Wistar-Ratten an Tag 18 nach der Begattung (E18) verwendet.
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3.1 Molekularbiologische Methoden

In dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von Methoden verwendet, um DNA zu amplifi-

zieren und zu modifizieren.

3.1.1 Herstellung kompetenter Zellen

Aus einer bei -80̊ C gelagerten Dauerkultur von E.-coli -XL1-Blue-Zellen wurde ein

Aliquot entnommen, auf einer LB-Platte ohne Antibiotikum ausgestrichen und über

Nacht bei 37̊ C inkubiert. Mit einzelnen Kolonien dieser Platte wurden Vorkulturen

(3 ml LB-Medium) gemacht, aus denen dann 50-ml-Kulturen angeimpft wurden. Die

Bakterienkulturen wurden bei 37̊ C und 225 upm inkubiert. Anschließend wurden die

Bakterien 10 Minuten auf Eis abgekühlt und zentrifugiert (10 min, 5.000×g, 4̊ C). Der

Überstand wurde verworfen und das Pellet in 10% des ursprünglichen Kulturvolumens

eiskalten TSS-Puffers aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde sofort danach in

500-µl-Aliquots in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80̊ C.

3.1.2 Transformation von Bakterien

Für die Transformation der kompetenten E.-coli -XL1-Blue-Zellen wurden die gefrore-

nen Bakterien langsam auf Eis aufgetaut. Für einen Transformationsansatz wurde die

entsprechende DNA mit 20µl 5×KCM gemischt und mit ddH2O auf ein Gesamtvolu-

men von 100 µl gebracht. Nach Zugabe von 100 µl aufgetauter Bakteriensuspension
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und vorsichtigem Mischen inkubierten die Ansätze 20 Minuten auf Eis. Nach einem

Hitzeschock (5 min, 37̊ C) wurde 1 ml vorgewärmtes LB-Medium ohne Antibiotikum

zum Ansatz gegeben, es folgte eine weitere Inkubation (40 min, 37̊ C). Die trans-

formierten Bakterien wurden auf LB-Platten mit einem entsprechenden Antibiotikum

ausgestrichen und über Nacht bei 37̊ C im Brutschrank inkubiert. Für eine weitere

Vermehrung der Bakterien wurden einzelne Kolonien gepickt. Die Platten wurden bei

4̊ C gelagert.

3.1.3 Präparation von DNA aus Bakterienkulturen

Um schnell große Mengen eines Plasmid zu erhalten, kamen Bakterienkulturen zum

Einsatz. Plasmide verfügen normalerweise über mindestens ein Resistenzgen, so dass

durch die Gegenwart eines Antibiotikums ein Selektionsdruck erzeugt werden kann.

Durch die Anwesenheit des Antibiotikum wird sichergestellt, dass sich nur Bakterien

vermehren können, die das Plasmid tragen. Darüber hinaus haben die meisten heute

verwendeten Plasmide einen high-copy-Promotor, der dazu führt, dass sich in einem

einzelnen Bakterium mehrere hundert Plasmide ansammeln.

3.1.3.1 Präparation aus 3-ml-Bakterienkulturen (Miniprep)

Für die Minipräparation wurden 3 ml LB-Medium unter Zusatz eines entsprechenden

Antibiotikums mit einer Einzelkolonie des plasmidtragenden E.-coli -Stammes ange-

impft und über Nacht im Wärmeschüttler inkubiert (37̊ C, 225 upm). Anschließend

wurden 2 ml dieser Kultur mit einem Miniprep-Kit (GE Healthcare, München) aufge-

arbeitet. Die Plasmid-DNA wurde in 50 µl H2O aufgenommen und bei 4̊ C gelagert.

3.1.3.2 Präparation aus 50-ml-Bakterienkulturen (Midiprep)

Die Präparation der DNA aus einer 50-ml-Kultur wurde mit dem Nucleobond AX-

System (Macherey-Nagel, Düren) nach dem entsprechenden Protokoll durchgeführt.

Die Ausbeute der DNA wurde photometrisch (siehe Abschnitt 3.1.6.2) bestimmt und

die Konzentration auf 1 µg/µl eingestellt.
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3.1.4 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Die Isolierung von DNA erfolgte nach der gelelektrophoretischen Auftrennung (siehe

Abschnitt 3.1.6.1) und dem Ausschneiden des DNA-haltigen Gelstücks. Nach Auflösen

der Gelmatrix in 300 µl Capture-Puffer (10 min bei 60̊ C) wurde die DNA über GFX-

Säulen (alles Amersham-Bioscience, Freiburg) aufgereinigt.

3.1.5 In-vitro-Transkription

Um das Risiko der Degradation der RNA zu minimieren, wurden alle Arbeiten un-

ter Verwendung entsprechender Vorschriften durchgeführt. Glasgeräte wurden über

Nacht ausgebacken (240̊ C), Einweggeräte aus gesonderten Vorräten genommen und

wässrige Lösungen mit Diethylpyrocarbonat-behandeltem Wasser angesetzt. Es kamen

ausschließlich Filterspitzen zum Einsatz.

Durch Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 3.1.7.1) wurden 2 µg des entsprechenden

Vektors in einem Volumen von 100 µl linearisiert. Nach einer Extraktion mit Phenol

und Chloroform wurde die DNA durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat

(pH 4,8) sowie 3 Volumen absolutem Ethanol für eine Stunde bei -80̊ C gefällt. Das

nach der Zentrifugation verbleibende Pellet wurde mit 500 µl 70% Ethanol gewaschen

und die DNA in 6,5 µl DEPC-Wasser aufgenommen.

Nach der Aufreinigung folgte die in-vitro-Transkription der mRNA. Hierzu wurden

nach Herstellerangaben 6 µl der aufgereinigten DNA-Lösung mit Hilfe des

mMESSAGE mMACHINE in vitro Transcription Kit (Ambion, USA) transkribiert.

Die synthetisierte RNA wurde einer Extraktion mit Phenol und Chloroform unterzo-

gen, gefällt (siehe oben), in 20 µl DEPC-Wasser aufgenommen und bei 57̊ C gelöst.

Die Lagerung erfolgte bei -20̊ C.

3.1.6 Nachweis von Nukleinsäuren

Für viele Versuche ist die Qualität und Quantität der Nukleinsäuren von entscheiden-

der Bedeutung. Die experimentellen Möglichkeiten, eine Aussage über die Eigenschaf-
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ten der Nukleinsäuren zu treffen, reichen dabei von der einfachen Konzentrationsbe-

stimmung im Photometer bis zur Sequenzierung.

3.1.6.1 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Identifizierung und zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden diese je nach Größe

in horizontalen Agarose-Gelen (1-2% (w/v) Agarose) in TAE-Puffer aufgetrennt. TAE

diente ebenfalls als Laufpuffer. Zum Nachweis der DNA wurde den Gelen 0,5 µg/ml

Ethidiumbromid zugesetzt, welches in DNA interkaliert und diese unter UV-Licht

(356 nm) sichtbar macht (Gel-Dokumentationssystem BioDoc II, Biometra, Göttin-

gen).

3.1.6.2 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Ausbeute der präparierten DNA (siehe Abschnitt 3.1.3.2) wurde mit dem Gene-

Quant-RNA/DNA Calculator (Amersham-Bioscience, Freiburg) bestimmt. Die DNA-

Lösung wurde mit einer ausreichenden Menge Wasser verdünnt und die Absorption bei

260 und 280 nm gegen Wasser als Blindwert gemessen. Das Verhältnis der Absorption

bei 260 und 280 nm gilt als Maß für die Reinheit der DNA-Präparation.

3.1.6.3 Konzentrationsbestimmung der RNA durch Fluoreszenzmessung

Die Konzentration von in-vitro-transkribierter RNA wurde mit dem RiboGreen RNA

Quantification Kit (Molecular Probes, USA) bestimmt. Die Fluoreszenzmessung

(λex = 480 nm und λem = 520 nm, Perkin Elmer LS 50B) der mit RiboGreen versetz-

ten und in TE-Puffer ausreichend verdünnten RNA-Lösung (siehe Abschnitt 3.1.5)

erfolgte gegen den mitgelieferten RNA-Standard.

3.1.6.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA wurde mit dem ABI PRISM Dye Terminator Cycle Se-

quencing ready Kit und dem ABI-377-DNA-Sequenziergerät (Perkin-Elmer, Rodgau-

Jügesheim) durchgeführt. Die Aufarbeitung der Sequenzierproben und die Bedienung
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des Sequenziergerätes erfolgten durch die Mitarbeiter des Sequenzierservice-Labors des

ZMNH.

3.1.7 Modifikationen von DNA

Für die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurden die für Kanalunterein-

heiten kodierenden cDNAs manipuliert, um so gezielt Änderungen in die Kanalproteine

einzufügen.

3.1.7.1 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Da Restriktionsendonukleasen von verschiedenen Herstellern angeboten werden und

unterschiedliche Anforderungen an die Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH-Wert,

Ionenkonzentrationen) stellen, ist es schwierig, ein allgemein gültiges Protokoll für die

Restriktionsverdaue anzugeben. Verallgemeinert lässt sich sagen, dass bei der Wahl

von Puffern, Enzymmenge und Reaktionstemperatur auf die Herstellerangaben zu-

rückgegriffen wurde. Die Reaktion erfolgte für etwa 2 Stunden, anschließend wurde

der Ansatz nach Herstellerangaben hitzeinaktiviert, über eine Säule gereinigt oder

direkt in einem Agarosegel aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.1.6.1). Bei gleichzeitigem

Verdau mit unterschiedlichen Enzymen wurden die Pufferbedingungen nach Hersteller-

angaben angepasst. War ein Parallelverdau aufgrund unterschiedlicher Anforderungen

der Enzyme nicht möglich, wurde sequentiell verdaut.

3.1.7.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Terminale Phosphatgruppen wurden mit alkalischer Phosphatase entfernt. Dazu wurde

die DNA mit CIAP (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) für 2 Minuten bei 37̊ C inkubiert.

3.1.7.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Das einzufügende DNA-Fragment wurde im Überschuss mit dem geschnittenen Vektor

gemischt und in einem Reaktionsvolumen von 20 µl mit 1 unit T4-DNA-Ligase (MBI

Fermentas, St. Leon-Rot) inkubiert. Die Reaktion erfolgte entweder 3 Stunden bei

Raumtemperatur oder über Nacht bei 16̊ C.
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3.1.7.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 25 µl durchge-

führt. Es gibt eine Vielzahl von PCR-Anwendungen, die je nach Ziel des Experiments

unterschiedliche Polymerasen erfordern. In der vorliegenden Arbeit wurden Polymera-

sen mit und ohne Korrekturlesefunktion sowie Gemische aus beiden unter den unter-

schiedlichsten Bedingungen verwendet. Daher ist es schwierig, ein allgemein gültiges

PCR-Protokoll anzugeben. Stellvertretend soll hier ein typischer PCR-Ansatz für eine

Polymerase ohne Korrekturlesefunktion wiedergegeben werden:

• 20 bis 50 ng DNA,

• 25 pM 5’-Primer,

• 25 pM 3’-Primer,

• 1 mM dNTPs (Amersham-Bioscience, Freiburg),

• 2,5 µl 10-fach PCR-Puffer,

• 2,5 mM MgCl2,

• 1 µl DMSO,

• 0,5 bis 1 unit Taq-Polymerase und

• Wasser ad 25 µl.

Das verwendete Programm des Thermocyclers war abhängig von der Schmelztem-

peratur der verwendeten Oligonukleotide und von der Länge des zu amplifzierenden

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Prädenaturierung 95̊ C 30 s 1×
Denaturierung 95̊ C 30 s
Hybridisierung Tm − 5̊ C 30 s

 25×
Elongation 72̊ C 1 min/kb
Abschluss-Synthese 72̊ C 2 min 1×

Tabelle 3.1: Standardprogramm für die PCR.
Dieses beispielhafte Programm besteht aus 25 Amplifikationszyklen. Die Schmelztemperatur Tm muss
je nach verwendeten Primern variiert werden, mit Erhöhung dieser Temperatur steigt die Spezifität der
PCR. Eine zweite Variable ist die Elongationszeit. Sie ist abhängig von der Länge des zu amplifizierenden
Fragments und von der Art der verwendeten DNA-Polymerase.
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DNA-Fragmentes. War die Schmelztemperatur der verwendeten Primer unterschied-

lich, wurde im PCR-Programm die niedrigere Temperatur verwendet. Als Standard-

programm für die PCR diente das Schema in Tabelle 3.1.

3.1.8 In-vitro-Mutagenese

Punktmutationen und rekombinante DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der PCR-

Technik erzeugt.

3.1.8.1 Mutation einer Base

Zur Einführung der verwendeten Punktmutationen in den Kv4.2-N-Terminus wurde ei-

ne overlap-Strategie verwendet. Dazu wurden zwei Primer designt, die komplementär

zur Umgebung der zu mutierenden Stelle waren, aber die Mutation trugen. Darüber hi-

naus wurden zwei flankierende Primer verwendet. In zwei parallelen PCR-Reaktionen,

in denen jeweils ein mutierter und der korrespondierende flankierende Primer ver-

wendet wurden, entstanden DNA-Fragmente, die die Mutation trugen und im Muta-

tionsbereich überlappend waren. Aufgrund dieser Tatsache konnten in einer zweiten

Reaktion die in den beiden vorhergehenden PCRs entstandenen DNA-Fragmente mit-

einander hybridisieren und ein neues langes DNA-Fragment generieren, welches die

Mutation trug und mit klassischen Methoden in einen Vektor kloniert werden konn-

te. Durch Sequenzierung wurden das Vorhandensein der Mutation nachgewiesen und

Fehler an anderer Stelle ausgeschlossen.

3.1.8.2 Deletion mehrerer Basen

Die Deletion mehrerer Basen folgte dem Prinzip, nach dem einzelne Mutationen in ein

Plasmid eingefügt werden können (siehe Abschnitt 3.1.8.1). An Stelle der mutierten

Primer wurden Primer verwendet, die komplementär zu den die Deletion flankierenden

Bereichen waren.
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3.1.9 Computergestützte Sequenzanalysen

Die Analyse von DNA-Sequenzen erfolgte mit den Programmen Seqman (DNAstar,

USA), BioEdit (Hall, 1999) und VectorNTI (Invitrogen, Karlsruhe). Datenbankrecher-

chen wurden mit Medline, BLASTN, BLASTP vom NCBI (National Center for Bio-

technology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) und ExPASy vom SIB (Swiss Insti-

tute for Bioinformatics, www.expasy.org) ausgeführt.

3.1.10 RNA-Interferenz

RNA-Interferenz ist ein Phänomen, das Anfang der 90er Jahre durch Zufall entdeckt

wurde (Napoli et al., 1990). In den folgenden Jahren wurde der molekulare Mechanis-

mus weitgehend aufgeklärt (Fire et al., 1998; Tuschl et al., 1999). Obwohl inzwischen

einige gute Übersichtsartikel existieren (Hannon, 2002; Arenz und Schepers, 2003;

Dykxhoorn et al., 2003), soll hier kurz auf den Mechanismus eingegangen werden.

Mittels RNA-Interferenz können mRNAs spezifisch zerstört werden, so dass die Bil-

dung des zugehörigen Proteins unterbunden wird. Die spezifischen Auslöser für die

Abbildung 3.1: Mechanismus der RNA-Interferenz.
Für das Auslösen einer RNA-Interferenz werden siRNAs benötigt. In dieser Arbeit wurden synthetische
siRNAs eingesetzt. Außerdem wurden siPlasmide verwendet, die Haarnadel-Konstrukte erzeugten, die durch
Dicer zu siRNAs abgebaut wurden. Die RNA-Interferenz wird durch einen aktiven Komplex aus RISC und
der siRNA vermittelt. Dabei kommt es zur Hybridisierung der siRNA mit ihrer komplementären Zielsequenz
in der mRNA, woraufhin diese vom RISC-Komplex gespalten wird. Die durch diese Spaltung entstehenden
ungeschützten Enden sind Angriffspunkte für endogene RNasen, die die mRNA effizient abbauen.
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RNA-Interferenz sind kurze doppelsträngige RNAs, die am 3’-Ende einen Zwei-Basen-

Überhang besitzen. Die Länge dieser sogenannten siRNAs beträgt 21 bis 23 Nukleotide

(Elbashir et al., 2001). Neben der direkten Applikation von siRNAs kann jede belie-

bige doppelsträngige RNA RNA-Interferenz auslösen, muss dazu allerdings von dem

Enzym Dicer zu siRNAs abgebaut werden (Zamore et al., 2000). Die siRNAs werden

in einen Enzymkomplex (RISC) integriert, der in der Lage ist, mRNAs zu spalten, die

komplementär zu den siRNAs sind (Elbashir et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl doppelsträngige synthetische siRNAs als

auch durch Transkription aus Plasmiden erzeugte Haarnadel-Konstrukte verwendet.

Letztere müssen durch Dicer prozessiert werden, um in der Zelle als wirksame siRNAs

vorzuliegen.

3.2 Zellbiologische Methoden

Durch die Verwendung von kultivierten Zellen war es möglich, die verwendeten Prote-

ine in einer physiologischen Umgebung zu untersuchen.

3.2.1 Zellkultur

Für diese Arbeit wurden sowohl immortalisierte Krebszelllinien als auch primäre Neu-

ronen verwendet. Im Gegensatz zu immortalisierten Linien ist die Kultur von Primär-

zellen aufwendiger, durch die begrenzte Lebensdauer müssen in regelmäßigen Abstän-

den neue Zellen aus Versuchstieren gewonnen werden. Dafür entsprechen Primärzellen

deutlich eher den nativen Zellen im Organismus.

3.2.1.1 Routinehaltung von immortalisierten Zellen

Die Zellen wurden in 7 ml Nährmedium in 25 cm2 großen Zellkulturflaschen (Nunc, Dä-

nemark) kultiviert. Als Nährmedien dienten MEM-alpha-Medium für die CHO-Zellen

und Dulbeccos MEM/NUT-Mix F12 für 3T3- und HEK293-Zellen (beide Gibco, Invi-

trogen, Karlsruhe), denen jeweils 10 % fetales Kälberserum (v/v) (Biochrom, Berlin)

und 1% PSG-Lösung (v/v) (Invitrogen, Karlsruhe) zugesetzt wurden.
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Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau) bei

Standardbedingungen (37̊ C, 5% CO2). Bei einer Konfluenz von 80 bis 100% wurden

die Zellen nach Abnahme des Mediums mit 1 bis 2 ml Trypsin/EDTA (Gibco, Invitro-

gen, Karlsruhe) vom Untergrund gelöst. Nach 2 bis 5 Minuten wurde die enzymatische

Reaktion durch Zugabe von 5 ml frischem Medium abgestoppt. Die Zellsuspension

wurde in ein 15-ml-Röhrchen überführt und zentrifugiert (2 min, 1.200 upm). Das Se-

diment wurde in frischem Medium resuspendiert und die Zellkonzentration mit Hilfe

einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Für die fortlaufende Kultur wurden die Zellen

in der Regel mit einer Dichte von 4 · 104 Zellen je ml ausgesät und hatten nach 2 bis 3

Tagen im Brutschrank eine ausreichende Dichte erreicht, so dass sie erneut passagiert

werden konnten.

3.2.1.2 Primärkultur hippokampaler Neuronen

Schwangere Wistar-Ratten wurden 18 Tage nach der Begattung (E18) mit Trocken-

eis betäubt und dekapitiert. Das Fell der Ratten wurde desinfiziert, der Bauchraum

geöffnet und die beiden Hörner des Uterus wurden entfernt. Die Embryonen wur-

den herauspräpariert und ebenfalls dekapitiert. Anschließend wurden die Gehirne aus

den Schädeln entfernt, die Hippokampi wurden präpariert und von den sie umge-

benden Hirnhäuten befreit. Die Gehirne lagerten während der Präparation in HBSS

mit PS. Anschließend wurden die Hippokampi in einem 15-ml-Röhrchen gesammelt

und in einem Gesamtvolumen von 5 ml mit 0,5 ml 2,5%iger Trypsin/EDTA-Lösung

verdaut. Nach dem Entfernen der Protease durch mehrere Waschschritte wurden die

Hippokampi mit rund geschmolzenen Pasteur-Pipetten trituriert. Die Neuronen wur-

den mit Plattierungsmedium auf 1, 5 ·105 Zellen je ml eingestellt und auf Poly-L-Lysin-

beschichteten Deckgläschen ausgesät. Nach 3 Stunden wurde das Plattierungsmedium

gegen komplettiertes Neurobasalmedium getauscht. Das Medium wurde zweimal in der

Woche gewechselt. Dabei enthielt das neu zugegebene Medium kein Glutamat, dafür

aber AraC (5 µM). Es wurde lediglich die Hälfte des Mediums entfernt und durch

neues ersetzt, um von den kultivierten Zellen abgegebene Faktoren nicht vollständig

auszuwaschen. Die Zeit, die sich die Neuronen in Kultur befanden, wird in DIV (Tagen

in Kultur) angegeben.
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3.2.2 Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man das Einbringen von Nukleinsäuren in eukaryotische

Zellen. Auf diese Weise können Zellen zum Beispiel gezwungen werden, ein spezifisches

Protein zu exprimieren. Auch wenn die Transfektion im Detail noch nicht vollständig

verstanden ist, stellt sie eine sehr wertvolle experimentelle Methode dar.

3.2.2.1 Transfektion von immortalisierten Zellen

Immortalisierte Zellen wurden mit Hilfe der Lipofektion transfiziert. Das Prinzip dieser

Methode beruht auf der Komplexbildung zwischen negativ geladenen Nukleinsäuren

und positiv geladenen Reagenzien und der Verschmelzung dieser Komplexe mit der

Zellmembran. Als Transfektionsreagenzien kamen LipofectAMINE bzw. dessen Nach-

folgepräparat LipofectAMINE 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) und Fugene6 (Roche Dia-

gnostics, Penzberg) zum Einsatz. Die Transfektion erfolgte einen Tag nach Ausplattie-

ren der Zellen in den Kulturschälchen. Die Menge des einzusetzenden Transfektions-

reagenzes war abhängig von der Größe des Kulturschälchens, der DNA-Menge und der

Zelldichte. Für die Lipofektion wurden 1 bis 6 µg DNA und 1 bis 5 µl Transfektions-

reagenz jeweils mit 150 µl OPTI-MEM I (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) verdünnt. Die

beiden verdünnten Lösungen wurden nach 5 Minuten vereinigt, vorsichtig gemischt

und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Transfektions-

lösung auf die Zellen gegeben, deren Medium zuvor gegen OPTI-MEM I ausgetauscht

worden war. Nach einer Transfektionszeit von 1 bis 5 Stunden unter Standard-

bedingungen im Brutschrank wurde die Transfektionslösung durch Vollmedium für

den entsprechenden Zelltyp ersetzt (siehe Abschnitt 3.2.1.1). Die Zellen wurden 1 bis

2 Tage nach der Transfektion für die entsprechenden Experimente genutzt.

3.2.2.2 Erzeugung stabil transfizierter Zelllinien

Stabile Zelllinien wurden im Flp-In-Hintergrund (Invitrogen, Karlsruhe) erzeugt. Diese

Zellen besitzen eine vorgefertigte Rekombinationsstelle im Genom. Darüber hinaus tra-

gen sie eine Zeocin-Resistenz. Das einzubringende Gen wurde in einen Vektor kloniert,
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der ebenfalls über diese Rekombinationsstelle verfügte. Dieser Vektor besaß zusätz-

lich ein Gen für eine Hygromycin-Resistenz, der allerdings das Startcodon fehlte. Für

die Herstellung stabiler Zelllinien wurden die Flp-In-Zellen mit dem einzubringenden

Gen im Rekombinationsvektor pcDNA5/FRT bzw. pEF5/FRT/V5 und einem Vektor

zur Expression einer FLP-Rekombinase (pOG44) kotransfiziert. Durch die Expression

der Rekombinase kam es zur Integration des pcDNA5/FRT- bzw. pEF5/FRT/V5-

Plasmids in die vorgefertige Rekombinationsstelle. Im Zuge dieser Integration gelang-

te das Hygromycin-Resistenz-Gen im Leseraster hinter das Startcodon des Zeocin-

Resistenz-Gens. Auf diese Weise wechselte die Resistenz der Flp-In-Zellen, die das

Plasmid in die entsprechende Stelle ihres Genoms integriert hatten, von Zeocin auf

Hygromycin, was eine einfache Selektion der stabilen Zellen ermöglichte. Die weitere

Kultivierung der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben.

3.2.2.3 Transfektion primärer Neuronen mit Calciumphosphat

Die Transfektion mit Calciumphosphat stellt eine schonende, effiziente und kostengüns-

tige Methode zur Transfektion von Zellen dar. Die Neuronen wurden meist zwischen

Tag 7 und Tag 10 transfiziert, da hier die beste Transfektionseffizienz erreicht wurde.

Für eine Transfektion wurden 2 µg DNA mit Wasser auf 9 µl aufgefüllt. Anschließend

wurden 3,125 µl einer frisch angesetzten 1 M Calciumchlorid-Lösung zugegeben und so-

lange auf und ab pipettiert, bis keine Schlieren mehr sichtbar waren. Daraufhin wurden

12,5 µl zweifach HBS-Puffer zugegeben und der Ansatz durch vorsichtiges Pipettieren

von Luftblasen gemischt. Nach 15-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde

der Transfektionsmix auf Neuronen gegeben, denen zuvor ein Großteil des adaptierten

Mediums abgenommen worden war. Nach einer einstündigen Inkubation (37̊ C, 5 %

CO2) wurde das Medium mit dem Transfektionsmix abgenommen. Anschließend wur-

den die Zellen gewaschen und in dem vor der Transfektion abgenommenen, adaptierten

Medium weiter kultiviert. Die Zellen wurden ein bis zwei Tage nach der Transfektion

weiter verwendet.

34



3 METHODEN

3.2.3 Immunzytochemie

Mittels Immunzytochemie werden Proteine mit Fluorophor-gekoppelten Antikörpern

markiert („gefärbt“), um ihre Lokalisation innerhalb der Zelle zu visualisieren. Dazu

werden Antikörper verwendet, von denen ein Erstantikörper das Zielprotein direkt er-

kennt, während ein Zweitantikörper den Erstantikörper erkennt und eine Reportergrup-

pe trägt. Neben dieser häufigsten Konstellation gibt es aber auch immunzytochemische

Färbungen, die mit weniger oder mehr verschiedenen Antikörpern funktionieren. In

der vorliegenden Arbeit wurden fluoreszenzmarkierte Zweitantikörper verwendet, wo-

durch streng genommen nicht von Immunzytochemie, sondern von Immunfluoreszenz

gesprochen werden müsste. Da diese Trennung in der Literatur jedoch nicht konsequent

durchgeführt wird, werden hier beide Begriffe gleichbedeutend verwendet.

3.2.3.1 Immunzytochemische Färbungen intrazellulärer Epitope

Die zu färbenden Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschließend mit HistoFix

(Roth, Karlsruhe) fixiert (12 min bei RT). Die Neuronen wurden danach zweimal mit

PBS gewaschen und anschließend mit Triton X-100 für 3 Minuten permeabilisiert.

Daraufhin wurden die Deckgläschen für eine Stunde mit BSA-Lösung blockiert. Nach

dreimaligem Waschen wurden die Zellen mit dem Erstantikörper in BSA-Lösung für

mehrere Stunden inkubiert (2 bis 3 h bei RT oder über Nacht bei 4̊ C). Anschlie-

ßend wurden die Zellen dreimal gewaschen und mit dem verdünnten Zweitantikörper

(in 2 % BSA in PBS) im Dunkeln inkubiert (1 bis 2 h bei RT). Die Deckgläschen

wurden dreimal mit PBS und einmal mit Wasser gewaschen und anschließend mit

Aqua-Poly/Mount (Polysciences, USA) auf Objektträgern eingedeckelt.

3.2.3.2 Immunzytochemischer Nachweis extrazellulärer Epitope in unper-
meabilisierten Zellen

Die zu färbenden Zellen wurden für 20 Minuten bei 4̊ C mit dem Antikörper in HEPES-

Puffer inkubiert. Anschließend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit

HistoFix (Roth, Karlsruhe) fixiert (12 min bei RT). Der weitere Ablauf entspricht dem

in Abschnitt 3.2.3.1 angegebenen Protokoll.
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3.2.3.3 Mikroskopische Aufnahmen und Auswertung

Für die mikroskopischen Aufnahmen wurde ein Leica TCS SP2 Konfokalmikroskop

mit 63× Plan-Apochromat (NA= 1, 32) oder 40× Plan-Apochromat (NA= 1, 25) Öl-

Immersionsobjektiven verwendet. Das Rauschen wurde bei der Aufnahme durch mehr-

faches Scannen der einzelnen Bildzeilen minimiert (normalerweise 2 bis 6 Wiederholun-

gen), die Bilder hatten eine Auflösung von 1024×1024 Bildpunkten. Bei Verwendung

mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte die Aufnahme sequentiell. Die Bilder wurden

im tiff-Format gespeichert. Für die weiteren quantitativen Auswertungen wurden die

Rohbilder verwendet. Für die Wiedergabe in dieser Arbeit wurden teilweise Kontrast

und Helligkeit mit der Software LCS Lite (Leica Microsystems, Wetzlar) geändert. Die

Intensitätsprofile wurden ebenfalls mit diesem Programm ermittelt.

Für die Berechnung der Oberflächenexpression wurden die Neuronen vollkommen gleich

behandelt und mit einem Mastermix gefärbt. Anschließend wurden entsprechende Bil-

der an aufeinander folgenden Tagen aufgenommen, wobei die selben Laser- und Ver-

stärkereinstellungen verwendet wurden. Die Intensitätsprofile für die HA-Oberflächen-

und die EGFP-Eigenfluoreszenz wurden in den Rohbildern entlang proximaler Den-

dritenabschnitte bestimmt. Von den auf diese Weise erhaltenen Kurven wurde der

Hintergrund subtrahiert. Darüber hinaus wurden HA-Signale, die keine Entsprechung

im EGFP-Kanal hatten, nicht in die Betrachtung eingeschlossen, denn es wurde davon

ausgegangen, dass es sich um Artefakte handelte. Für die semiquantitative Auswer-

tung wurden die Anteile der Flächen unter den HA-Oberflächenfluoreszenz-Kurven an

den EGFP-Eigenfluoreszenz-Kurven berechnet. Von diesen Werten wurden Mittelwer-

te berechnet und mit dem SEM wiedergegeben.

3.2.4 FACS-Analyse

Bei der FACS-Analyse, die auch als Durchflusszytometrie bezeichnet wird, werden

bestimmte Eigenschaften einzelner Zellen gemessen. Dazu werden Zellen, die sich in

Lösung befinden, in einem laminaren Strom vereinzelt, so dass die zu untersuchenden

Eigenschaften für jede Zelle individuell gemessen werden können. In der vorliegen-

den Arbeit wurden Zellen verwendet, die ein fluoreszierendes Fusionsprotein stabil
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exprimierten. Nach dem Auslösen von RNA-Interferenz wurden die Zellen im Durch-

flusszytometer gemessen und die Fluoreszenzintensität als Maß für die verbleibende

Proteinmenge verwendet.

3.2.4.1 Vorbereitung der Zellen für die FACS-Analyse

Die stabilen Linien wurden wie unter Abschnitt 3.2.2.1 und Abschnitt 3.2.2.2 beschrie-

ben hergestellt und mit RNA-Interferenz induzierenden Nukleinsäuren transfiziert. Am

Tag der Analyse wurden die Zellen mit EDTA in PBS abgelöst. Nach einem Zentri-

fugationsschritt (1.000 upm, 5 min, 4̊ C) wurden die Überstände abgesaugt und die

Zellen auf Eis gelagert.

3.2.4.2 Datenaufnahme und Auswertung

Die Messung erfolgte in einem FaxCalibur (Becton and Dickinson, USA). Dazu wurden

die Zellen in 500 µl PBS aufgenommen. Aufnahmeparameter waren Vorwärts- sowie

Seitwärtsstreulicht und die Fluoreszenz des Fusionsproteins. Die Daten wurden mit

WinMDI 2.8 (Scripps Research Institute, USA) aufbereitet und in das txt-Format

überführt, so dass die weitere Auswertung mit Excel 2003 (Microsoft, USA) und die

grafische Darstellung mit SigmaPlot 8.0 (SPSS, USA) erfolgen konnte.

3.2.5 Vorbereitung der Zellen zur Gewinnung von Proteinen

CHO-Zellen wurden in einer Dichte von 5 ·104 Zellen/ml in 50-mm-Kulturschalen aus-

plattiert und am folgenden Tag transfiziert (4 µg DNA, 5 µl LipofectAMINE 2000, siehe

Abschnitt 3.2.2.1). Als Transfektionskontrolle wurde ein Kulturschälchen mit EGFP

transfiziert. Nach einem weiteren Tag wurden die Zellen mit PBS (4̊ C) gewaschen,

in 250 µl Lysispuffer aufgenommen und 1,5 Stunden auf dem Rollrad (10 upm, 4̊ C)

inkubiert. Anschließend wurden die Proben 15 Minuten bei 4̊ C zentrifugiert (14.000

upm), um Zelltrümmer zu pelettieren. Der Überstand wurde entweder sofort weiter-

verwendet oder bei -20̊ C gelagert.
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3.2.6 Plattieren der Zellen für elektrophysiologische Messun-
gen

Für elektrophysiologische Messungen wurden die CHO- oder HEK293-Flp-In-Zellen in

einer Dichte von 2·104 Zellen/ml ausgesät und nach einem Tag transfiziert. Dabei wur-

den die Zellen so trituriert, dass die überwiegende Anzahl der Zellen für die elektro-

physiologischen Messungen als Einzelzellen zugänglich war.

3.2.7 Präparation und Injektion von Xenopus-Oozyten

Nach chirugischer Entnahme aus Xenopus-laevis-Fröschen wurden die Oozyten in

Ca2+-freier Oozyten-Ringer-Lösung mit Kollagenase A (1,3 mg/ml, Boehringer Ingel-

heim, Ingelheim) inkubiert (2-4 h, 100 upm, Horitzontalschüttler, RT), um die Follikel-

zellschicht zu entfernen. Anschließend wurden die Oozyten selektiert, in Gentamycin-

Lösung überführt und über Nacht bei 18̊ C gehalten. Am folgenden Tag wurden die

Oozyten in Ca2+-freier Ringer-Lösung mit je 50 nl cRNA-Lösung injiziert (Stühmer,

1992). Es wurden 0,5 ng Kanal-cRNA und je nach Experiment keine oder 2,5 ng

KChIP2.2-cRNA pro Oozyte injiziert.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

Mit Hilfe proteinbiochemischer Methoden lassen sich unter anderem die qualitative

und quantitative Expression spezifischer Proteine sowie deren Interaktion mit anderen

Proteinen nachweisen.

3.3.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine aus transfizierten CHO-Zellen (siehe Abschnitt 3.2.5) wurden auf

NUPAGE Novex Bis-Tris (4-12 %) Gradientengelen in XCell SureLock Mini-Elektro-

phoresezellen (alles Invitrogen, Karlsruhe) unter reduzierenden Bedingungen aufge-

trennt. Die Proben wurden mit 4-fach NUPAGE LDS-Probenpuffer und 10-fach

NUPAGE Reduktionsmittel (alles Invitrogen, Karlsruhe) 12 Minuten bei 70̊ C er-

hitzt, abgekühlt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 90 bis 120 mA in
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NUPAGE MES SDS Laufpuffer unter Zusatz von 500 µl NUPAGE Antioxidans (Invi-

trogen, Karlsruhe). Die Auftrennung konnte durch Verwendung eines farbigen Markers

verfolgt werden.

3.3.2 Westernblot-Analyse

Als Westernblot wird eine experimentelle Methode bezeichnet, bei der die Proteine aus

einem Polyacrylamidgel auf die Oberfläche einer Membran übertragen werden, wo sie

im Gegensatz zum Gel für weitere Untersuchungen gut zugänglich sind.

3.3.2.1 Elektrophoretischer Transfer

Für den elektrophoretischen Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf die

Nitrocellulosemembran (0,45 µm, Whatman, Großbritannien) diente eine Mini Trans-

Blot Transferzelle (Bio-Rad, München). Die Übertragung der Proteine erfolgte im

Nassverfahren bei 4̊ C für 5 Stunden bei 400 mA oder über Nacht bei 40 mA. An-

schließend erfolgte der spezifische Nachweis der Proteine durch Immunfärbung.

3.3.2.2 Immunologischer Nachweis der gebundenen Proteine

Nach elektrophoretischem Transfer (siehe Abschnitt 3.3.2.1) wurde die Membran in 5%

(w/v) Magermilchpulver in PBST blockiert (60 min, 100 upm, Horizontalschüttler, RT)

und anschließend mit entsprechendem Primärantikörper in geeigneter Verdünnung in

1 % (w/v) Magermilchpulver in PBST über Nacht inkubiert (100 upm, Horizontal-

schüttler, 4̊ C). Danach wurde die Membran mit PBST gewaschen (dreimal 5 min,

100 upm, Horizontalschüttler) und mit einem an HRP gekoppelten Zweitantikörper in

1 % (w/v) Magermilchpulver in PBST inkubiert (1 h, 100 upm, Horizontalschüttler,

RT). Anschließend wurde die Membran viermal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die

Detektion der markierten Proteine erfolgte durch Chemilumineszenz. Dazu wurde die

Membran zunächst in frisch hergestellter ECL-Lösung für 1 Minute inkubiert. An-

schließend wurde sofort ein Film (Amersham-Bioscience, Freiburg) belichtet oder das

Signal mit Hilfe der Gel Doc 2000 (Bio-Rad, München) quantifiziert. Die Expositions-

zeit lag zwischen 10 Sekunden und 1 Minute bei den Filmen und zwischen 2 und 10
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Minuten bei der Geldokumentationsanlage. Die Auswertung der Daten, die mit Hilfe

der Geldokumentation gewonnen worden waren, erfolgte mit Quantify one (Bio-Rad,

München), Filme wurden gescannt und mit ImageJ (Abramoff et al., 2004) analysiert.

3.3.3 Koimmunpräzipitation

Für die vorliegende Arbeit war das bessere Verständnis der Bindung der akzessorischen

β-Untereinheiten an Kaliumkanäle von großer Bedeutung. Um die Interaktion von α-

und β-Untereinheiten zu untersuchen, wurde die Methode der Koimmunpräzipitation

eingesetzt. Dabei wird ein Protein präzipitiert und der Niederschlag auf Vorhandensein

des Bindungspartners untersucht.

3.3.3.1 Kopplung der Antikörper an Dynabeads

Für die Koimmunpräzipitation wurden gekoppelte Antikörper eingesetzt. Dazu wur-

den entsprechende Mengen Antikörper (5 µl anti-KChIP bzw. 10 µl anti-HA je Probe)

mit Protein-G-Dynabeads (Dynal, Invitrogen, Karlsruhe), die zuvor einmal mit PBS

und einmal mit HEPES (+ 0,5 % Triton X-100) gewaschen worden waren, gemischt

und über Nacht bei 4̊ C auf dem Rollrad inkubiert. Anschließend wurden die Dyna-

beads mit dem immobilisierten Antikörper abmagnetisiert und zweimal mit 0,2 M TEA

(pH 8,2) gewaschen. Für die eigentliche kovalente Bindung wurden die abmagnetisier-

ten Dynabeads in 0,2 M TEA mit 20 mM DMP aufgenommen und bei Raumtempera-

tur 30 Minuten auf dem Rollrad inkubiert. Anschließend wurden die Reaktionsansätze

abmagnetisiert und zum Stoppen der Reaktion in 50 mM Tris (pH 7,5) inkubiert (Roll-

rad, 15 min, RT). Die nun kovalent an die Dynabeads gebundenen Antikörper wurden

dreimal mit PBST gewaschen und anschließend für wenige Tage bei 4̊ C gelagert oder

direkt für die Koimmunpräzipitation (Abschnitt 3.3.3.2) eingesetzt.

3.3.3.2 Koimmunpräzipitation aus transient transfizierten CHO-Zellen

Zunächst wurden die Signalintensitäten aus dem Westernblot (siehe Abschnitt 3.3.2.2)

mit dem Programm Quantify one (Version 4.2) ausgewertet, um gleiche Proteinmengen

der verschiedenen Konstrukte einsetzen zu können. Insgesamt wurde jeweils 120 µl
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Volumen für die Koimmunpräzipitationen eingesetzt und dieses mit 5 bis 10 µl ge-

koppeltem Antikörper (siehe Abschnitt 3.3.3.1) über Nacht bei 4̊ C auf dem Rollrad

(10 upm) inkubiert. Danach konnten die Dynabeads abmagnetisiert und mit eiskaltem

Lyse-Puffer gewaschen werden (zweimal 10 min, 10 upm, Rollrad, 4̊ C). Anschließend

wurden die Proben mit reduzierendem NUPAGE-Probenpuffer (Invitrogen, Karlsru-

he) bei 70̊ C für 12 Minuten denaturiert. Die Proben wurden abmagnetisiert und der

Überstand wurde für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.3.1) ein-

gesetzt.

3.4 Elektrophysiologische Methoden

Alle elektrophysiologischen Experimente fanden bei Raumtemperatur (20-25̊ C) statt.

Das Haltepotential lag bei -80 mV. Für die Programmierung der Protokolle zur Ak-

tivierung der Kanäle wurde PULSE (HEKA Elektronik, Lambrecht) verwendet. Zur

Auswertung der Stromaufnahmen dienten die Programme PULSEFIT (HEKA Elek-

tronik, Lambrecht) und Excel 2003 (Microsoft, USA). Mittelwerte sind mit SEM ange-

geben. T-Tests nach Student wurden mit Excel 2003 (Microsoft, USA) durchgeführt,

die graphische Darstellung erfolgte mit SigmaPlot 8.0 (SPSS, USA).

Für die Berechnung des Standardfehlers sC einer Größe C, die von den fehlerbehafteten

Größen A±sA und B±sB abhängt, wurde eine unabhängige Fortpflanzung des Fehlers

angenommen. Ist C der Quotient A/B, so berechnet sich der Fehler sC wie folgt:

sC =

√(
sA

A

)2

+
(

sB

B

)2

3.4.1 Ganz-Zell-Patch-Clamp-Technik

Die von Bert Sakmann und Erwin Neher entwickelte Patch-Clamp-Technik hatte ur-

sprünglich das Ziel, die Aktivität einzelner Ionenkanäle in biologischen Membranen

nachzuweisen (Neher und Sakmann, 1976). Um solche und ähnliche Messungen durch-

führen zu können, ist es essentiell, das Rauschen der Messanordnung auf ein Minimum

zu reduzieren und das elektrische Signal zu verstärken. Dazu wird der Messplatz durch

einen Faraday-Käfig elektrisch abgeschirmt. Zur Vermeidung von Artefakten durch
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Leckströme ist ein enger Kontakt (seal) zwischen Zellmembran und mit Elektrolyt

gefüllter Glaskapillare wichtig. Die Qualität dieses Kontaktes kann als Widerstand

zwischen Pipette und Badlösung gemessen werden und sollte im Idealfall bei mehre-

ren GΩ liegen (giga-seal). Nach der Bildung eines solchen giga-seals befindet sich das

Präparat in der cell-attached -Konfiguration (siehe Abbildung 3.2).

Durch Anlegen von Unterdruck kann das Membranstück (patch) unter der Pipetten-

öffnung durchbrochen werden. Man spricht dann von der whole-cell -Konfiguration

bzw. Ganz-Zell-Ableitung. Im Gegensatz zur cell-attached -Konfiguration, die ledig-

lich die Membranfläche unter der Pipettenöffnung erfasst, misst man hier den Strom

durch die gesamte Zellmembran. Die Lösung im Pipetteninneren ist in der whole-cell -

Konfiguration in direktem Kontakt mit dem Cytoplasma, so dass nach kurzer Zeit

eine klar definierte Ionen-Zusammensetzung des Zellinneren erreicht ist. Daher wird

diese Lösung auch als Intrazellulärlösung bezeichnet. Der Zugangswiderstand (Serien-

widerstand Rs) zum Inneren der Zelle sollte möglichst gering sein, um ein schnelles

Klemmen der Membranspannung zu erreichen und den artifiziellen Spannungsabfall

gering zu halten. Im Idealfall ist Rs nur wenig größer als der durch die Pipettenöff-

nung vorgegebene Pipettenwiderstand Rpip, der bei den in dieser Arbeit durchgeführten

Experimenten bei etwa 2 bis 3 MΩ lag.

Abbildung 3.2: Patchkonfigurationen.
Die Zeichnungen stellen die cell-attached- und die whole-cell -Patchkonfiguration dar. Eine genauere Be-
schreibung findet sich im Text (modifiziert nach Numberger und Draguhn, 1996).
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Bei der Patch-Clamp-Technik wird eine Kommando-Spannung Vsoll vorgegeben. Um

die gemessene Membranspannung Vm immer auf Vsoll zu „klemmen“, ist die Injektion

eines Kompensationsstroms nötig. Dieser Kompensationsstrom wird registriert. Er ent-

spricht in seinem Zeitverlauf exakt dem Ionenstrom, der primär zur Differenz von Vm

und Vsoll führt. Um dieses mit nur einer Pipettenelektrode bewerkstelligen zu kön-

nen, wird ein so genannter Strom-Spannungswandler eingesetzt. Er besteht aus einem

Operationsverstärker (OPA), der seine beiden Eingangssignale Vsoll (+) und Vm (−)

miteinander vergleicht. Bei jeder Differenz zwischen Vm und Vsoll generiert der OPA

eine Spannung, die proportional zur Differenz zwischen Vm und Vsoll ist, allerdings

hoch verstärkt. Danach entsteht ein Spannungsabfall über den Rückkopplungswider-

stand Rf und es fließt ein entsprechender Strom in die Zelle. Gemessen wird eine

Spannungsdifferenz Vsoll −Ausgangsspannung am OPA, die wiederum dem Kontroll-

strom proportional ist. Eine entsprechende Kalibrierung des Messstroms erlaubt die

Berechnung des Kontrollstroms (siehe Abbildung 3.3).

3.4.1.1 Ausstattung des Messstandes

Für die hochempfindlichen Patch-Clamp-Messungen ist ein erschütterungsfreier

Arbeitsplatz Voraussetzung. Dafür wurde die Messapparatur auf einem schwingungs-

gedämpften Tisch (T250, Physik Instrumente, Waldborn) gelagert. Die Einstreuung

Abbildung 3.3: Äquivalenzschaltbild einer Ganz-Zell-Ableitung und
vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstärkers.
Eine genauere Beschreibung findet sich im Text (modifiziert nach Num-
berger und Draguhn, 1996). Rf : Rückkopplungswiderstand, Rs: Seri-
enwiderstand, Rg: seal -Widerstand, Cp: Pipettenkapazität, Rm: Mem-
branwiderstand, Cm: Membrankapazität, Vm: Membranspannung, Vsoll:
Kommando-Spannung, Vaus: Ausgangsspannung, OPA: Operationsver-
stärker.
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des elektrischen Hintergrundrauschens wurde dadurch reduziert, dass der Messstand

mit einem Faraday-Käfig umgeben war.

Mikroskop. Der Vorgang des Heranfahrens der Patch-Pipette an die Zelle wurde

durch ein inverses Mikroskop (Axiovert-25, Zeiss, Jena) mit bis zu 400-facher Vergrö-

ßerung und Kontrastverstärkung optisch verfolgt. Eine HBO-UV-Lichtquelle diente

zum Nachweis von DsRed bzw. EGFP, welche kotransfiziert wurden und somit als

Indikatorproteine für erfolgreich transfizierte Zellen dienten. Auf dem Kreuztisch des

Mikroskopes war eine Kammer aus Plexiglas befestigt, in die die 35-mm-Kulturschalen

direkt eingesetzt werden konnten.

Patch-Pipetten und Elektroden. Als Patch-Pipetten dienten aus Borsilikatglas

(Wandstärke 0,15 mm, World Precision Instruments, USA) mit einem horizontalen

Pipettenziehgerät (DMZ-Puller, Zeitz, Augsburg) ausgezogene Glaskapillaren mit

Filament. Der Durchmesser der Spitzenöffnung betrug etwa 1 µm, so dass sich mit

den verwendeten Lösungen ein Pipettenwiderstand von 2 bis 3 MΩ ergab. Die Lösung

zum Füllen der Pipette (siehe Abschnitt 3.4.1.3) wurde mit einem 0,2-µm-Sterilfilter

filtriert. Der Pipettenhalter war direkt am Vorverstärker befestigt. Im Pipettenhalter

stellte ein chlorierter Silberdraht die elektrische Verbindung zwischen Pipettenlösung

und Verstärker her. Auch das Anlegen eines Über- bzw. Unterdruckes erfolgte über

den Pipettenhalter. Die Verbindung der Badlösung zum Erdleiter wurde mit einem

Ag/AgCl-Pellet hergestellt (World Precision Instruments, USA). Die Benutzung von

Ag/AgCl-Elektroden soll Polarisierungen der Silber-Elektrode im umgebenden Elek-

trolyt vermeiden. Die Steuerung der Pipette erfolgte über einen motorisierten Mikro-

manipulator (Patchman, Eppendorf, Hamburg).

3.4.1.2 Datenerfassung

Die gemessenen Signale wurden vom OPA an einen Hauptverstärker (EPC-9, HEKA

Elektronik, Lambrecht) weitergegeben. Für die Steuerung des Verstärkers und die Di-

gitalisierung der gemessenen Signale wurde eine ITC16-AD/DA-Schnittstelle an einem

Apple MacIntosh G3 eingesetzt. Das analoge Messsignal wurde mit einer Auflösung
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von 16 bit und einer Aufnahmefrequenz zwischen 0,2 und 20 kHz digitalisiert. Als

Software zur Datenerfassung und zur Kontrolle des Verstärkers diente das Programm

PULSE (HEKA Elektronik, Lambrecht). Pipettenkapazität Cp und Membrankapazität

Cm konnten durch die entsprechende Funktion des Verstärkers kompensiert werden.

Der Leckstrom zeigt eine lineare Abhängigkeit von der angelegten Spannung. Um die-

sen von den tatsächlich zu messenden spannungsaktivierten Strömen subtrahieren zu

können, wurde er nach jedem Spannungstestpuls durch entsprechende Leckprotokolle

mit der P/n-Methode bestimmt. Dabei wurden die Stromantworten auf kleine Span-

nungspulse (Amplitude = 1/n× Testpuls in mV) gemessen, bei denen die zu untersu-

chenden Kanäle noch nicht aktivierten. Die registrierten Stromantworten wurden mit

n multipliziert und für jedes Testpotential gemittelt. Sie konnten sowohl online als

auch offline von der Stromantwort auf den eigentlichen Testpuls subtrahiert werden.

Die Serienwiderstände Rs waren kleiner als 6 MΩ und wurden durch den Verstärker

maximal kompensiert.

3.4.1.3 Versuchslösungen

CHO- und HEK293-Zellen. Die Zellen befanden sich in Extrazellulärlösung, die

durch Perfusion ständig ausgetauscht wurde. Die Pipetten wurden mit Intrazellulärlö-

sung gefüllt.

Neuronen. Die Neuronen befanden sich in NEC mit TTX (500 nM). Als Intrazel-

lulärlösung wurde NIC verwendet.

3.4.2 Zwei-Elektroden-Spannungsklemme in Xenopus-Oozy-
ten

Zur elektrophysiologischen Analyse der in Oozyten exprimierten Kanalproteine wur-

de die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme verwendet. Bei dieser Methode wird das

Membranpotential durch zwei intrazelluläre Mikroelektroden kontrolliert. Eine Elek-

trode misst das aktuelle Membranpotential (Spannungselektrode), während die andere

entprechend Strom injiziert, um das gewünschte Potential aufrecht zu erhalten.
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3.4.2.1 Messplatz

Die Messapparatur war auf einer Metallplatte auf einem Tisch aufgebaut. Die bei-

den Messelektroden konnten mit mechanischen Manipulatoren bewegt werden. Die

Mikroelektroden wurden aus Borsilikatglas (Wandstärke 0,15 mm, World Precision

Instruments, USA) mit Hilfe eines vertikalen Elektroden-Ziehgerätes hergestellt und

anschließend mit einer Microforge (Narishige, USA) abgebrochen. Ein Spitzendurch-

messer von 15 µm entsprach in der verwendeten OEC-Lösung einem Elektrodenwider-

stand von 0,2 bis 0,3 MΩ. Zum Füllen der Mikroelektroden diente 3 M KCl-Lösung.

Die Diffusion der 3 M KCl-Lösung aus der Pipette wurde durch Agar minimiert. Die

elektrische Verbindung zur Pipettenlösung wurde durch einen chlorierten Silberdraht

hergestellt, die Verbindung der Badlösung zum Erdleiter erfolgte mit einem Ag/AgCl-

Pellet (World Precision Instruments, USA). Zum Austausch der Badlösung in der

Messkammer dienten ein Perfusionssystem und eine Absaugvorrichtung. Mit Hilfe

eines Binokulars (Wild M3C, Heerbrugg) konnten die Glaselektroden unter visueller

Kontrolle in die Oozyten eingestochen werden.

3.4.2.2 Datenerfassung

Die Signale wurden über den Vorverstärker an den Hauptverstärker (Oocyte-Clamp

OC-725, Warner Instruments, USA) geleitet. Zur Digitalisierung der Signale und zur

Steuerung des Versuchsablaufes war der Hauptverstärker über eine ITC-16-AD/DA-

Schnittstelle mit einem Apple MacIntosh G3 verbunden. Das analoge Messsignal wurde

bei 16 bit Auflösung mit Aufnahmefrequenzen von 1,7 bis 5 kHz digitalisiert und auf

der Festplatte gespeichert.

3.4.3 Verwendete Stimulationsprotokolle und Datenauswer-
tung

Um das Verhalten der Kanalproteine in Zellen elektrophysiologisch zu untersuchen,

wurden in dieser Arbeit verschiedene Stimulationsprotokolle verwendet.
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3.4.3.1 Testpuls

Mit Hilfe eines einfachen Testpulses lassen sich bereits viele Eigenschaften spannungs-

gesteuerter Kaliumkanäle untersuchen. Dazu wurden die Kv4.2-Kanäle nach einem

200 ms langen Vorpuls auf -100 mV mit einem Sprung auf +40 mV aktiviert. Der

Quotient aus dem Strom nach 30 ms (nach Pulsbeginn) und dem maximalen Strom

(I30/Ipeak) ist eine Kenngröße, die durch Interaktion mit KChIP stark beeinflusst wird

(Callsen et al., 2005).

Zur Bestimmung des funktionellen Expressionslevels in Säugerzellen wurde die ma-

ximale Amplitude der Stromantwort auf einen solchen Testpuls herangezogen. Zur

Berechnung der Stromdichte wurde die maximale Stromamplitude auf die Ganzzell-

Kapazität bezogen. In Oozyten wurden in analogen Experimenten die absoluten Strom-

amplituden verwendet, da hier deutlich geringere Schwankungen der Zellgröße auftre-

ten als bei kultivierten Säugerzellen.

3.4.3.2 Erholung aus der Inaktivierung

Zur Bestimmung der Kinetik der Erholung aus der Inaktivierung wurde ein Doppel-

pulsprotokoll verwendet. Das Zeitintervall zwischen Kontroll- und Testpuls (Zwischen-

pulsdauer t) wurde dabei variiert (vergleiche Abbildung 4.10 A). Das Verhältnis der

Strommaxima aus einem Kontrollpuls Imax und dem zugehörigen Testpuls In wurde ge-

gen die Zwischenpulsdauer t aufgetragen. Die so erhaltenen Messpunkte können durch

die Gleichung

In

Imax

= 1− e
−t

τrec

beschrieben werden (In: Maximum des Testpules, Imax: Maximum des Kontrollpulses,

t: Zwischenpulsdauer, τrec: Zeitkonstante für die Erholung aus der Inaktivierung).
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4
Ergebnisse

4.1 Knockdown akzessorischer Kanal-Untereinhei-
ten durch RNAi

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der akzessorischen β-Untereinheiten

auf den Transport und die funktionelle Lokalisation der Kv4.2-α-Untereinheit in kul-

tivierten hippokampalen Neuronen zu untersuchen. Für eine Bearbeitung dieser Frage

in Neuronen ist es wünschenswert, ein experimentelles System zur Verfügung zu ha-

ben, das keine endogenen β-Untereinheiten enthält, sonst aber so wenig wie möglich

Unterschiede zu nativen Neuronen aufweist. Um ein entsprechendes System zu gene-

rieren, fand die Methode der RNA-Interferenz Anwendung, mit der gezielt die Bildung

einzelner Proteine unterbunden werden kann. Die RNA-Interferenz hat gegenüber der

alternativen Verwendung von Knockout-Mäusen den Vorteil, schneller, flexibler und

kostengünstiger zu sein. Als Nachteil der Methode ist die oftmals noch verbleibende

Restmenge des Zielproteins zu nennen. Im Gegensatz zum Knockout spricht man bei

der RNA-Interferenz daher auch von einem Knockdown.

4.1.1 Erzeugung fluoreszenzmarkierter akzessorischer β-Un-
tereinheiten

Zum einfachen fluoreszenzmikroskopischen Nachweis der humanen akzessorischen Un-

tereinheiten wurden diese mit dem Marker d2EGFP versehen, einer destabilisierten

Form des EGFP mit einer Halbwertszeit von etwa 2 Stunden (Li et al., 1998). Das

d2EGFP-Protein wurde jeweils an den C-Terminus des zu untersuchenden Proteins

angehängt, das Konstrukt wurde durch einen CMV-Promotor kontrolliert. Der gene-
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Knockdown-Strategie für KChIPs am Beispiel von
KChIP2.
A. Schematischer Aufbau des hKChIP2-d2EGFP-Fusionsproteins. Für die detailierte Beschreibung der
KChIP2-Domänen siehe Abbildung 1.4. Die einzelnen Domänen sind maßstabsgetreu dargestellt, allerdings
ist der Linker stark vergrößert. Die roten Markierungen symbolisieren die Lage der beiden Zielsequenzen
für die RNA-Interferenz. B. Ausschnitt aus der Aminosäuresequenz des KChIP2-Proteins. Auf dieser Ebe-
ne herrscht in diesem Bereich vollständige Homologie zwischen Maus und Mensch. C. Sequenzvergleich
der verschiedenen murinen und humanen KChIP2-Spliceformen. Das Alignment der cDNA-Sequenzen von
murinen und humanen KChIP2-Splice-Varianten ergibt einen hohen Konservierungsgrad zwischen den ver-
schiedenen Spezies. Farbig hinterlegte Basen stellen konservierte Bereiche dar, nicht hinterlegte Basen
differieren zwischen Maus und Mensch. Als Ziele für die RNA-Interferenz wurden ausschließlich Sequenzen
verwendet, die keine Abweichung zwischen Maus und Mensch aufweisen (roter Balken unter den Sequen-
zen). In Klammern sind die Datenbankbezeichnungen der jeweiligen Splice-Variante angegeben, die Zahlen
vor und nach den Sequenzen bezeichnen die Position der ersten und letzten Base der angegebenen Sequenz
in der zugehörigen cDNA.

relle Aufbau der Fusionsproteine ist in den Abbildungen 4.1 A und 4.2 A zu sehen. Da-

rüber hinaus wurden Fusionsproteine erzeugt, in denen EGFP an den C-Terminus der

entsprechenden Mausproteine fusioniert wurde, dabei stand das Fusionsprotein unter

der Kontrolle des EF-1α-Promotors. Neben der einfachen fluoreszenzmikroskopischen

Kontrolle der Expression und Lokalisation der Untereinheiten in transient transfizier-

ten Zellen ermöglicht diese Strategie eine einfache Übertragung experimenteller Metho-

den auf alle verwendeten Untereinheiten, da alle Fusionsproteine eine Eigenfluoreszenz

haben bzw. im Westernblot mit nur einem Antikörper gegen EGFP nachweisbar sind.

49



4 ERGEBNISSE

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Knockdown-Strategie für DPPX.
A. Schematischer Aufbau des hDPPX-d2EGFP-Fusionsproteins. Für die detailierte Beschreibung der
DPPX-Domänen siehe Abbildung 1.5. Die einzelnen Domänen sind maßstabsgetreu dargestellt, allerdings
ist der Linker stark vergrößert. Die roten Markierungen symbolisieren die Lage der vier Zielsequenzen
für die RNA-Interferenz. B. Ausschnitt aus der Aminosäuresequenz des DPPX-Proteins. Auf dieser Ebe-
ne herrscht in diesem Bereich vollständige Homologie zwischen Maus und Mensch. C. Sequenzvergleich
der verschiedenen murinen und humanen DPPX-Spliceformen. Das Alignment der cDNA-Sequenzen von
murinen und humanen DPPX-Splice-Varianten ergibt einen hohen Konservierungsgrad zwischen den ver-
schiedenen Spezies. Farbig hinterlegte Basen stellen konservierte Bereiche dar, nicht hinterlegte Basen
differieren zwischen Maus und Mensch. Als Ziele für die RNA-Interferenz wurden ausschließlich Sequenzen
verwendet, die keine Abweichung zwischen Maus und Mensch aufweisen (roter Balken unter den Sequen-
zen). In Klammern sind die Datenbankbezeichnungen der jeweiligen Splice-Variante angegeben, die Zahlen
vor und nach den Sequenzen bezeichnen die Position der ersten und letzten Base der angegebenen Sequenz
in der zugehörigen cDNA.

4.1.2 Design der siRNA-Vektoren

Es gibt verschiedene Möglichkeiten, RNA-Interferenz auszulösen. Allen ist gemein, dass

die letztendlich wirksame Substanz doppelsträngige RNA-Moleküle mit einer Länge

von etwa 21 Nukleotiden sind, die als small interfering RNAs oder siRNAs bezeich-

net werden (Elbashir et al., 2001). Die gebräuchlichsten Methoden, solche siRNAs

herzustellen, sind einerseits die chemische Synthese, andererseits die Verwendung von

Haarnadelvektoren, die ein entsprechendes Konstrukt erzeugen, das sich auf sich selbst

zurückfaltet und von dem endogenen Enzym Dicer zu der wirksamen siRNA pro-
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zessiert wird. Beide Methoden haben verschiedene Vorteile. So werden synthetische

siRNAs von einer Vielzahl von Firmen angeboten und stellen die schnellste und ex-

perimentell am wenigsten aufwändige Methode der RNA-Interferenz dar. Zudem sind

die Transfektionsraten synthetischer siRNA denen von Haarnadelvektoren überlegen.

Diese haben dagegen den Vorteil einer längeren Lebensdauer in der Zelle, wodurch

ein effizienterer Knockdown möglich wird und auch Proteine erreichbar werden, die

eine lange Halbwertszeit haben. Problematisch ist dagegen, dass sowohl das endogene

Enzym Dicer als auch die entsprechenden Promotoren der Haarnadelvektoren im ge-

wählten System aktiv sein müssen, um einen effizienten Knockdown zu gewährleisten.

Aus diesen Gründen wurde eine kombinierte Strategie gewählt, in der sowohl synthe-

tische siRNAs als auch Haarnadelvektoren (im Folgenden als siPlasmide bezeichnet)

mit zwei verschiedenen Promotoren zum Einsatz kamen.

Die Wahl einer geeigneten Basenabfolge ist für einen erfolgreichen Knockdown von ent-

scheidender Bedeutung. Die Vorauswahl der Sequenzen erfolgte mit dem Programm

„siRNA Target Finder“ auf der Ambion-Homepage (www.ambion.com/techlib/misc/

siRNA_finder.html). Für die Auswahl der verwendeten Sequenzen war wichtig, dass

die korrespondierenden Zielsequenzen in allen Splice-Varianten vorkamen und zwischen

Maus und Mensch konserviert waren (siehe Abbildungen 4.1 C und 4.2 C). Auf die-

se Weise sollte sichergestellt werden, dass sowohl transient transfizierte humane als

auch endogene murine akzessorischen Untereinheiten in kultivierten Mausneuronen

wirkungsvoll herunterreguliert werden konnten. Die ausgewählten Zielsequenzen für

die RNA-Interferenz sind in Anhang B aufgeführt. In den siPlasmiden kamen für jede

der verwendeten Zielsequenzen der U6- und der H1-Promotor zum Einsatz.

4.1.3 RNAi-Nachweis durch FACS-Analyse

Die Effizienz des Knockdowns der akzessorischen β-Untereinheiten wurde mittels

FACS-Analyse überprüft. Dabei wurde die Fluoreszenzintensität der EGFP- bzw.

d2EGFP-Fusionsproteine als direktes Maß für die Menge des Zielproteins verwendet.

Das FACS bot den Vorteil der schnellen quantitativen Analyse einer großen Zellpopu-

lation.
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Abbildung 4.3: Expressi-
onvonhumanend2EGFP-
Fusionsproteinen in stabi-
len HEK293-Flp-In-Zell-
linien.
Die stabilen Zelllinien wur-
den auf Deckgläschen kulti-
viert, fixiert und mit einem
Leica TCS SP2 Konfokal-
mikroskop aufgenommen.
Von den Zelllinien ist je-
weils eine repräsentative
Fluoreszenzaufnahme (linke
Spalte), eine Durchlichtauf-
nahme (mittlere Spalte) so-
wie die entsprechende Über-
lagerung (rechte Spalte) ab-
gebildet. In allen Fällen
liegt die Fluoreszenzintensi-
tät der stabilen Linien deut-
lich über der von untrans-
fizierten Elternzellen. Wäh-
rend KChIP1 und KChIP4
relativ schlecht exprimieren,
zeigenKChIP2, KChIP3 und
DPPX eine sehr starke Ex-
pression.
Größenbalken: 20 µm.
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Abbildung 4.4: Expres-
sion von murinen EGFP-
Fusionsproteinen in stabi-
len 3T3-Flp-In-Zelllinien.
Die stabilen Zelllinien wur-
den auf Deckgläschen kulti-
viert, fixiert und mit einem
Leica TCS SP2 Konfokal-
mikroskop aufgenommen.
Von den Zelllinien ist je-
weils eine repräsentative
Fluoreszenzaufnahme (linke
Spalte), eine Durchlichtauf-
nahme (mittlere Spalte) so-
wie die entsprechende Über-
lagerung (rechte Spalte) ab-
gebildet. In allen Fällen
liegt die Fluoreszenzintensi-
tät der stabilen Linien deut-
lich über der von untrans-
fizierten Elternzellen.
Größenbalken: 20 µm.
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4.1.3.1 Stabile Expression der EGFP-Fusionsproteine in Zelllinien

Bei einer transienten Transfektion ergibt sich normalerweise eine große Bandbreite un-

terschiedlich stark transfizierter Zellen, wobei das Spektrum von untransfizierten Zellen

bis hin zu sehr stark exprimierenden Zellen reicht. Quantitative Aussagen über die Än-

derung der Expressionsstärke nach RNA-Interferenz in transient transfizierten Zellen

sind daher nur schwer möglich. Um dieses Problem zu umgehen, wurden Zelllinien er-

zeugt, die die unter Abschnitt 4.1.1 beschriebenen Fusionsproteine stabil exprimierten.

Auf diese Weise wurden fünf Zelllinien generiert, die die vier humanen KChIPs und

DPPX als d2EGFP-Fusionsproteine exprimierten (siehe Abbildung 4.3). Die humanen

Linien wurden im HEK293-Flp-In-Hintergrund erzeugt. Analog wurden die entspre-

chenden murinen EGFP-Fusionsproteine stabil in 3T3-Flp-In-Zellen exprimiert (siehe

Abbildung 4.4). Alle Zelllinien zeigten eine Eigenfluoreszenz, die deutlich über der von

untransfizierten Flp-In-Zellen lag. Die Zellen einer solchen Zelllinie zeigen eine homo-

genere Fluoreszenzintensität als transient transfizierte Zellen. Zudem ist ein ins Genom

integrierter Promotor nicht so aktiv wie in einem Plasmid, wodurch die Überexpression

reduziert wird und die Expression des zu untersuchenden Proteins eher der Expres-

sion eines endogenen Proteins gleicht. Für die weiteren Untersuchungen wurden die

KChIP2- und die DPPX-Linie verwendet, da von beiden Proteinen starke Effekte auf

den Kv4.2-Kanal beschrieben sind (An et al., 2000; Bähring et al., 2001b; Nadal et al.,

2003). Die Fluoreszenzintensität dieser Fusionsproteine lag sowohl bei den humanen als

auch bei den murinen Zelllinien deutlich über der der untransfizierten Kontrollzellen.

4.1.3.2 Knockdown von KChIP2

Für den Knockdown von KChIP2 wurden HEK293-Flp-In-Zellen, die das hKChIP2-

d2EGFP-Fusionsprotein stabil exprimierten, mit einer Mischung aus siPlasmiden und

einer synthetischen siRNA transfiziert. In Abbildung 4.5 A ist eine deutliche Verschie-

bung der entsprechenden Kurven zu niedrigeren Fluoreszenzintensitäten zu erkennen,

während eine mit einem unabhängigen Kontrollplasmid transfizierte Probe nur eine

sehr geringe Änderung der Fluoreszenzintensität zeigt. Die statistische Auswertung

der Daten ergab, dass der durch synthetische siRNA und siPlasmide ausgelöste Knock-
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down von vergleichbarer Effizienz war. In beiden Fällen verblieb aber noch etwa 40%

der Proteinmenge in den Zellen.

Das generelle Problem dieses Ansatzes liegt in der Tatsache, dass keine hundert-

prozentige Transfektion erreicht werden kann. Der Knockdown ist somit möglicher-

weise noch effektiver als angegeben, da sich die in Abbildung 4.5 gezeigten Kurven der

mit siRNA und siPlasmiden behandelten Proben wahrscheinlich durch die Messung

von zwei vermischten Zellpopulationen ergeben. Eine dieser Populationen zeigt ein

Fluoreszenzmaximum im Bereich der untransfizierten Kontrollzellen. Die Größe dieser

Gruppe entspricht etwa 30 %. Da auch in anderen Experimenten eine Transfektions-

rate von 50 bis 80% erzielt wurde, ist es wahrscheinlich, dass es sich bei diesen Zellen

um untransfizierte Zellen handelt. Wenn die Auswertung bezüglich dieses potentiel-

Abbildung 4.5: Untersuchung der KChIP2-RNA-Interferenz mittels FACS-Analyse.
In Zellen einer stabilen HEK293-Zelllinie, die hKChIP2-d2EGFP als Fusionsprotein exprimieren, wurde
auf verschiedene Weisen RNA-Interferenz ausgelöst. Dabei wurde einerseits synthetische siRNA (rot) ver-
wendet, andererseits ein Gemisch aus vier verschiedenen siPlasmiden (grün), die gegen zwei verschiedene
Zielsequenzen gerichtet waren. Als Nachweis der Effizienz des Knockdowns wurde die Fluoreszenzinten-
sität und damit die Menge des hKChIP2-d2EGFP-Fusionsproteins im FACS gemessen. Die Analyse der
Zellen erfolgte 2 Tage nach der Transfektion. A. Rohdaten aus der FACS-Messung. Für jede Probe wurden
insgesamt 10.000 Zellen gemessen. Die Kurven wurden für eine bessere Übersichtlichkeit geglättet. B.
Auswertung der Daten. Für die einzelnen Proben wurden die Fluoreszenzintensitäten bestimmt und aufge-
tragen, die Werte repräsentieren den Mittelwert ± SEM. Dabei wurden alle Proben auf die untransfizierten
hKChIP2-d2EGFP-Zellen normiert, deren mittlere Fluoreszenzintensität zuvor auf 1 gesetzt wurde.
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len Fehlers korrigiert wird, ergibt sich für KChIP2 ein Knockdown von etwa 90 %.

Unabhängig von der Auswertungsmethode ist in diesem Experiment kein qualitativer

Unterschied zwischen den siPlasmiden und der synthetischen siRNA zu erkennen.

4.1.3.3 Knockdown von DPPX

Für die RNA-Interferenz von DPPX wurden fünf verschiedene Plasmide verglichen,

die unterschiedliche siRNAs unter Kontrolle des H1-Promotors erzeugten. Eine dieser

Sequenzen war gegen KChIP1 gerichtet und diente als Kontrolle. In Abbildung 4.6 A

ist zu sehen, dass die Linksverschiebung der Fluoreszenzintensitäten weniger deutlich

Abbildung 4.6: Untersuchung der DPPX-RNA-Interferenz mittels FACS-Analyse.
In Zellen einer stabilen HEK293-Zelllinie, die hDPPX-d2EGFP als Fusionsprotein exprimieren, wurde RNA-
Interferenz ausgelöst. Es kamen vier verschiedene siPlasmide zum Einsatz. Ein gegen KChIP1 gerichtetes
siPlasmid diente als Kontrolle (hellblau). Als Nachweis der Effizienz des Knockdowns wurde die Fluores-
zenzintensität und damit die Menge des hDPPX-d2EGFP-Fusionsproteins im FACS gemessen. Die Zellen
wurden dreimal transfiziert, an den Tagen 1, 5 und 8. Die Analyse der Zellen erfolgte 2 Tage nach der
letzten Transfektion (Tag 10). A. Rohdaten aus der FACS-Messung. Für jede Probe wurden insgesamt
10.000 Zellen gemessen. Die Kurven wurden für eine bessere Übersichtlichkeit geglättet. B. Auswertung
der Daten. Für die einzelnen Proben wurden die Fluoreszenzintensitäten bestimmt und aufgetragen, die
Werte repräsentieren den Mittelwert ± SEM. Dabei wurden alle Proben auf die untransfizierten hDPPX-
d2EGFP-Zellen normiert, deren mittlere Fluoreszenzintensität zuvor auf 1 gesetzt wurde.
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ausgeprägt war als im Fall von KChIP2 (siehe Abbildung 4.5 A). Die statistische Aus-

wertung ergab, dass eines der Konstrukte (DPPXsi4) eine Reduktion der Proteinmenge

um 60% ermöglichte. Alle anderen Proben waren zwar effektiver als eine parallel getes-

tete KChIP1-siRNA, erreichten aber nur eine Verringerung der Fluoreszenzintensität

um 20 bis 40%.

4.1.4 RNAi-Nachweis durch Westernblot-Analyse

Mit Hilfe der FACS-Analyse, in der die Effizienz der RNA-Interferenz in einer existie-

renden Protein-Population untersucht wurde, ist es bei unvollständigem Knockdown

nicht möglich, zwischen ineffizienter mRNA-Degradation und langer Lebensdauer des

Zielproteins zu unterscheiden. Eine Alternative bietet die transiente Kotransfektion

von Zielprotein-cDNA und siRNAs bzw. siPlasmiden. Da bei diesem Ansatz von vorn

herein keine endogene Protein-Population besteht, kann von der nachgewiesenen Pro-

teinmenge auf das Ausmaß des Abbaus der entsprechenden mRNA geschlossen werden.

Abbildung 4.7: Nachweis des mKChIP2-
Knockdowns im Westernblot.
CHO-Zellen wurden mit mKChIP2-EGFP und
verschiedenen RNA-Interferenz induzierenden
Agenzien kotransfiziert. Dabei wurde die Ef-
fizienz von einer Mischung aus vier siPlas-
miden und drei synthetischen siRNAs vergli-
chen. Die Aufarbeitung der Zellen erfolgte
einen Tag nach der Transfektion. A. Western-
blot der drei Proben. Der Nachweis der Pro-
teine erfolgte über einem panKChIP-Antikör-
per. Der Pfeilkopf deutet auf die erwarte-
te Laufhöhe des mKChIP2-EGFP-Fusionspro-
teins. Sowohl die siPlasmide als auch die syn-
thetischen siRNAs waren in der Lage, eine
deutliche Reduktion der Proteinexpression her-
vorzurufen. B. Quantifizierung des Blots in A
mittels ImageJ. Die Intensität der ausschließ-
lich mit mKChIP2-EGFP transfizierten Probe
wurde auf 1 gesetzt. Die quantitative Auswer-
tung ergab einen Knockdown von etwa 85 %
für die siPlasmide, mit synthetischen siRNAs
konnte sogar ein noch stärkerer Effekt erzielt
werden (etwa 96% Knockdown).
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4.1.4.1 Knockdown von KChIP2

Nach der transienten Kotransfektion von mKChIP2-EGFP-cDNA und siPlasmiden

bzw. synthetischen siRNAs wurde im Vergleich zur FACS-Analyse eine stärkere Reduk-

tion der Proteinexpression beobachtet (siehe Abbildung 4.7). Dabei waren die siPlas-

mide den synthetischen siRNAs unterlegen, erreichten aber trotzdem einen Knockdown

von etwa 85%. Die synthetischen siRNAs reduzierten die Proteinmenge auf unter 5%.

Diese Werte zeigen, dass die KChIP2-mRNA sehr effizient abgebaut wird.

4.1.4.2 Knockdown von DPPX

Es wurden analoge Experimente zum Knockdown von DPPX durchgeführt. Dabei wur-

den die vier verschiedenen DPPX-Zielsequenzen in den jeweils zwei verschiedenen Vek-

toren eingesetzt. Die Ergebnisse spiegelten qualitativ die Resultate der FACS-Analyse

wider (siehe Abbildung 4.6), quantitativ war der erzielte Knockdown aber vollständi-

ger. So zeigten DPPXsi2 und DPPXsi4, die schon im FACS-Versuch vergleichsweise

effizient waren, auch im Westernblot eine sehr starke Reduktion der DPPX-Menge,

während DPPXsi1 und DPPXsi3 nur einen geringen Knockdown vermittelten (siehe

Abbildung 4.8). Dabei fiel auf, dass beide verwendeten Promotoren in CHO-Zellen

aktiv sind. Allerdings zeigten alle vier Zielsequenzen einen effizienteren Knockdown,

wenn sie unter der Kontrolle des U6-Promotors waren. Dieses Verhalten wurde auch

von anderen Gruppen in vivo und in vitro beschrieben (An et al., 2006; Makinen et al.,

2006). Trotz des Effekts der Promotoren zeigen die Ergebnisse, dass die Sequenz der

siRNA in diesem Experiment entscheidend für die Stärke des Knockdowns ist.

4.1.5 Funktionelle Analyse der RNA-Interferenz in stabilen
Zelllinien und hippokampalen Neuronen

Die vorangegangenen Ergebnisse verdeutlichen, dass mit den untersuchten siPlasmiden

eine effiziente Verringerung der Menge der akzessorischen Untereinheiten möglich ist.

Zudem können so auch große Proteinmengen, wie sie bei der transienten Transfektion

unter Kontrolle eines starken Promotors entstehen, effektiv verringert werden. Daher

wurde diese Methode auf einen funktionellen elektrophysiologischen Assay übertragen.

Dabei sollte die akzessorische Untereinheit im Überschuss vorhanden und die Anzahl
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Abbildung 4.8: Nachweis des DPPX-Knockdowns im Westernblot.
CHO-Zellen wurden mit hDPPX-d2EGFP und verschiedenen siPlasmiden kotransfiziert. Dabei wurden vier
Zielsequenzen unter der Kontrolle von jeweils zwei Promotoren untersucht. Die Aufarbeitung der Zellen
erfolgte 2 Tage nach der Transfektion. A. Westernblot der neun Proben. Der Nachweis der Proteine erfolgte
über das EGFP-Epitop. Teilweise wurde eine deutliche Reduktion der nachweisbaren DPPX-Menge erreicht.
B. Quantifizierung des Westernblots in A mittels ImageJ. Die Intensität der ausschließlich mit hDPPX-
d2EGFP transfizierten Probe wurde auf 1 gesetzt. Die quantitative Auswertung ergab einen Knockdown
von bis zu 85% für einzelne siPlasmide, andere Konstrukte zeigten keinerlei Wirkung.

der zu transfizierenden Plasmide minimal sein. Deshalb wurden Zelllinien erzeugt,

in denen der Kv4.2-Kanal als fluoreszenzmarkiertes Fusionsprotein stabil exprimiert

wurde. Dazu wurde, wie zuvor bei den akzessorischen Untereinheiten, EGFP bzw.

d2EGFP an den C-Terminus des Kanals fusioniert (siehe Abbildung 4.9 A). Ähnliche

Fusionsproteine wurden bereits verwendet, ohne dass ein Einfluss des EGFP-Epitops

auf eine der untersuchten Eigenschaften des Kv4.2-Kanals beobachtet wurde (Kim

et al., 2005; Lauver et al., 2006). In der fluoreszenzmikroskopischen Analyse zeigten die

Zelllinien eine starke Fluoreszenz des über das Cytoplasma verteilten Fusionsproteins,

wobei der Nukleus ausgespart war (siehe Abbildung 4.9 B und C).
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Abbildung 4.9: Erzeu-
gung von Zelllinien, die
den Kv4.2-Kanal als Fu-
sionsprotein stabil expri-
mieren.
A. Schematischer Aufbau
des fluoreszenzmarkierten
Kv4.2-Kanals. Für eine de-
tailierte Beschreibung der
einzelnen Domänen siehe
Abb. 1.3. Die Fluoreszenz-
markierung wurde an den C-
Terminus des Kanals fusio-
niert. B. HEK293-Flp-In-
Zelllinie, die den humanen
Kv4.2-Kanal als d2EGFP-
Fusionsprotein exprimiert.
Die linke Spalte zeigt eine
repräsentative Fluoreszenz-
aufnahme, die mittlere Spal-
te eine Durchlichtaufnahme
und die entsprechende Ü-
berlagerung ist in der rech-
ten Spalte abgebildet. Als
Vergleich sind untransfi-
zierte HEK293-Flp-In-Zel-
len abgebildet. Das hKv4.2-
d2EGFP-Fusionsprotein ist
imperinukleärenRaumloka-
lisiert. C. 3T3-Flp-In-Zell-
linie, die den murinen
Kv4.2-Kanal als EGFP-Fu-
sionsprotein exprimiert. Die
linke Spalte zeigt eine re-
präsentative Fluoreszenz-,
die mittlere eine Durch-
lichtaufnahme und die ent-
sprechendeÜberlagerung ist
in der rechten Spalte abge-
bildet. Das mKv4.2-EGFP-
Fusionsprotein ist ebenfalls
im perinukleären Raum lo-
kalisiert.
Größenbalken: 20 µm.

Die humane Kv4.2-d2EGFP-Zelllinie wurde mit KChIP2.1, den siPlasmiden und

DsRed kotransfiziert. Als sensibler Parameter für die Interaktion von Kanal und Unter-

einheit diente die Erholung aus der Inaktivierung, die durch KChIP2 enorm beschleu-

nigt wird (An et al., 2000; Bähring et al., 2001b). Zudem bietet das recovery-Protokoll

durch den ersten Testpuls den Vorteil einer internen Normierung (siehe Abbildung
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4 ERGEBNISSE

Abbildung 4.10: Elektrophysiologische Untersuchung des KChIP2-Knockdowns in einer stabilen
hKv4.2-d2EGFP-Zelllinie.
Stabil hKv4.2-d2EGFP exprimierende HEK293-Zellen wurden mit KChIP2.1 und verschiedenen siPlasmiden
kotransfiziert. Zur Quantifizierung des Knockdowns wurde die Erholung aus der Inaktivierung gemessen.
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A. Typische Erholung des hKv4.2-d2EGFP-Kanals aus der Inaktivierung. Es ist die Überlagerung von 10
Messzyklen gezeigt. Jeder Messzyklus besteht aus einem Vorpuls, dem nach unterschiedlich langen Zeiträu-
men der eigentliche Testpuls folgt. Da der Kanal nach dem Vorpuls nicht sofort wieder zur Verfügung steht,
sich aber allmählich erholt, wächst die Amplitude des Testpulses langsam mit der zwischen den Pulsen
liegenden Zeit. Unter den Stromkurven ist eine Überlagerung der Zyklen des Pulsprotokolls abgebildet.
B. Graphische Darstellung der Erholung aus der Inaktivierung für mit verschiedenen siPlasmiden transfi-
zierte Zellen. Bei Anwesenheit von KChIP2.1 verschiebt sich die Erholungskurve des Kv4.2-Kanals (Kreise)
nach links (Dreiecke). Die hKv4.2-d2EGFP-Zelllinie wurde mit KChIP2.1 (0,1 µg), dsRed (0,25 µg) und je
einem siPlasmid kotransfiziert. Nach einem Tag wurde an diesen Zellen die Erholung aus der Inaktivierung
gemessen (Quadrate). Die verschiedenen siPlasmide beeinflussten die Erholung in unterschiedlichem Maße,
allerdings zeigte sich nie ein starker Knockdown-Effekt. C. Graphische Darstellung der Zeitkonstanten und
der Effekte der Inaktivierung. Die Zeitkonstanten für mit siPlasmiden transfizierte Zellen verlangsamten
sich, erreichten allerdings nicht das Niveau des hKv4.2-d2EGFP-Kanals in Abwesenheit von KChIP2.1.
Die im Diagramm angegebenen N -Nummern gelten auch für Bild B. Alle Fehlerbalken repräsentieren den
SEM.

4.10 A). Aus Abbildung 4.10 B wird deutlich, dass die verschiedenen siPlasmide nur

einen geringen Einfluss auf die Erholung aus der Inaktivierung haben. Wiederum ist

ersichtlich, dass sowohl der U6- als auch der H1-Promotor aktiv waren, allerdings war

KChIP2si1 wesentlich weniger effektiv als KChIP2si2 (vergleiche Abbildung 4.8). Aus

der statistischen Auswertung (siehe Abbildung 4.10 C) wird deutlich, dass keines der

getesteten siPlasmide im elektrophysiologischen Versuch einen großen Effekt zeigte.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der unvollständige Knockdown durch die

transiente Überexpression von KChIP2 hervorgerufen wurde.

Als Nächstes wurden die siPlasmide in kultivierten hippokampalen Mausneuronen ge-

testet. Dass ein Knockdown in diesen Zellen durchgeführt werden kann, wurde bereits

gezeigt (Krichevsky und Kosik, 2002). Für die Experimente wurde durch einen Test-

puls auf +40 mV in den Neuronen eine Stromantwort ausgelöst. Dieser Gesamtstrom

Igesamt (siehe Abbildung 4.11 A) besteht aus einem steady-state-Strom ISS und einer

A-Typ-Stromkomponente ISA, die nicht ohne Weiteres direkt gemessen werden kann.

Die molekulare Grundlage für den ISA sind Kv4-Kanäle (Serodio et al., 1994, 1996).

Da die A-Typ-Kanäle bei weniger negativen Potentialen inaktivieren und nicht mehr

verfügbar sind, stellt die Stromantwort der Zelle nach einem weniger negativen Vorpuls

praktisch ISS dar. Daher ist es möglich ISA durch Subtraktion des ISS vom Gesamt-

strom Igesamt zu erhalten. Als Parameter für die Effizienz der siPlasmide diente der

Quotient aus ISA und ISS. Aus Abbildung 4.11 B geht hervor, dass das Verhältnis die-

ser beiden Ströme nach siPlasmid-Behandlung kleiner wird, was auf einen geringeren

Anteil des durch Kv4 vermittelten Stroms am Gesamtstrom hindeutet. Die Bewertung
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Abbildung 4.11: RNA-Interferenz
in hippokampalen Neuronen.
Kultivierte hippokampale Neuronen
wurden mit EGFP und einer Mi-
schung aus gegen KChIP2 gerich-
teten siPlasmiden kotransfiziert. Die
Messung erfolgte 1 bis 3 Tage nach
der Transfektion. Alle Fehlerbalken
stellen den SEM dar. A. Es wur-
de ein einfaches Testprotokoll mit
stark negativem Vorpuls gemessen
(schwarz). Auf diese Weise erhält
man eine maximale Stromantwort.
Anschließend wurde das gleiche Pro-
tokoll mit nur leicht negativem Vor-
puls durchgeführt (grau). In diesem
Fall sind die Kv4.2-Kanäle bereits in-
aktiviert und tragen nicht mehr zur
Stromantwort bei. Der verbleiben-
de Strom wird als ISS und die in-
aktivierte Komponente als ISA be-
zeichnet. B. Statistische Auswer-
tung der elektrophysiologischen Da-
ten aus den Neuronen. Der Quo-
tient aus ISA und ISS diente als
normiertes Maß für die Verringerung
des A-Typ-Stroms. In den mit siPlas-
miden behandelten Zellen sinkt die-
ses Verhältnis. C. Vergleich der Zeit-
konstanten τ der Inaktivierung des
ISA. D. Erholung aus der Inaktivie-
rung für Neuronen, die entweder mit
EGFP oder mit EGFP und siPlasmi-
den transfiziert wurden.
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der Knockdown-Effizienz ist in diesem System allerdings schwer möglich, da nicht ent-

schieden werden kann, welchen Anteil an ISA die Kv4.2/KChIP2-Komplexe haben.

Es ist wahrscheinlich, dass neben KChIP2 weitere β-Untereinheiten in den Neuronen

exprimiert werden, die durch den KChIP2-Knockdown nicht betroffen sind, aber si-

gnifikant zu ISA beitragen. Der einfachste Weg, die Effizienz des KChIP2-Knockouts

zu ermitteln, wäre der Vergleich der gemessenen Ströme mit dem ISA von KChIP2-

Knockout-Mäusen.

Ein vollkommen anderes Bild ergab die Auswertung der Zeitkonstanten τ der Inakti-

vierung des ISA. Im heterologen Expressionssystem verlangsamt sich die Zeitkonstante

nach Koexpression von KChIP2.2 (Bähring et al., 2001b). Daher würde man nach

Knockdown von KChIP2.2 eine schnellere Zeitkonstante erwarten. Im Gegensatz dazu

zeigten die behandelten Neuronen eine deutliche Verlangsamung der Zeitkonstanten

von 21, 7 ± 2, 1 ms (N = 6) auf 48, 7 ± 7, 3 ms (N = 4). Als weiterer sensibler

Parameter wurde die Erholung aus der Inaktivierung untersucht. Dazu wurde das

in Abbildung 4.10 A wiedergegebene Protokoll verwendet, dieses enthielt allerdings

einen zusätzlichen Puls bei 5 ms. Die Erholung aus der Inaktivierung wurde nach

Behandlung der Neuronen mit siPlasmiden, im Gegensatz zur Hypothese, schneller

(siehe Abbildung 4.11 C). Die Vielzahl der in Neuronen exprimierten unterscheid-

lichen KChIP-Splice-Varianten, durch die Kv4-Kanal-vermittelte Ströme verschieden

moduliert werden, könnte die beobachteten Effekte erklären (siehe Diskussion).

4.2 Modifizierte Kanaluntereinheiten mit extrazel-
lulären Epitopen

Aus den in Abschnitt 4.1 wiedergegebenen Ergebnissen geht hervor, dass mit den

verwendeten Methoden durchaus ein Knockdown der akzessorischen β-Untereinheiten

des Kv4.2-Kanals möglich ist. Bei der Anwendung der RNA-Interferenz in kultivierten

hippokampalen Neuronen stößt man allerdings an die Grenzen des experimentellen

Systems (siehe Diskussion). Diese könnten für den nativen Kv4.2-Kanal nur durch die

Herstellung von Knockout-Mäusen für die einzelnen β-Untereinheiten umgangen wer-

den. Für die systematische Untersuchung wäre allerdings die Erzeugung von Mehrfach-
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Knockout-Mäusen nötig, an deren Neuronen dann die entsprechenden Versuche durch-

zuführen wären. Die Erzeugung solcher Mäuse wäre kosten- und zeitintensiv, zudem

würde die Erzeugung der Mehrfach-Knockouts eine erhebliche logistische Herausforde-

rung darstellen. Zusätzlich ergäbe sich beim Abschalten einer ganzen Gengruppe die

Problematik von Sekundär- und Tertiäreffekten, die im Einzel-Knockout durch andere

Mitglieder der selben Gengruppe kompensiert würden. Dies ist besonders bei Genen

zu befürchten, deren Produkte eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen wahrnehmen

wie z. B. KChIP3 (Buxbaum et al., 1998; An et al., 2000; Cheng et al., 2002).

Eine Möglichkeit, all diese Probleme zu umgehen, ist die Verwendung von bindungs-

defizienten Kanal-Punktmutanten. Auf diese Weise ist es mit relativ geringem Auf-

wand möglich, Kanäle zu generieren, die mit ganzen Gruppen von akzessorischen β-

Untereinheiten nicht mehr interagieren können. Für die KChIPs wurden solche Punkt-

mutanten im N-Terminus des Kv4.2-Kanals identifiziert (Callsen et al., 2005). In dieser

Studie wurden die N-terminalen Kv4.2-Mutanten A14K und F11K identifiziert, die so-

wohl in Koimmunpräzipitationen als bindungsdefizient charakterisiert wurden als auch

in elektrophysiologischen Messungen keinen KChIP-Effekt zeigen. Für die folgenden

Experimente wurde hauptsächlich die A14K-Mutante verwendet, auf die KChIP2 kei-

nerlei Effekt mehr hat (Callsen et al., 2005).

Ein weiterer Vorteil der Verwendung mutierter Kanäle ist die Möglichkeit, zusätzlich

zur Mutation auch Markierungen einzubringen, die eine Lokalisation des Proteins er-

leichtern. Da es bisher keine guten kommerziellen Antikörper gibt, die den nativen

Kv4.2-Kanal in der Immunfluoreszenz erkennen, wurde EGFP an den C-Terminus

des Kanals fusioniert. Auf diese Weise war es möglich, die Expression und Lokalisa-

tion des Kanals ohne zusätzliche Antikörperfärbung zu verfolgen. Frühere Arbeiten

zeigten bereits, dass das Einfügen eines C-terminalen EGFPs keinen Einfluss auf die

Eigenschaften des Kv4.2-Kanals hat (Kim et al., 2005; Lauver et al., 2006). Des Wei-

teren wurde zwischen den Transmembransegmenten S1 und S2 ein HA-Epitop in die

extrazelluläre Schleife eingebracht, das die Visualisierung der Oberflächenexpression

des Kv4.2-Kanals durch Färbung unpermeabilisierter Zellen ermöglicht. Einen Über-

blick über den prinzipiellen Aufbau der markierten α-Untereineheiten gibt Abbildung

4.13 A.
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4.2.1 Verhalten von Kv4.2A14K-HA in heteromultimeren
Komplexen

Die bindungsdefiziente Kv4.2A14K-Mutante sollte letztlich in Neuronen exprimiert

werden. Da in diesem nativen Expressionssystem eine signifikante Population endo-

gener Kv4-Kanäle existiert, war es zunächst nötig, das Verhalten der Mutante in Ge-

genwart anderer Kv4-α-Untereinheiten zu untersuchen. Dazu wurde cRNA humaner

Kv4.2wt-HA-, Kv4.3wt-HA- und Kv4.2A14K-HA-Kanäle in unterschiedlichen Kom-

binationen in Xenopus-Oozyten injiziert. Die Auswertung der Maximalströme mit

und ohne KChIP2.2 ergab für die Wildtyp-Kanäle den erwarteten Stromanstieg in

Gegenwart von KChIP2.2, während dieser bei Kv4.2A14K ausblieb (siehe Abbildung

4.12 A und B). In allen kombinierten Ansätzen zeigten die Ströme einen deutlichen An-

Abbildung 4.12: Untersuchung heteromultimerer Kv4-Komplexe in Xenopus-Oozyten.
Für diese Messungen wurden jeweils 0,5 ng Kanal-cRNA in Oozyten injiziert. Bei Expression verschie-
dener Kanal-α-Untereinheiten wurden die cRNAs im Verhältnis 1:1 eingesetzt. KChIP2.2 wurde in den
entsprechenden Proben im fünffachen Überschuss verwendet. Die Expressiondauer betrug 48 Stunden. Die
Oozyten wurden in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme gemessen. A. Maximale Amplitude der Ströme
in An- und Abwesenheit von KChIP2.2. Nur in der hKv4.2A14K-HA-Probe führte die Zugabe von KChIP2.2
nicht zu einer starken Steigerung der Stromamplitude. B. Graphische Darstellung der Zunahmefaktoren
der maximalen Stromamplituden. Bei einem fehlenden KChIP-Effekt sind Werte um 1 (gestrichelte Linie)
zu erwarten. C. Quotient aus dem Strom nach 30 ms (I30) und maximaler Stromamplitude (Ipeak). Da
KChIP2.2 die initiale Phase der Inaktivierung verlangsamt, kann dieser Quotient als Maß für den Effekt
der β-Untereinheiten auf die Kanal-Mutanten herangezogen werden.
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stieg in Gegenwart von KChIP2.2. Der Quotient aus I30 und Ipeak, der in Anwesenheit

von KChIP2.2 deutlich ansteigt (Callsen et al., 2005), ist ein weiteres Zeichen für die

Interaktion von Kv4.2-Kanal und KChIP2.2. Abbildung 4.12 C zeigt diesen Quotienten

für die in Oozyten gemessenen Ströme. Es ist deutlich zu erkennen, dass der Quotient

für den Kv4.2wt-Kanal stark anstieg, während sich für den Kv4.2A14K-Kanal keine Än-

derung nachweisen ließ. Bei Koexpression von Kv4.2wt- und Kv4.2A14K-cRNA zeigte

sich ebenfalls ein deutlich erhöhter Wert für den I30/Ipeak-Quotienten in Anwesenheit

von KChIP2.2.

Um zu überprüfen, ob die beobachteten Effekte auf heteromultimeres Assembly zu-

rückzuführen waren, wurde das Verhalten des mutierten Kanals in Säugerzellen in Ge-

genwart von Wildtyp-Kanälen untersucht. Aus diesem Grund wurden in CHO-Zellen

Koimmunpräzipitationen zwischen KChIP2.1 und verschiedenen Kombinationen aus

Kv4.2wt-HA, Kv4.3wt-HA und Kv4.2A14K-HA durchgeführt. Um zwischen Wildtyp-

und mutiertem Kanal unterscheiden zu können, wurde in den gemischten Ansätzen

je ein Kanalkonstrukt mit und ein Kanalkonstrukt ohne EGFP-Markierung verwen-

det. Da das EGFP-Protein etwa 27 kDa wiegt, lassen sich beide Kanalkonstrukte im

Westernblot gut unterscheiden.

Abbildung 4.13 B zeigt den Expressionskontroll-Blot, der dazu diente, gleiche Pro-

teinmengen in der Koimmunpräzipitation einzusetzen. Es ist zu erkennen, dass alle

transfizierten Konstrukte exprimiert wurden. In Abbildung 4.13 C sind die Ergebnisse

der Koimmunpräzipitation dargestellt. Starke Banden in den Bahnen 2 und 5 zeigen,

dass der Kv4.2wt-Kanal unabhängig von der EGFP-Markierung an KChIP2.1 bindet,

während der Kv4.2A14K-Kanal (Bahnen 3 und 6) nicht präzipitiert wird. In den Pro-

ben, die sowohl Kv4.2wt als auch Kv4.2A14K enthalten (Bahnen 1 und 4), werden

jeweils beide Kanäle präzipitiert. Diese Daten sind zusammen mit der Koimmunpräzi-

pitation in umgekehrter Richtung, die zu ähnlichen Ergebnissen führte, ein deutlicher

Hinweis darauf, dass Kv4.2A14K nicht in der Lage ist, KChIP2.1 zu binden, aber mit

Kv4.2wt Heteromultimere bildet. Ein analoges Verhalten ist in Gegenwart von Kv4.3wt

zu beobachten, auch hier ist Kv4.2A14K in der Lage, wie Kv4.2wt Heteromultimere

zu bilden (Bahnen 7 bis 9).
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Abbildung 4.13: Koimmunpräzipitation heteromultimerer Kanal-Komplexe.
A. Schematischer Aufbau des fluoreszenzmarkierten Kv4.2-HA-Kanals. Für eine detailierte Beschreibung
der einzelnen Domänen siehe Abbildung 1.3. Die Fluoreszenzmarkierung wurde an den C-Terminus des
Kanals fusioniert, das HA-Epitop befindet sich zwischen den Transmembransegmenten 1 und 2 und ist
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von der Außenseite der Zelle zugänglich. Die Mutationen, die zur KChIP-Bindungsdefizienz führen (F11K,
A14K), liegen im N-terminalen Bereich des Kanals. B. Expressionskontrollblot für die Koimmunpräzipi-
tation. Es wurden Kanäle mit und ohne EGFP-Markierung in Anwesenheit von KChIP2.1 in CHO-Zellen
koexprimiert. Der Kanal wurde über das HA-Signal nachgewiesen, für KChIP2.1 wurde ein panKChIP-
Antikörper verwendet. Diese Westernblots wurden quantitativ ausgewertet und dienten der Angleichung
der in der Koimmunpräzipitation eingesetzten Proteinmengen. C. Ergebnisse der Koimmunpräzipitation.
Die Präzipitation erfolgte mit HA- bzw. panKChIP-Antikörpern.

Die Koimmunpräzipitationsdaten deuten darauf hin, dass weder das eingefügte extra-

zelluläre HA-Epitop noch die Fusion mit EGFP die Bindungseigenschaften des Kv4.2-

Kanals ändern. Die Mutation A14K ist dagegen in solchen Konstrukten weiterhin

ausreichend, die Interaktion mit KChIP2 vollständig zu unterbinden.

4.2.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der epitop-
markierten Kv4.2-Konstrukte

Für die Charakterisierung der markierten Kanalkonstrukte war es weiterhin wichtig

zu prüfen, ob diese im heterologen Säuger-Expressionssystem einen typischen A-Typ-

Strom vermitteln. Darüber hinaus sollte untersucht werden, ob trotz der eingefügten

Modifikationen eine funktionelle Interaktion mit KChIP2 und DPPX möglich war.

Wie in Abbildung 4.14 A zu sehen ist, waren die modifizierten Kanäle durchaus in der

Lage, einen Wildtyp-ähnlichen A-Typ-Strom zu erzeugen. Darüber hinaus zeigte der

Kv4.2wt-HA-EGFP-Kanal in Gegenwart von KChIP2.2 die typischen Merkmale der

KChIP-Interaktion (An et al., 2000; Bähring et al., 2001b). So wurde die Stromdichte

etwa um den Faktor 25 erhöht und die initiale Phase der Inaktivierung verlangsamt

(siehe Abbildung 4.14 B). Darüber hinaus zeigte der Kv4.2wt-HA-EGFP-Kanal bei

Anwesenheit von DPPX die in der Literatur beschriebene schnelle initiale Inaktivie-

rungsphase (Nadal et al., 2003) bei einer enormen Zunahme der Stromdichte (etwa um

Faktor 80). Diese Daten deuten darauf hin, dass durch das Einführen der beiden Mar-

kierungen keine wichtigen Eigenschaften des Kanals zerstört wurden. Somit konnten

diese Konstrukte für die geplanten Versuche verwendet werden.

4.2.3 Oberflächennachweis extrazellulär markierter Kanal-
untereinheiten im heterologen Expressionssystem

In einem nächsten Experiment wurde die Zugänglichkeit des extrazellulären HA-

Signals in unpermeabilisierten Zellen überprüft. Dazu wurden CHO-Zellen mit
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Abbildung 4.14: Nachweis der Funktionalität der HA-EGFP-Fusionsproteine.
CHO-Zellen wurden mit den Fusionsproteinen transfiziert. Die Reaktion auf einen einfachen Testpuls wurde
in der Ganz-Zell-Konfiguration gemessen. A. Repräsentative Stromspuren des hKv4.2wt-HA-EGFP-Kanals
und zweier KChIP-bindungsdefizienter Mutanten. Das Wildtyp-Konstrukt wurde zusätzlich mit KChIP2.2
bzw. DPPX koexprimiert, um einen Einfluss der eingefügten Markierungen auf die funktionelle Interaktion
mit den Untereinheiten auszuschließen. B. Auswertung der Stromdichte-Daten für die in Bild A gezeigten
Konstrukte. Die Stromdichte wurde auf einer logarithmischen Achse aufgetragen, die Fehlerbalken stellen
den SEM dar.

Kv4.2wt-HA-EGFP und KChIP2 kotransfiziert. Durch die Anwesenheit von KChIP2

wird die Oberflächenexpression des Kv4.2-Kanals erhöht (Bähring et al., 2001b). So

behandelte unpermeabilisierte Zellen wurden mit einem HA-Antikörper gefärbt, der

wegen der intakten Zellmembran nur an extrazelluläre Epitope binden konnte. An-

schließend wurde ein Alexa546-markierter Sekundärantikörper appliziert. Somit zeigte

die Rotfluoreszenz ausschließlich in die Zellmembran integrierte Kv4.2-Kanäle an, wäh-

rend die grüne Eigenfluoreszenz des Kv4.2wt-HA-EGFP-Kanals die Gesamtverteilung

in der Zelle widerspiegelte.
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Abbildung 4.15: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von Kv4.2wt-HA-EGFP in CHO-Zellen.
Um die Funktionalität der in den Kanal eingefügten Markierungen zu untersuchen, wurde dieser in Gegen-
wart von KChIP2 koexprimiert. A. Im Bildausschnitt liegen zwei CHO-Zellen (A1). Die Eigenfluoreszenz
des Kanals zeigt, dass nur eine dieser beiden Zellen transfiziert wurde (A2). Eine anschließend durchge-
führte Färbung gegen die HA-Markierung in unpermeabilisierten Zellen zeigt ein deutliches Signal in der
Peripherie der transfizierten Zelle, welches in der untransfizierten Zelle fehlt (A3). B. Die Fluoreszenzprofile
entlang der im Durchlichtbild angegebenen Linie verdeutlichen diesen Sachverhalt. Es ist zu erkennen, dass
Zelle 2 im Gegensatz zu Zelle 1 eine starke EGFP-Fluoreszenz und die aus der HA-Färbung resultierende
Peripherie-Markierung aufweist.
Größenbalken: 20 µm.

In Abbildung 4.15 ist eine solche Färbung dargestellt. Im Durchlicht sind zwei CHO-

Zellen zu sehen. Eine dieser Zellen zeigt im Grünkanal eine deutliche EGFP-Fluores-

zenz, diese Zelle ist im Gegensatz zur anderen Zelle transfiziert. Der Kv4.2A14K-

HA-EGFP-Kanal ist hauptsächlich im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-

Apparat zu erkennen, darüber hinaus sind die peripheren Teile der Zelle gefärbt. Der

Kern weist keinerlei Färbung auf. Die Färbung mit dem HA-Antikörper zeigt ein deut-

liches Signal an der Peripherie der transfizierten Zelle, während die untransfizierte Zelle

nicht gefärbt ist. Diese Beobachtungen lassen sich auch im Fluoreszenzprofil wiederfin-

den. Hier zeigt die untransfizierte Zelle keine erhöhte Fluoreszenzintensität, während

die transfizierte Zelle eine deutlich erhöhte EGFP-Fluoreszenzintensität mit peripherer

HA-Färbung aufweist.

Ein vergleichbares Experiment wurde mit hDPPX-d2EGFP durchgeführt. Hier war es

nicht nötig, ein zusätzliches extrazelluläres Epitop in das Protein einzuführen, da das

C-terminale d2EGFP bei korrekt in die Membran integriertem hDPPX-d2EGFP in den
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Abbildung 4.16: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von hDPPX-d2EGFP in CHO-Zellen.
Um die Funktionalität der in die Untereinheit eingefügten d2EGFP-Markierung zu untersuchen, wurde
das DPPX-Konstrukt in CHO-Zellen exprimiert. A. Im Durchlichtbild sind zwei Zellen zu erkennen (A1).
Die Eigenfluoreszenz des hDPPX-d2EGFP-Konstrukts zeigt, dass nur eine dieser beiden Zellen transfiziert
wurde (A2). Die Untereinheit ist in der gesamten Zelle verteilt, der Kern ist dabei ausgespart. Eine an-
schließend durchgeführte Färbung gegen die d2EGFP-Markierung in unpermeabilisierten Zellen zeigt ein
deutliches Signal in der Peripherie der transfizierten Zelle, welches in der untransfizierten Zelle fehlt (A3).
B. Die Fluoreszenzprofile entlang der im Durchlichtbild angegebenen Linie verdeutlichen diesen Sachver-
halt. Es ist zu erkennen, dass Zelle 1 im Gegensatz zu Zelle 2 eine starke d2EGFP-Eigenfluoreszenz und
die aus der Oberflächenfärbung resultierende Peripherie-Markierung aufweist.
Größenbalken: 10 µm.

extrazellulären Raum ragt und somit für eine Färbung zugänglich ist. Abbildung 4.16

zeigt wiederum zwei Zellen, von denen eine transfiziert ist, während die andere als

Negativkontrolle dient. Die linke Zelle ist mit hDPPX-d2EGFP transfiziert und weist

somit im Gegensatz zur untransfizierten Zelle die erwartete Grünfärbung im peripheren

und perinukleären Bereich auf. Die durchgeführte Färbung der unpermeabilisierten

Zellen ermöglichte den immunzytochemischen Nachweis ausschließlich extrazellulärer

EGFP-Markierungen. Somit wurden nur korrekt in die Membran integrierte DPPX-

Fusionsproteine angefärbt. Die auf diese Weise erhaltene Färbung der extrazellulären

EGFP-Markierungen überlappt mit der Peripherie der transfizierten Zelle, während

die als Negativkontrolle dienende untransfizierte Zelle nahezu keine Signale aufweist.

Die graphische Darstellung der Fluoreszenzintensität entlang der markierten Strecke

verdeutlicht diese Ergebnisse. Es ist eindeutig zu erkennen, dass ausschließlich die

transfizierte Zelle ein starkes EGFP-Signal mit Peripherie-Färbung des extrazellulären

EGFPs zeigt.
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Diese Ergebnisse legen nahe, dass die extrazellulären Epitope des Kv4.2-HA-EGFP-

Kanals und der hDPPX-d2EGFP-Untereinheit für immunzytochemische Untersuchun-

gen zugänglich sind und die Integration der Proteine in die Membran nicht negativ

beeinflussen.

4.3 Epitopmarkierte Kanaluntereinheiten in hippo-
kampalen Neuronen

Aus den Ergebnissen von Abschnitt 4.2 geht hervor, dass sich die mit einer extrazellu-

lären HA-Markierung versehenen Kv4.2wt-EGFP-Fusionsproteine im Hinblick auf ihre

Elektrophysiologie und ihre Fähigkeit, akzessorische Untereinheiten zu binden, wie der

Kv4.2wt-Kanal verhalten. Im Gegensatz dazu zeigte die Punktmutation A14K einen

vollständigen Verlust der KChIP2-Interaktion, sowohl in Bindungsexperimenten als

auch in elektrophysiologischen Untersuchungen. Darüber hinaus hatte diese Mutation

aber keinen Einfluss auf die Kanaleigenschaften, so dass diese Mutante zur weiteren

Untersuchung herangezogen werden konnte.

Kv4.2-Kanäle werden hauptsächlich im Gehirn und im Herzen exprimiert. Für die

folgenden Experimente wurden kultivierte primäre hippokampale Neuronen von Maus

und Ratte verwendet. Diese Neuronen sollten in Kultur mit den verschiedenen markier-

ten Kanaluntereinheiten transfiziert werden. Dabei erfolgte der Expressions- und Loka-

lisationsnachweis über die Eigenfluoreszenz der EGFP-Markierung, so dass endogene

Proteine nicht dargestellt wurden. Da die Färbung der extrazellulären Markierungen

gegen HA bzw. EGFP erfolgte, beides Epitope, die nicht in den nativen Kanalun-

tereinheiten vorhanden waren, wurden auch hier ausschließlich transient transfizierte

Kanaluntereinheiten nachgewiesen.

4.3.1 Subzelluläre Marker und morphologische Charakterisie-
rung hippokampaler Neuronen in Primärkultur

Es wurden sowohl Kulturen aus neugeborenen Mäusen (P0) als auch aus embryonalen

Ratten (E18) erzeugt und miteinander verglichen. Bei der Präparation der hippokam-

73



4 ERGEBNISSE

Abbildung 4.17: Mikro-
skopische Charakterisie-
rung der neuronalen Pri-
märkultur.
Kultivierte hippokampale
Neuronen wurden mit Mar-
kern gegen typische neuro-
nale Kompartimente ge-
färbt. A. Übersichtsaufnah-
me über eine Rattenneu-
ronen-Kultur (E18, DIV8).
B. Kultivierte Mausneuro-
nen (P0, DIV8). Die Zellen
wurden gegen den dendri-
tischen Marker MAP2 ge-
färbt, um die Verzweigung
des Dendritenbaums sicht-
bar zu machen. C. Typische
hippokampale Pyramiden-
zellen (Maus, P0, DIV10).
Neben dem pyramidenför-
migen Soma sind deutlich
der appikale und die beiden
basalen Dendriten zu erken-
nen. D. Dendritische Fär-
bung in einer Mausneuro-
nen-Kultur (P0, DIV14).

E. Färbung gegen den axonalen Marker NFH im selben Bildausschnitt wie D. F. Überlagerung der Bilder D
und E. G. Oftmals erwiesen sich Strukturen, die immunzytochemisch zunächst positiv für MAP2 und NFH
schienen, bei stärkerer Vergrößerung als zwei getrennte Strukturen (Maus, P0, DIV14). H. Rattenneuronen
(E18) zeigen nach 14 Tagen in Kultur bereits einen weit entwickelten Dendritenbaum. I. Ausschnitt aus
Bild H. Bei stärkerer Vergrößerung sind in diesem Stadium bereits Spines zu erkennen (Pfeilköpfe).

palen Primärkulturen wurden die Zellen einem Trypsin-Verdau unterzogen und mit

einer Pasteur-Pipette trituriert. Als Folge davon waren die Neuronen zum Zeitpunkt

ihrer Plattierung auf Deckgläschen kugelförmig und wiesen keinerlei neuronentypische

Fortsätze wie Dendriten oder Axone auf. Für die geplanten Untersuchungen war es

wichtig, reife Neuronen zu transfizieren. Um ein reifes Stadium zu erreichen, mussten

diese Neuronen eine gewisse Zeit in Kultur gehalten werden. Andererseits ist die Zeit,

die Neuronen in Kultur überleben, gegrenzt und die ohnehin geringe Effizienz bei der

Transfektion primärer Neuronen sinkt mit zunehmendem Alter dieser Zellen. Aus die-

sen Gründen war es für die nachfolgenden Untersuchungen essentiell, ein Zeitfenster

zu bestimmen, in dem die Neuronen weit entwickelt waren, eine effiziente Transfektion

aber trotzdem noch möglich war. Um die Entwicklung der Neuronen zu verfolgen, wur-

den endogene Proteine angefärbt. Als dendritischer Marker wurde MAP2 verwendet,
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während NFH als axonaler Marker diente. Zur Ermittlung der Transfektionseffizienz

wurden Neuronen zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit EGFP transfiziert und die

Transfektionsrate bestimmt.

Abbildung 4.17 zeigt einige typische Stadien der Neuronenentwicklung in vitro. In Bild

A ist eine Übersicht über plattierte Rattenneuronen zu sehen, die Zellen waren zu die-

sem Zeitpunkt 8 Tage in Kultur. Nach dieser Zeit haben kultivierte Neuronen bereits

wieder einen stark verzweigten Dendritenbaum (siehe Bild B). Eine typische Pyrami-

denzelle zeigt Bild C. Das pyramidenförmige Soma, die beiden basalen und der apikale

Dendrit sind gut zu erkennen. Dieses Neuron war zum Zeitpunkt der Färbung 10 Tage

in Kultur. Das zweite wichtige neuronale Kompartiment neben den Dendriten sind die

Axone. Die Bilder D bis F zeigen einen Ausschnitt einer 14 Tage alten Mauskultur,

die sowohl gegen MAP2 als dendritischem Marker als auch gegen NFH als axonalem

Marker gefärbt wurde. Beide Kompartimente sind deutlich zu erkennen. Bei einer sol-

chen Kofärbung traten oft Kompartimente auf, die sowohl für MAP2 als auch für NFH

positiv zu sein schienen. Bei stärkerer Vergrößerung wird allerdings deutlich, dass dass

es sich um zwei getrennte Kompartimente handelte (siehe Bild G). Rattenneuronen in

diesem Alter (DIV14) zeigen ebenfalls einen weit entwickelten Dendritenbaum (siehe

Bild H). Zusätzlich dazu sind jedoch auch Spines zu erkennen (siehe Bild I), die bei

14 Tage alten Mausneuronen nie beobachtet wurden (vergleiche Bild G).

Die Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass kultivierte Neuronen bereits nach 7

Tagen in Kultur weit entwickelt sind. Darüber hinaus scheinen sich Rattenneuronen,

die von Embryonen gewonnen wurden, schneller zu entwickeln als Neuronen von neu-

geborenen Mäusen. Leider konnten die Neuronen nach 14 Tagen in Kultur nur mit

extrem geringer Effizienz transfiziert werden. Aus diesem Grund wurden die Trans-

fektionen meist zwischen Tag 7 und Tag 10 vorgenommen, da die Dendritenbäume zu

diesem Zeitpunkt schon weit entwickelt waren und die Transfektionseffizienz noch in

einem akzeptablen Bereich lag. Während des Transfektionszeitraumes schienen Maus-

und Rattenneuronen in einem ähnlichen Entwicklungsstadium zu sein, daher wurden

beide Systeme verwendet.
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4.3.2 Kv4.2-HA-EGFP-Lokalisation und -Oberflächennach-
weis

Da die KChIPs im heterologen Expressionssystem offensichtlich für den Transport des

Kv4.2-Kanals zur Oberfläche wichtig sind (Bähring et al., 2001b), sollte untersucht

werden, ob Kv4.2-Känale, die nicht mehr in der Lage sind, KChIPs zu binden, im

Vergleich zum Wildtyp-Kanal eine veränderte Lokalisation im Neuron aufweisen.

Dazu wurden kultivierte Mausneuronen mit den in Abschnitt 4.2 charakterisierten

Kanalkonstrukten transfiziert (siehe Abbildung 4.18). Zur Bestimmung der Kompar-

timente wurde parallel eine MAP2-Färbung durchgeführt. Wie in Bild A zu sehen ist,

war hKv4.2wt-HA-EGFP in der Lage, das Soma des transfizierten Neurons zu verlas-

sen. Dabei war die Verteilung nicht gleichmäßig, sondern wies lokale Häufungen auf

(Pfeilköpfe). Ein ähnliches Bild ergab die Untersuchung der KChIP-bindungsdefizien-

ten Mutanten hKv4.2F11K-HA-EGFP (Bild B) und hKv4.2A14K-HA-EGFP (Bild C).

Um auszuschließen, dass es sich bei den beobachteten Verteilungsmustern um durch

passive Diffusion entstandene Artefakte handelte, wurden Neuronen mit einer trans-

portdefizienten Kv4.2-Mutante transfiziert, der die letzten 30 Aminosäuren fehlten.

Eine solche Deletion sollte die Fähigkeit des Kanals, das Soma zu verlassen, stark ein-

schränken, da die Bindungsstelle des Kanals an den Transportfaktor Kif17 auf diesen

Bereich eingeschränkt werden konnte (Chu et al., 2006). Um eine vergleichbare trans-

portdefiziente Mutante zu erhalten, wurden die letzten 30 Aminosäuren des Kv4.2-

Kanals im Kv4.2wt-HA-EGFP-Konstrukt deletiert, so dass auf diese Weise Kv4.2-

600∆-HA-EGFP entstand. Dieses Konstrukt zeigte in Neuronen eine starke Expres-

sion, war aber nicht in der Lage, das Soma zu verlassen (siehe Bild D). Als Beispiel

für eine Verteilung durch Diffusion wurde ein Neuron mit EGFP transfiziert (siehe

Bild E). In diesem Fall war eine hohe Fluoreszenzintensität entlang der Dendriten

zu erkennen, die nicht die beim transportierten Kanal beobachteten lokalen Häufun-

gen aufwies. Diese Beobachtungen wurden im rechten Teil der Abbildung noch einmal

durch typische Intensitätsprofile von Dendritenabschnitten verdeutlicht. Offensichtlich

ist die KChIP-Bindung für den Transport des Kv4.2-Kanals entlang der Dendriten

nicht von entscheidender Bedeutung.
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Abbildung 4.18: Lokalisation fluoreszenzmarkierter Kv4.2-Konstrukte in Neuronen.
Kultivierte hippokampale Neuronen wurden mit hKv4.2-HA-EGFP-Konstrukten transfiziert. Zusätzlich
wurden die Zellen gegen den dendritischen Marker MAP2 gefärbt (rot). Die linke Spalte zeigt jeweils
eine Übersichtsaufnahme der Zelle. Die rechte Spalte zeigt einen vergrößerten Ausschnitt des durch die
Boxen angedeuteten Bereichs. Rechts neben den mikroskopischen Aufnahmen ist jeweils ein Fluoreszenz-
profil entlang eines repräsentativen Dendritenausschnittes zu sehen. Dabei ist die Eigenfluoreszenz des
EGFPs in Grün aufgetragen, die MAP2-Fluoreszenz wurde zur besseren Übersichtlichkeit geglättet und in
Rot dargestellt. A. Kv4.2wt-HA-EGFP zeigt eine EGFP-Fluoreszenz in den Dendriten. B. Auch die Eigen-
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fluoreszenz der KChIP-bindungsdefizienten Mutante hKv4.2F11K-HA-EGFP zeigt eine Verteilung, die nicht
nur auf das Soma beschränkt ist, sondern deutliche Anhäufungen entlang der Dendriten aufweist. C. Ein
ähnliches Bild ergibt sich für die zweite getestete KChIP-bindungsdefiziente Mutante hKv4.2A14K-HA-
EGFP. D. Als Negativkontrolle wurde ein Konstrukt transfiziert, das wegen einer Deletion nicht mehr
in die Dendriten transportiert werden konnte. Hier ist keinerlei Färbung im Dendriten zu erkennen. E.
Im Gegensatz dazu zeigen mit EGFP transfizierte Neuronen eine vollkommen homogene Verteilung des
fluoreszierenden Proteins, da dieses im Gegensatz zu den Kanalkonstrukten nicht aktiv transportiert wird,
sondern diffundiert.

Im Folgenden sollte der Einfluss von KChIP2 auf die Oberflächenexpression des Kv4.2-

Kanals untersucht werden. Dazu wurden kultivierte Rattenneuronen mit hKv4.2wt-

HA-EGFP und hKv4.2A14K-HA-EGFP transfiziert, zusätzlich wurden analoge Ex-

perimente durchgeführt, in denen KChIP2.1 kotransfiziert wurde. Die Lokalisation

des Kanals ergab sich aus der Eigenfluoreszenz des EGFP-Fusionsproteins, die Ober-

flächenexpression wurde durch Färbung der extrazellulären HA-Markierung sichtbar

gemacht (siehe Abbildung 4.19). Es war zu erkennen, dass die Lokalisationsprofile

der Kv4.2-Kanäle lokale Häufungen aufwiesen. Zudem wurde in allen vier Proben ein

Anteil des markierten Kanals an der Dendritenoberfläche nachgewiesen (Pfeilköpfe).

Darüber hinaus wurden aber auch Protein-Ansammlungen beobachtet, die sich nicht

an der Oberfläche befanden und daher in der HA-Färbung kein Signal gaben (Pfeile).

Die Probe, in der hKv4.2wt-HA-EGFP mit KChIP2.1 kotransfiziert wurde, hob sich

insofern von den anderen untersuchten Proben ab, als die EGFP-Eigenfluoreszenz und

die Färbung des extrazellulären HA-Epitops nahezu vollständig überlappten.

Dieser erste Eindruck sollte im Folgenden statistisch untermauert werden. Für die

Färbung wurden jeweils exakt die gleichen Bedingungen verwendet, Gleiches galt für

die Aufnahmeparameter am Mikroskop. Auf diese Weise war es möglich, eine semi-

quantitative Aussage über die relative Oberflächenexpression des Kanals zu machen.

Dazu wurden für beide Fluoreszenzmarker die Intensitäten entlang der Dendriten

vermessen und und entsprechende Intensitätsprofile erstellt. (siehe Abbildung 4.20).

Bereits die Überlagerung der Fluoreszenzintensitäten zeigte, dass es in allen Proben

EGFP-Signale gab, denen ein korrespondierendes HA-Signal zugeordnet werden konnte

(Pfeilköpfe). Darüber hinaus gab es EGFP-Signale ohne zugehöriges HA-Signal (Pfei-

le). Die Auswertung der Flächen unter den Kurven ergab, dass die relativen Anteile

der Oberflächenexpression von hKv4.2wt-HA-EGFP und hKv4.2A14K-HA-EGFP in

etwa vergleichbar waren. Diese Werte konnten durch Kotransfektion von KChIP2.1
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Abbildung 4.19: Oberflächenexpression fluoreszenzmarkierter Kv4.2-Konstrukte in Neuronen.
Hippokampale Rattenneuronen (E18) wurden an DIV7 mit hKv4.2wt-HA-EGFP bzw. hKv4.2A14K-HA-
EGFP transfiziert. Dabei wurde jeder der Kanäle mit und ohne zusätzliches KChIP2.1 zur Expression
gebracht. Anschließend wurden die unpermeabilisierten Neuronen gegen das extrazelluläre HA-Epitop ge-
färbt und mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops analysiert. Dabei wurde die EGFP-Eigenfluoreszenz (obere
Reihe) mit der HA-Oberflächenfärbung (mittlere Reihe) verglichen. Die Überlagerung ist in der unteren
Reihe wiedergegeben. In den Proben wurden sowohl Kanal-Anhäufungen gefunden, denen eine Oberflä-
chenexpression entsprach (Pfeilköpfe), als auch solche, die ohne komplementäre Oberflächenexpression
waren (Pfeile). Dabei wurde in der mit KChIP2.1 kotransfizierten hKv4.2wt-HA-EGFP-Probe nahezu aus-
schließlich Kolokalisation beobachtet. Größenbalken: 15 µm.

für hKv4.2wt-HA-EGFP um beinahe 40% gesteigert werden, während das Verhältnis

für die KChIP-bindungsdefiziente hKv4.2A14K-HA-EGFP-Mutante unverändert blieb

(siehe Abbildung 4.20 B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass KChIP2 in der Lage ist, die Oberflächenexpression von

Kv4.2 in Neuronen zu steigern, allerdings scheint es noch weitere Faktoren zu geben,

die für die Oberflächenexpression von Kv4.2 von Bedeutung sind.
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Abbildung 4.20: Statistische Auswertung der Kv4.2-Oberflächen-
expression.
Die in Abbildung 4.19 gefärbten Zellen wurden im Hinblick auf
den Anteil des an der Oberfläche exprimierten Kanals semiquanti-
tativ ausgewertet. Dazu wurden Fluoreszenzintensitätsprofile entlang
von Dendritenabschnitten vermessen. A. Typische Fluoreszenzinten-
sitätsprofile für die vier unterschiedlichen Proben. Die Eigenfluores-
zenz des EGFP-Fusionsproteins ist in Grün, die HA-Oberflächenfärbung
in Rot wiedergegeben. Bereiche sehr guter Überlappung beider Kur-
ven wurden beispielhaft mit Pfeilköpfen markiert, Bereiche schlech-
ter Überlappung mit Pfeilen. B. Verhältnis von EGFP-Eigenfluoreszenz
und HA-Oberflächenfärbung in den Dendriten. Für die hKv4.2wt-HA-
EGFP-Probe konnte die Oberflächenexpression durch Koexpression mit
KChIP2.1 signifikant gesteigert werden (∗p = 0, 026 ungepaarter t-Test
nach Student). Die angegebenen Werte repräsentieren den Mittelwert
± SEM.

4.3.3 hDPPX-d2EGFP-Lokalisation und -Oberflächennach-
weis

Für die akzessorische β-Untereinheit DPPX sollten analoge Experimente zur Oberflä-

chenexpression durchgeführt werden. Bisher sind keine Mutationen beschrieben, die
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Abbildung 4.21: Charakterisie-
rung der DPPX-Interaktions-
fähigkeit.
Die für Kv4.3 publizierten Mutati-
onen, die den Einfluss von DPPY
aufheben, wurden auf Kv4.2 über-
tragen.A.SequenzvergleichderS2-
Domänen von Kv4.2 und Kv4.3.
Gleiche Aminosäuren sind farblich
hinterlegt. Beide Transmembran-
domänen unterscheiden sich ledig-
lich in einer Aminosäure. Die für
die Kv4.3-Untereinheit publizier-
ten und in Kv4.2 übertragenen
Mutationen (A232V bzw. A235V
und I236W bzw. I239W) sind
durch rote Sterne markiert. B. Se-
quenzvergleichderTransmembran-
domänen von DPPX und DPPY.
Gleiche Aminosäuren wurden grün
hinterlegt. Die Transmembrando-
mänen der beiden Dipeptidylami-
nopeptidasen unterscheiden sich
nur in drei Positionen. C. Es wurde
untersucht, ob DPPX einen Effekt
auf die mutierten Kv4.2-α-Unter-
einheiten hat. Dazu wurden CHO-
Zellen mit 0,1 µg Kanalunterein-

heit und 1 µg DPPX transfiziert. Die Messung der maximalen Stromantwort auf einen Testpuls auf +40
mV erfolgte nach einem Tag. Die Mittelwerte ± SEM wurden in einem semilogarithmischen Diagramm
aufgetragen.

den Kv4.2-Kanal bindungsdefizient für DPPX machen. Allerdings wurden zwei Muta-

tionen in der zweiten Transmembrandomäne von Kv4.3 publiziert, die die Bindung von

DPPY an diesen Kanal verhindern (Ren et al., 2005). Sowohl Kv4.2 und Kv4.3 als auch

DPPX und DPPY zeigen in der Umgebung dieser Mutationen eine hohe Homologie

(siehe Abbildung 4.21 A und B). Daher wurden die für Kv4.3 beschriebenen Muta-

tionen auf die entsprechenden homologen Positionen in der Kv4.2-Kanaluntereinheit

übertragen. In elektrophysiologischen Experimenten wurde überprüft, ob die erzeugten

Konstrukte (Kv4.2A235V-HA und Kv4.2I239W-HA) in der Lage waren, mit DPPX zu

interagieren. DPPX als akzessorische Untereinheit erhöht den durch Kv4-Kanäle ver-

mittelten Strom drastisch (Nadal et al., 2003; Radicke et al., 2005). Daher wurde die

maximale Stromantwort auf einen Testpuls auf +40 mV zur Auswertung herangezo-

gen. Alle getesteten Kv4.2-Konstrukte zeigten in Gegenwart von DPPX einen star-

ken Anstieg der Amplitude der Stromantwort (Abbildung 4.21 C). Es wurde daher
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Abbildung 4.22: Lokalisation von hDPPX-d2EGFP in Neuronen. Hippokampale Rattenneuronen
(E18) wurden mit hDPPX-d2EGFP transfiziert. A. Die Eigenfluoreszenz des hDPPX-d2EGFP-Konstruktes
zeigt, dass das Fusionsprotein stark exprimiert wird und in die Dendriten gelangt. B. Der durch die Box
in Bild A gekennzeichnete repräsentative Dendritenausschnitt bei stärkerer Vergrößerung. Es ist die Eigen-
fluoreszenz des hDPPX-d2EGFP, die MAP2-Färbung des dendritischen Kompartiments sowie die entspre-
chende Überlagerung abgebildet. Wie bei hKv4.2-HA-EGFP ist auch hier eine uneinheitliche Verteilung
mit lokalen Anhäufungen zu erkennen (Pfeilköpfe).

davon ausgegangen, dass die eingefügten Mutationen nicht ausreichend sind, einen

funktionellen Effekt von DPPX auf den Kv4.2-Kanal zu unterbinden. Aufgrund dieser

Tatsache konnte die Quantifizierung der Oberflächenexpression analog zur KChIP-

bindungsdefizienten Kv4.2A14K-Mutante nicht durchgeführt werden.

Im Gegensatz zu den KChIPs sind die Dipeptidylaminopeptidasen transmembra-

näre Proteine. Daher ist es möglich, die Oberflächenexpression einer solchen akzes-

sorischen β-Untereinheit durch immunzytochemische Färbung unpermeabilisierter

Zellen zu visualisieren. Für diesen experimentellen Ansatz wurde hDPPX-d2EGFP

verwendet, da bereits gezeigt wurde, dass das EGFP-Epitop den Transport des Fu-

sionsproteins in CHO-Zellen nicht stört (siehe Abbildung 4.16). Um das Verhalten des

DPPX-Fusionsproteins in einem physiologischerem Umfeld zu untersuchen, wurden

kultivierte hippokampale Rattenneuronen mit hDPPX-d2EGFP transfiziert (siehe Ab-

bildung 4.22). In Abbildung 4.22 A ist eine Verteilung des hDPPX-d2EGFP-Fusions-

proteins entlang der Dendriten zu erkennen. Bei stärkerer Vergrößerung sind zahlreiche

diskrete Anhäufungen in den Dendriten erkennbar (siehe Abbildung 4.22 B).

Um die Bedeutung des Kv4.2-Kanals für die Oberflächenexpression der DPPX-Unter-

einheit zu untersuchen, wurden Neuronen mit Kv4.2 und hDPPX-d2EGFP kotrans-

fiziert. Die Lokalisation des hDPPX-d2EGFP wurde durch die Eigenfluoreszenz des

d2EGFP-Markers visualisiert, während die Oberflächenexpression durch immunzyto-

chemischen Nachweis des extrazellulären d2EGFPs in unpermeabilisierten Neuronen

erfolgte (siehe Abbildung 4.23). Reihe A zeigt eine starke Expression des hDPPX-
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Abbildung 4.23: Oberflächenexpression von hDPPX-d2EGFP in Neuronen.
Rattenneuronen (E18) wurden mit hDPPX-d2EGFP allein oder mit hDPPX-d2EGFP und hKv4.2
transfiziert. Anschließend wurden die unpermeabilisierten Zellen gegen extrazelluläres d2EGFP gefärbt.
A. hDPPX-d2EGFP gelangt in Gegenwart von Kv4.2 in die Dendriten. Außerdem wurde eine starke Ober-
flächenfärbung nachgewiesen, die auf einen effizienten Transport der Untereinheit an die Oberfläche des
Neurons hinweist. B. In Abwesenheit von Kv4.2 war hDPPX-d2EGFP ebenfalls in der Lage, das Soma zu
verlassen. Allerdings war nahezu kein d2EGFP an der Oberfläche nachzuweisen. C. Fluoreszenzintensitäts-
profile entlang der in der rechten Spalte markierten Strecken. Beide Strecken durchschneiden das Soma und
einen kleinen Dendritenast. In der mit Kv4.2 kotransfizierten Zelle sind deutliche EGFP-Oberflächensignale
in der Peripherie des Somas und im Dendriten zu erkennen (Pfeilköpfe).

d2EGFP in einem mit Kv4.2 kotransfizierten Neuron. Darüber hinaus ist eine starke

EGFP-Oberflächenfärbung zu erkennen, die sowohl das Soma umgibt als auch die Den-

driten färbt. In Reihe B ist ein Neuron zu sehen, welches nur mit hDPPX-d2EGFP

transfiziert wurde. Auch hier zeigt das hDPPX-d2EGFP eine starke Expression, die

sich auf das Soma und die Dendriten erstreckt (vergleiche Abbildung 4.22). Allerdings

ist nahezu keine EGFP-Oberflächenfärbung zu erkennen, die auf eine Integration des

hDPPX-d2EGFP-Proteins in die Membran hindeuten würde. Um diese Tatsachen zu
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verdeutlichen, wurden Fluoreszenzprofile entlang der in der rechten Spalte gekennzeich-

neten Strecken aufgenommen. Dabei wurde jeweils ein Querschnitt durch das Soma

und einen Dendriten gelegt.

In Abbildung 4.23 C ist deutlich zu erkennen, dass in der ausschließlich mit hDPPX-

d2EGFP transfizierten Zelle trotz vergleichbarer EGFP-Intensität nahezu keine extra-

zelluläre DPPX-Färbung auftrat. Im Gegensatz dazu zeigt das zusätzlich mit Kv4.2

transfizierte Neuron deutliche Signale in der Peripherie des Somas und im Bereich

des Dendriten (Pfeilköpfe). Diese Daten zeigen, dass die DPPX-Oberflächenexpression

durch die Anwesenheit von Kv4.2 in kultivierten Neuronen stark gesteigert werden

kann.
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5
Diskussion

5.1 Molekulare Stöchiometrie heteromultimerer
Kv4-Kanal-Komplexe

Da es im Gehirn große Bereiche gibt, in denen sich die Expression von Kv4-Kanälen,

DPPs und KChIPs überlagert, ist der Gedanke der Bildung ternärer Komplexe, die

sowohl die Kv4-Kanäle als auch beide Typen von β-Untereinheiten enthalten, nahe-

liegend. In elektrophysiologische Messungen zeigte sich, dass die Ströme, die nach

Koexpression beider akzessorischer Untereinheiten mit Kv4-Kanälen gemessen wur-

den, nicht durch einfache Überlagerung von KChIP/Kv4- und DPP/Kv4-Strömen

simuliert werden können. So ist beispielsweise die Erholung aus der Inaktivierung für

den ternären Komplex schneller als die Erholung mit jeweils nur einer β-Untereinheit

(Jerng et al., 2005). Die nach Koexpression beider β-Untereinheiten erhaltenen Ströme

gleichen dem neuronalen ISA in einigen Parametern auf eine Weise, die mit Expres-

sion nur einer β-Untereinheit nicht erreicht werden kann. Für die Existenz ternärer

Komplexe spricht auch die Tatsache, dass bereits in der ersten Beschreibung der DPPs

als akzessorische β-Untereinheiten der Kv4-Kanäle KChIP und DPPX mit Kv4.2 ko-

präzipitiert wurden (Nadal et al., 2003). Der mögliche Aufbau eines solchen nativen

Kanal-Komplexes ist in Abbildung 5.1 wiedergegeben. Die Existenz ternärer Kv4-

Kanal-Komplexe ermöglicht eine erhebliche Bandbreite unterschiedlicher Eigenschhaf-

ten, die eine feine Abstimmung auf die jeweiligen Bedürfnisse in verschiedenen Hirnre-

gionen ermöglichen (Jerng et al., 2005). Dabei kann die Vielfalt durch die Verwendung

unterschiedlicher akzessorischer Untereinheiten bzw. deren Splice-Varianten sowie

durch Bildung von Heteromultimeren der α-Untereinheit noch einmal erheblich ge-

steigert werden.

85



5 DISKUSSION

Abbildung 5.1: Möglicher Aufbau eines Kv4.2-Kanal-Komplexes (modifiziert nach Jerng et al.,
2004a).
Die Kv4.2-α-Untereinheit ist in Rot dargestellt, funktionell wichtige Domänen wie die Porenregion (S5 und
S6) oder der mit positiven Ladungen versehene Spannungssensor (S4) sind in Gelb wiedergegeben. Die
T1-Domäne (T1), die die untergruppenspezifische Zusammenlagerung verschiedenener α-Untereinheiten
vermittelt, ist grün dargestellt. Kaliumionen (K+) wurden orange gefärbt. Zwei KChIPs sind in Höhe der
T1-Domänen gezeigt (violett), ein transmembranäres DPPX-Protein ist blau dargestellt. Über die Stöchio-
metrie des Kanal-Komplexes herrscht noch keine endgültige Klarheit, mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
kann von einem 4:4-Verhältnis für die Kv4.2-α-Untereinheit und KChIP ausgegangen werden. Die Anzahl
der DPP-Untereinheiten in einem solchen Komplex konnte bisher nicht ermittelt werden.

Die genaue Stöchiometrie nativer Kv4-Kanal-Komplexe ist zum gegenwärtigen Zeit-

punkt nicht geklärt. Als gesichert kann die Existenz von Heteromultimeren aus ver-

schiedenen Kv4-α-Untereinheiten angesehen werden, die im Herzen gezeigt wurde (Guo

et al., 2002). Die Bildung dieser Heteromultimere findet nur innerhalb der gleichen

Unterfamilie statt und erfolgt über die T1-Domäne im N-Terminus (Li et al., 1992; Xu

et al., 1995; Shen und Pfaffinger, 1995). Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die

Bildung solcher Komplexe gezeigt. Die Tatsache, dass hKv4.2A14K-HA in Gegenwart

von hKv4.2wt-HA kopräzipitiert wird, ist ein deutliches Zeichen für die Bildung von
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heteromultimeren Kanälen aus hKv4.2A14K-HA und hKv4.2wt-HA. Auch hKv4.3wt-

HA ist in der Lage, mit KChIP-bindenden und KChIP-bindungsdefizienten Kv4.2-

Kanal-Untereinheiten Heteromultimere zu bilden, ein Verhalten, das von Kv-Kanälen

in vitro seit langem bekannt ist (Christie et al., 1990; Isacoff et al., 1990; Ruppersberg

et al., 1990; Weiser et al., 1994).

Dagegen ist die genaue Anzahl der akzessorischen Untereinheiten in einem nativen

Kanal-Komplex nicht bekannt. Die nahe Verwandschaft der verschiedenen KChIPs

und die bisherigen Strukturdaten legen für alle KChIPs einen ähnlichen Bindungs-

mechanismus an die Kv4-Kanäle nahe (Kim et al., 2004a; Scannevin et al., 2004; Zhou

et al., 2004; Callsen et al., 2005). Für die Interaktion von KChIPs und Kv4-Kanälen

existieren zahlreiche experimentelle Befunde, die sich allerdings teilweise schwer mit-

einander in Einklang bringen lassen. So berichtet eine Gruppe, dass ein Fusionsprotein

aus dem N-Terminus von Kv4.2 und einem Großteil von KChIP1 dimerisiert, wodurch

die von anderen Gruppen beschriebene vierfach rotationssymmetrische Struktur in

Frage gestellt wird (Zhou et al., 2004). Andere Arbeiten gehen von dieser vierfachen

Symmetrie aus, favorisieren aber eine unterschiedliche Lage von KChIP1, entweder

unterhalb der T1-Domäne (Scannevin et al., 2004) oder auf einer Ebene mit T1

(Pioletti et al., 2006). Aufgrund von Mutationsscans, elektrophysiologischen Messun-

gen, Koimmunpräzipitationen und Strukturdaten konnten N- und C-terminale Kanal-

domänen als wichtige Interaktionsstellen identifiziert werden (An et al., 2000; Bähring

et al., 2001b; Scannevin et al., 2004; Callsen et al., 2005), darüber hinaus wurden einzel-

ne Aminosäuren in der T1-Domäne identifiziert, die für die Bindung der KChIPs an die

Kv4-Kanäle von Bedeutung sind (Scannevin et al., 2004; Callsen et al., 2005; Pioletti

et al., 2006). Für KChIP2 wurde eine oktamere Struktur des Kv4/KChIP-Komplexes

nachgewiesen (Kim et al., 2004a,b), wobei die Position von KChIP2 ebenso wie die

von KChIP1 (Pioletti et al., 2006) in der Ebene der T1-Domänen bestimmt wurde

(Kim et al., 2004a). Auf eine oktamere Struktur deutet auch eine Studie hin, in der

Kv4-Kanäle nach Mutation der T1-Domäne nicht mehr tetramerisieren, in Gegenwart

von KChIP3 jedoch funktionelle Kanäle bilden (Kunjilwar et al., 2004).

Allerdings besteht die Möglichkeit, dass die oktamere Struktur einen maximalen

KChIP-Kv4-Kanal darstellt und dass native Kanal-Komplexe nicht notwendigerweise
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über vier gebundene KChIPs verfügen müssen. Dafür sprechen die in dieser Arbeit

erhobenen Daten, die zeigen, dass sich die in HEK293-Zellen gemessenen Ströme auch

nach einem effizienten Knockdown der akzessorischen KChIP2-Untereinheit nur unwe-

sentlich von Strömen in Gegenwart von KChIP2 unterscheiden.

Auch wenn Untersuchungen nahelegen, dass der Kv4.2-KChIP-Komplex aus je vier

Untereinheiten besteht (Kim et al., 2004a; Pioletti et al., 2006), ist es durchaus mög-

lich, dass sich unter den im Knockdown-Experiment herrschenden Bedingungen Kv4.2-

Kanal-Komplexe gebildet hatten, die weniger als vier KChIPs enthielten. Ein solcher

Komplex könnte sich ähnlich verhalten wie ein Komplex mit der maximalen Anzahl

KChIPs. Auf diese Weise könnte eine geringe Menge KChIP das Fehlen einer großen

Anzahl akzessorischer Untereinheiten kompensieren. In einem solchen Modell wäre es

möglich, dass eine Kv4.2-α-Untereinheit, die KChIP2 gebunden hat, einen KChIP-

Effekt zeigen und Konformationen einnehmen könnte, die dann auch von den anderen

α-Untereinheiten ohne KChIPs leichter eingenommen werden könnten. Somit wäre es

in einem kooperativen Modell möglich, KChIP-Effekte auf Untereinheiten zu über-

tragen, die kein KChIP gebunden haben. Ähnliche Prozesse sind für die Rolle des

S4-Segments in der Kv-Kanal-Aktivierung beschrieben (Smith-Maxwell et al., 1998).

Im Gegensatz zu dem hier diskutiertem Modell konnte für andere Kaliumkanäle ein

stöchiometrischer Bedarf an akzessorischen Untereinheiten gezeigt werden, da diese

ein ER-Rückhaltemotiv in den Untereinheiten maskieren (Shyng und Nichols, 1997;

Zerangue et al., 1999)

Eine alternative Erklärung des starken KChIP-Effektes nach dem Knockdown könnte

in der Verwendung des starken CMV-Promotors liegen, durch den bei transienter Über-

expression eine große Menge KChIP entsteht. Daher reichen die nach dem Knockdown

verbleibenden 15 % KChIP möglicherweise aus, um den vollen Effekt auf den Kv4.2-

Kanal zu entfalten. Das Gen für die Kv4.2-α-Untereinheit stand bei diesem Versuch

zwar auch unter der Kontrolle des CMV-Promotors, war aber in das Genom integriert,

wodurch die Menge an gebildetem Protein deutlich geringer war. Es ist denkbar, dass

in dieser Konstellation selbst bei einem nahezu vollständigen Knockdown ausreichend

KChIP2 zur Verfügung steht, um einen starken Effekt auf die α-Untereinheit auszu-

üben.
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Eine weitere Möglichkeit, die elektrophysiologischen Experimente in der HEK293-

Zelllinie zu erklären, ist die gesteigerte Stabilität von KChIP in Gegenwart des Kv4.2-

Kanals. Für die gegenseitige Beeinflussung der Expression und Lebensdauer von Kv4

und KChIPs gibt es zahlreiche Beispiele (Shibata et al., 2003; Guo et al., 2005; Chen

et al., 2006b; Menegola und Trimmer, 2006). In diesem Modell wäre es denkbar, dass

Kv4.2-α-Untereinheiten, die KChIP2 gebunden haben, aufgrund ihrer höheren Sta-

bilität in der Zellmembran akkumulieren und letztendlich den beobachteten Strom

vermitteln.

Auch die elektrophysiologischen Experimente in Oozyten zeigten, dass sich hetero-

multimere Kanäle, die KChIP-bindungsdefiziente hKv4.2A14K-Untereinheiten enthiel-

ten, eher wie der Wildtypkanäle verhielten. Wäre die KChIP-Bindung essentiell für

die funktionelle Oberflächenexpression des Kv4.2-Kanals, wäre bei Koexpression des

Wildtyp-Kanals mit der KChIP-bindungsdefizienten Mutante ein dominant negativer

Effekt aufgetreten, der jedoch in den durchgeführten Experimenten nicht beobachtet

wurde. Daher deuten die hier vorgestellten Ergebnisse darauf hin, dass Kv4-Kanal-

Komplexe nicht notwendigerweise vier KChIPs enthalten müssen, um die in der Lite-

ratur beschriebenen KChIP-Effekte zu zeigen.

Für die DPPs gibt es bisher keine Strukturdaten in Verbindung mit Kv-Kanälen. Eine

Röntgenstruktur der extrazellulären Domäne zeigte überwiegend eine Dimerisierung,

daneben traten aber auch Monomere auf (Strop et al., 2004). Über die Stöchiome-

trie der DPP/Kv4-Kanal-Komplexe wurden bisher keine Daten erhoben. Aufgrund der

Struktur der extrazellulären Domäne werden Komplexe mit zwei, vier oder acht DPPs

je Kv4-Tetramer für möglich gehalten (Strop et al., 2004). Wie bei den KChIPs ist

jedoch nicht klar, ob es sich hierbei lediglich um eine Obergrenze handelt und ob auch

Kanal-Komplexe mit weniger DPPs existieren und an die Zelloberfläche transportiert

werden.

Neben dem möglichen Auftreten von Kanal-Komplexen, die nicht die maximal mög-

liche Anzahl der akzessorischen Untereinheiten enthalten, treten mit hoher Wahr-

scheinlichkeit auch native Kanal-Komplexe auf, die in Bezug auf ihre akzessorischen

Untereinheiten Heteromultimere sind. Dafür sprechen die Expressionsprofile der ak-

zessorischen Untereinheiten, die im Hippokampus eine Überlappung aufweisen (Wada
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et al., 1992; Boland et al., 2003; Pruunsild und Timmusk, 2005; Ren et al., 2005; Chen

et al., 2006b; Nadal et al., 2006). Außerdem wurde gezeigt, dass DPPX und DPPY in

der Lage sind, Hetromultimere zu bilden (Ren et al., 2005). Die in der vorliegenden

Arbeit erhobenen Daten weisen ebenfalls auf die Möglichkeit hin, dass sich Kv4-Kanal-

Komplexe mit unterschiedlich zusammengesetzten akzessorischen Untereinheiten bil-

den können.

So führte die Behandlung mit siPlasmiden gegen KChIP2 in kultivierten hippokam-

palen Neuronen zu einer Reduktion des ISA, einer Verlangsamung der Inaktivierung

und einer Beschleunigung der Erholung aus der Inaktivierung. Die Verringerung des

ISA war zu erwarten, da in KChIP2-Knockout-Mäusen Kv4.2-vermittelte Ströme im

Herzen ebenfalls sehr stark reduziert werden (Kuo et al., 2001). Der Effekt des Knock-

downs auf die Stromamplitude der ISA-Komponente fiel allerdings gering aus. Noch

erstaunlicher ist jedoch die Tatsache, dass sich mit den Zeitkonstanten der Inak-

tivierung und der Erholung aus der Inaktivierung zwei kinetische Parameter nicht

im Einklang mit der Hypothese verhielten, wonach der Knockdown von KChIP2 die

elektrophysiologischen Parameter in Richtung der Werte für die reine Kv4.2-α-Unter-

einheit verschieben sollte. Eine mögliche Erklärung ist eine geänderte Zusammen-

setzung der Kv4.2-Kanal-Komplexe, da die Menge an verfügbarem KChIP2 durch den

Knockdown reduziert wurde. Es sind KChIP4-Splice-Varianten bekannt, die die Inakti-

vierung des Kv4.2-Kanals extrem verlangsamen (Holmqvist et al., 2002) und somit die

beobachtete Verlangsamung der Zeitkonstanten der Inaktivierung erklären könnten.

Darüber hinaus könnte die schnellere Erholung aus der Inaktivierung auf ein geänder-

tes Zusammenspiel von KChIPs und DPPs im ternären Komplex zurückzuführen sein

(Jerng et al., 2005).

Da die akzessorischen Untereinheiten KChIPs und DPPs die Kv4-α-Untereinheiten

nicht ohne gegenseitigen Einfluss modulieren (Jerng et al., 2005), ist es beim heuti-

gen Kenntnisstand nicht möglich, die genaue Änderung in der Zusammensetzung der

Kanal-Komplexe aus den gemessenen funktionellen Daten zu ermitteln.

Die durchgeführten Experimente zeigen, dass ein effizienter Knockdown der akzes-

sorischen β-Untereinheiten möglich ist. Gleichzeitig wird aber auch deutlich, dass

ein vollständiger Knockdown nicht erreicht wurde und dass auch kleine Mengen der
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akzessorischen Kanaluntereinheiten starke Effekte auf die Kv4.2-α-Untereinheiten

haben können. Die hier erhobenen Daten lassen vermuten, dass der durch den Knock-

down verringerte Einfluss von KChIP2 durch andere β-Untereinheiten kompensiert

werden kann.

5.2 Kv4-Strukturdeterminanten der funktionellen
Interaktion mit akzessorischen Untereinheiten

Die Bindung von KChIPs und Kv4-Kanälen wurde detailliert untersucht, wobei die

veröffentlichten Ergebnisse die Vermutung nahelegen, dass die Bindung aller KChIPs

an den Kanal auf ähnliche Weise erfolgt (Kim et al., 2004a; Scannevin et al., 2004;

Zhou et al., 2004; Callsen et al., 2005). Im N-Terminus des Kv4.2-Kanals wurden

einzelne Aminosäuren identifiziert, deren Mutation die KChIP-Interaktion aufhebt

(Callsen et al., 2005). Eine dieser Mutanten (hKv4.2A14K-HA) wurde auch in der

vorliegenden Arbeit verwendet und war, im Gegensatz zu allen anderen getesteten Kon-

strukten, nicht in der Lage, KChIP2 zu präzipitieren. Auch bei der Koexpression von

hKv4.2A14K-HA und hKv4.2wt-HA wurden deutlich geringere Mengen an Kanal und

KChIP präzipitiert als beim hKv4.2wt-HA-Kanal allein. Zudem zeigte hKv4.2A14K-

HA im Gegensatz zum analogen hKv4.2wt-HA-Konstrukt in Oozyten keine Zunahme

des Stroms bei Koexpression mit KChIP2. In ihrem Verhalten dem Kv4.3wt-HA-Kanal

gegenüber konnten hKv4.2wt-HA und hKv4.2A14K-HA in den durchgeführten Expe-

rimenten nicht unterschieden werden. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten bestäti-

gen, dass die Mutation A14K ausreichend ist, die KChIP2-Interaktion vollständig zu

unterbinden, ohne eine der anderen untersuchten Eigenschaften der α-Untereinheit zu

beeinflussen.

Über die strukturellen Determinanten der Bindung zwischen Kv4-Kanälen und DPPs

ist wenig bekannt. Vor kurzem wurden zwei Punktmutationen beschrieben, die in

Kv4.3-Kanälen zu einem Verlust der DPPY-Interaktion führten (Ren et al., 2005).

Um die Rolle von DPPX für die Oberflächenexpression des Kv4.2-Kanals zu unter-

suchen, wurden analoge Mutanten des Kv4.2-Kanals erzeugt. Die in der vorliegenden

Arbeit durchgeführten heterologen Expressionsstudien in CHO-Zellen zeigten aller-
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dings klar, dass die Mutationen, für die in Kv4.3 eine Inhibition des DPPY-Effekts

beschrieben ist (Ren et al., 2005), in Kv4.2 offensichtlich nicht ausreichend sind, eine

funktionelle Interaktion mit DPPX zu verhindern. Aus den hier erhobenen Daten wird

deutlich, dass die Bindungsdeterminanten zwischen Kv4.2 und DPPX beziehungsweise

Kv4.3 und DPPY nicht ohne weiteres übertragen werden können. Daher muss ein

differenzierterer Bindungsmechanismus für Kv4-Kanäle und DPPs angenommen wer-

den. Eine Erklärung für die beobachteten Effekte gestaltet sich dennoch schwierig, da

die Mutationen in einen Bereich eingebracht wurden, der zwischen den beiden Kv4-

Kanälen hoch konserviert ist. Die Aminosäuren, die im Transmembransegment der

beiden DPPs für die Interaktion mit den mutierten Resten in Frage kommen, stim-

men ebenfalls überein. In diesem Bereich tritt lediglich ein konservativer Austausch

eines Valins gegen ein Isoleucin auf, der aber wegen der strukturellen Ähnlichkeit der

beiden Aminosäuren keinen großen Effekt auf die Bindungseigenschaften der DPPs

haben sollte. Größere Unterschiede in den Sequenzen finden sich dagegen im N-

Terminus der S2-Domäne der Kv4-Kanäle und am C-Terminus des Transmembran-

segmentes der DPPs. Da die Transmembrandomäne der DPPs von der Zellinnenseite

zur Zellaußenseite verläuft, das S2-Segment der Kv4-Kanäle aber in umgekehrter Rich-

tung, ist eine enge Nachbarschaft dieser Aminosäuren durchaus vorstellbar. Möglicher-

weise stellt diese zweite Region innerhalb der Membran eine weitere Interaktionsstelle

zwischen α- und β-Untereinheiten dar, die die hier beschriebenen Unterschiede im

Bindungsverhalten erklären könnte. Allerdings herrscht in der Literatur keine end-

gültige Klarheit über die genaue Lage der zweiten Transmembrandomäne, verschie-

dene Quellen unterscheiden sich um bis zu neun Aminosäuren (Zhu et al., 1999,

www.expasy.org). In der vorliegenden Arbeit wurde die Transmembrandomäne ver-

wendet, die von der ExPASy-Datenbank angegeben wird. Da die Lage der Transmem-

brandomäne in beiden Fällen aufgrund der Hydrophobizität der Aminosäuren berech-

net wurde, fand die jüngere Angabe Verwendung. Da aber weder Kokristalle von DPPs

und dem Kv4-Kanal noch Ergebnisse von Mutationsstudien zur Verfügung stehen, kann

die Frage nach den molekularen Unterschieden im Mechanismus der Bindung zurzeit

nicht beantwortet werden.
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5.3 Targeting, Transport und funktionelle Ober-
flächenexpression von Kv-Kanälen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle einer direkten funktionellen Interaktion

mit akzessorischen β-Untereinheiten für die subzelluläre Lokalisation und die funktio-

nelle Oberflächenexpression von Kv4.2-α-Untereinheiten in hippokampalen Neuronen

untersucht.

Neben dem im heterologen Expressionssystem beschriebenen Effekt auf die funktionel-

le Oberflächenexpression, der durch die akzessorischen Untereinheiten vermittelt wird

(Bähring et al., 2001b; Nadal et al., 2003; Jerng et al., 2004a), sind auch Signalsequen-

zen in der α-Untereinheit selbst bekannt, die die subzelluläre Lokalisation beeinflussen.

So wurde ein Dileucin-Motiv, welches im C-Terminus lokalisiert ist, als Sortiersignal

für den Transport der Kv4.2-Kanäle in die Dendriten identifiziert (Rivera et al., 2003).

Im Gegensatz dazu wird die axonale Lokalisation von Kv1-Kanälen durch die Inter-

aktion mit Kvβ über die T1-Domäne gesteuert (Gu et al., 2003). Der Transport von

Kv4.2 selbst wird durch das Kinesin Kif17 vermittelt (Chu et al., 2006). Die Binde-

stelle für dieses Transportprotein wurde auf die 30 letzten Aminosäuren eingegrenzt.

Es gelang aber weder, die genaue Bindungsstelle noch das postulierte Adapterprotein

zu identifizieren (Chu et al., 2006). Darüber hinaus interagiert Kv4.2 über seinen C-

Terminus mit dem Aktin-bindenden Protein Filamin (Petrecca et al., 2000). Filamin

fungiert möglicherweise als Gerüstprotein, welches Kv4.2 in der postsynaptischen Mem-

bran verankert (Petrecca et al., 2000). Am äußersten Ende des C-Terminus der Kv4-

Kanäle befindet sich eine Bindestelle für PSD-95, welches ebenfalls als Gerüstprotein

dient und einen Einfluss auf die Lokalisation des Kanals hat (Wong et al., 2002). Die

Interaktion mit Proteinen des Cytoskeletts verankert den Kv4.2-Kanal, allerdings kann

seine Aktivität auch in diesem Zustand durch eine Vielzahl von Proteinkinasen beein-

flusst werden (Baldwin et al., 1991; Hoffman und Johnston, 1998; Adams et al., 2000;

Anderson et al., 2000; Yuan et al., 2002; Varga et al., 2004).

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete inhomogene Verteilung der fluoreszenz-

markierten Kv4.2-Kanäle entlang der Dendriten wurde sowohl für den endogenen Kv4-

Kanal (Alonso und Widmer, 1997) als auch für transfizierte Kanalkonstrukte beschrie-
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ben (Kim et al., 2005; Chu et al., 2006; Lauver et al., 2006). Darüber hinaus konnte

kein Einfluss der akzessorischen KChIP-Untereinheit auf die Fähigkeit der Kv4.2-α-

Untereinheit, das Soma zu verlassen, gezeigt werden. So konnten in dieser Arbeit zwei

getestete KChIP-bindungsdefiziente Mutanten ebenfalls in den Dendriten nachgewie-

sen werden. Die oben erwähnte inhomogene Verteilung entlang der Dendriten deutet

auf einen aktiven Transport der Kv4.2-α-Untereinheiten hin. In EGFP-transfizierten

Kontrollneuronen wurde eine gleichmäßige Färbung der Dendriten beobachtet, die

auf eine Verteilung durch Diffusion schließen lässt. Für einen Transport der Kv4.2-

α-Untereinheiten spricht weiterhin die Tatsache, dass ein Konstrukt, in dem die Bin-

destelle für das Transportprotein Kif17 deletiert worden war (Chu et al., 2006), nicht

in den Dendriten nachgewiesen werden konnte.

Die Bedeutung der KChIPs für die funktionelle Oberflächenexpression, die zu der

dramatischen Zunahme in der Stromamplitude führt, ist in heterologen Expressions-

systemen beschrieben (Bähring et al., 2001b; Takimoto et al., 2002; O’Callaghan et al.,

2003), für Neuronen wurde sie aber noch nicht gezeigt. Darüber hinaus ist die Regula-

tion der Oberflächenexpression durch akzessorische Untereinheiten auch von anderen

Kaliumkanälen wie dem Kir6-Kanal oder hSlo bekannt (Zerangue et al., 1999; Toro

et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Kv4.2-α-Untereinheiten

in kultivierten hippokampalen Neuronen in der Lage sind, die Dendritenoberfläche

zu erreichen. Das gilt auch für das hKv4.2A14K-HA-EGFP-Konstrukt. Im Gegen-

satz zu dieser KChIP2-bindungsdefizienten Mutante konnte die Oberflächenexpression

des Wildtyp-Konstruktes durch Koexpression mit KChIP2 um etwa 40 % gesteigert

werden. Diese Daten zeigen deutlich, dass KChIP2 eine Rolle bei der Oberflächen-

expression der Kv4.2-α-Untereinheit spielt. Auf der anderen Seite wird aber klar, dass

auch in Abwesenheit von KChIP2 ein Transport von α-Untereinheiten an die neuronale

Zelloberfläche erfolgt. Dafür gibt es mehrere mögliche Erklärungen.

Zum einen könnte die Kv4.2A14K-HA-EGFP-α-Untereinheit, für die ein Verlust der

KChIP2-Interaktion gezeigt wurde, in der Lage sein, mit anderen KChIPs zu inter-

agieren. In der untersuchten Mutante wurde lediglich eine Aminosäure mutiert, daher

kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine KChIP2-bindungsdefiziente Mutante ent-

steht, die in der Lage ist, einzelne andere KChIPs zu binden. Da das Verhalten der
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A14K-Mutante gegenüber weiteren KChIPs nicht untersucht wurde, kann keine Aus-

sage über die Übertragbarkeit der KChIP2-Bindungsdefizienz getroffen werden. Wegen

der schon erwähnten großen Ähnlichkeit zwischen den KChIPs ist die Möglichkeit einer

restriktiven KChIP-Bindungsdefizienz allerdings recht unwahrscheinlich, da anzuneh-

men ist, dass die Bindung an den Kanal für unterschiedliche KChIPs auf ähnliche

Weise erfolgt (Kim et al., 2004a; Scannevin et al., 2004; Zhou et al., 2004; Callsen

et al., 2005).

Eine zweite Möglichkeit zur Klärung der basalen Oberflächenexpression ist die Bil-

dung von Heteromultimeren aus der mutierten Kv4.2A14K-HA-EGFP-Untereinheit

und endogenen Kv4-α-Untereinheiten. Untersuchungen haben gezeigt, dass Kv4.2-α-

Untereinheiten in kultivierten hippokampalen Neuronen bereits an DIV6 nachgewie-

sen werden können (Maletic-Savatic et al., 1995). Da die in dieser Arbeit verwendeten

Mausneuronen (P0) und Rattenneuronen (E18) zwischen Tag 7 und 10 transfiziert

wurden, können sich heteromultimere Kanäle mit endogenen Kv4-α-Untereinheiten

gebildet haben, die DPPs und, zumindest teilweise, KChIPs binden können. Da das

Verhalten von Kv4-Tetrameren, die weniger als vier KChIPs gebunden haben, bisher

nicht untersucht wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Kanäle an die Zell-

oberfläche transportiert werden, sobald ein KChIP an eine im Kv4-Tetramer enthalte-

ne Wildtyp-α-Untereinheit bindet. Dieses Modell würde allerdings einen quantitativen

Unterschied zwischen Kv4.2A14K-HA-EGFP- und Kv4.2wt-HA-EGFP-transfizierten

Neuronen vorhersagen, wenn große Mengen KChIP2 vorhanden wären. In diesem Fall

sollten die Kv4.2wt-HA-EGFP-Untereinheiten effektiver an die Zelloberfläche trans-

portiert werden, da sie keine endogenen „Helferproteine“ benötigen. Ein solches Ver-

halten wurde in der vorliegenden Arbeit nach der zusätzlichen heterologen Expressi-

on von KChIP2 beobachtet, nicht aber während der basalen Expression. Allerdings

zeigen die hier vorgestellten KChIP2-Koexpressionsdaten, dass KChIP2 ein limitie-

render Faktor für die Oberflächenexpression ist, daher kann nicht unbedingt erwartet

werden, dass der postulierte Unterschied bereits bei der basalen Oberflächenexpres-

sion auftritt. Trotzdem scheint dieses Modell wegen der massiven Überexpression der

Kv4.2A14K-HA-EGFP-Untereinheit als Erklärung für die basale Oberflächenexpressi-

on in Neuronen relativ ungeeignet.
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Die wahrscheinlichste Möglichkeit, die basale Oberflächenexpression zu erklären, sind

weitere akzessorische β-Untereinheiten, die andere Bindungsstellen an den Kv4.2-α-

Untereinheiten haben. Hier könnten wiederum die DPPs eine Rolle spielen, von denen

bekannt ist, dass sie die Oberflächenexpression der Kv4.2-α-Untereinheit steigern kön-

nen (Nadal et al., 2003; Jerng et al., 2004b; Chen et al., 2006a). Da in der vorliegenden

Arbeit gezeigt wurde, dass die verwendeten KChIP2-bindungsdefizienten Mutanten in

der Lage sind, mit DPPX zu interagieren, ist durchaus ein Modell denkbar, in dem

die transfizierten α-Untereinheiten nach Bindung von DPPs an die Oberfläche trans-

portiert werden. Mit diesem Modell ist der beobachtete effizientere Membrantransport

KChIP-bindender α-Untereinheiten bei zusätzlicher KChIP2-Überexpression verein-

bar.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass der Mechanismus der KChIP-

vermittelten Erhöhung der funktionellen Oberflächenexpression auch in Neuronen exis-

tiert. Allerdings müssen in diesen Zellen weitere Faktoren vorhanden sein, die den

Transport des Kv4.2-Kanals zur Oberfläche fördern können. Weiterhin zeigen die

durchgeführten Experimente, dass transient transfizierte Kv4.2-Kanäle bereits an DIV8

in den Dendriten nachgewiesen werden können. Zu diesem Zeitpunkt beginnt in kul-

tivierten hippokampalen Neuronen der Transport des endogenen Kv4.2-Kanals in die

Dendriten, der bis dahin ausschließlich in intrazellulären Kompartimenten nachweisbar

ist (Maletic-Savatic et al., 1995).

In heterologen Expressionssystemen fördern DPPs den Transport der Kv4.2-α-Unter-

einheit zur Zelloberfläche (Nadal et al., 2003; Jerng et al., 2004b; Chen et al., 2006a).

Für eine effiziente Regulation der Oberflächenexpression sollten nur vollständig as-

semblierte Kanal-Komplexe an die Zelloberfläche gelangen können. Das würde einer-

seits bedeuten, dass Kv4.2-α-Untereinheiten nicht ohne akzessorische β-Untereinheiten

zur Membran gelangen würden, andererseits sollten auch akzessorische Untereinheiten

nicht ohne α-Untereinheit an die Zelloberfläche gelangen. Genau dieses Verhalten wur-

de in der vorliegenden Arbeit in kultivierten hippokampalen Neuronen beobachtet. So

zeigten Neuronen, die ausschließlich mit DPPX-d2EGFP transfiziert worden waren,

zwar eine deutliche Expression des Fusionsproteins, eine Oberflächenexpression im So-

ma und den Dendriten trat allerdings erst nach Koexpression von Kv4.2 auf. Diese
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Daten legen nahe, dass die Assemblierung nativer Kv4.2-Kanal-Komplexe im Golgi-

Apparat abläuft und dass nur vollständige Kanal-Komplexe an die Zelloberfläche ge-

langen können. Ein analoger Einfluss von KChIP1 wurde bereits beschrieben (Hasde-

mir et al., 2005). Die Expression von DPPX-d2EGFP in kultivierten hippokampalen

Neuronen ergab eine inhomogene, an die Kv4.2-HA-EGFP-Kanäle erinnernde Vertei-

lung. Diese Daten lassen vermuten, dass Kv4.2-Kanäle und DPPs gemeinsam in die

Dendriten transportiert werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die akzessorische Untereinheit

DPPX nur im Komplex mit der Kv4.2-α-Untereinheit zur neuronalen Zelloberfläche

transportiert wird. Darüber hinaus konnten die in immortalisierten Zelllinien beschrie-

benen Effekte der akzessorischen β-Untereinheiten auf den Kv4.2-Kanal hier erstmals

auch auf kultivierte hippokampale Neuronen übertragen werden. Dabei wurde deutlich,

dass die akzessorischen KChIP-Untereinheiten nicht essentiell für die Expression der

Kv4.2-α-Untereinheit, den Transport in die Dendriten oder die Oberflächenexpression

sind. Allerdings ist KChIP2 in der Lage, die Oberflächenexpression der Kv4.2wt-α-

Untereinheit, nicht aber die einer KChIP2-bindungsdefizienten Mutante signifikant zu

steigern. Die hier erhobenen Daten deuten darauf hin, dass ein funktioneller Kv4.2-

Kanal-Komplex nicht notwendigerweise die maximal mögliche Anzahl akzessorischer

Untereinheiten enthalten muss.
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Anhang



A
Abkürzungen

Auf die Erläuterungen von Standardeinheiten (min, g) und gebräuchlichen Vorsätzen

bei Einheiten (m, µ) wurde verzichtet.

AraC Cytosinarabinosid

AS Aminosäure(n)

asRNA Antisense-RNA

BK large conductance voltage- and calcium-activated K+-channel

bp Basenpaar(e)

BSA bovine serum albumine (Rinderserum-Albumin)

CALP calsenilin-like protein

CHO chinese hamster ovary (immortalisierte Zelllinie, gewonnen aus den
Eierstöcken des Chinesischen Hamsters (Cricetulus griseus))

CMV Cytomegalovirus

COS-1 Nierenzelllinie der Grünen Meerkatze (Cercopithecus aethiops)

d2EGFP destabilisiertes EGFP

DIV. . . days in-vitro (Tage in Kultur)

DMP Dimethylpimelimidat

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure, DNS)

DPP Dipeptidylaminopeptidase

DPPX DPP6

DREAM downstream-regulatory-element antagonist modulator

E. . . embryonaler Tag (Tage nach der Begattung)

eag ether á go-go

EF Calcium-bindendes Motiv, benannt nach Helices im Parvalbumin-Protein
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A ABKÜRZUNGEN

EGFP enhanced green fluorescent protein (verbessertes grün fluoreszierendes
Protein)

ELK ether á go-go like K+-channel

ER endoplasmatisches Retikulum

FACS fluorescence activated cell sorting (fluoreszenzgestützte Zell-Sortierung)

GFP green fluoreszent protein (grün fluoreszierendes Protein)

GRK G protein-coupled receptor kinase

HA Hämagglutinin

HBS HEPES-buffered saline

HBSS Hank’s balanced salt solution

HCN hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated

HEK human embryonic kidney (immortalisierte Zelllinie, gewonnen aus einer
menschlichen embryonalen Niere)

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl-)Piperazin-1-Ethansulfonat

hERG human ether-á-go-go-related gene

HRP horseradish peroxidase

KChIP K+-channel-interacting protein (Kaliumkanal-interagierendes Protein)

KCNIP K+-channel-interacting protein (Kaliumkanal-interagierendes Protein,
offizieller Genname)

KCNQ KQT-like subfamily of voltage-gated potassium channels (Unterfami-
lie Q der spannungsgesteuerten Kaliumkanäle, Kv7-Kanäle, offizieller
Genname)

KcsA Streptomyces-lividans-K+-Kanal

Kir inward rectifying K+ channel (Kalium-Einwärtsgleichrichter-Kanal)

Kv voltage-gated K+-channel (spannungsgesteuerter Kaliumkanal)

LB Luria broth

MAP Mikrotubuli-assoziiertes Protein

MODC murine Ornithindecarboxylase

MthK Methanobacterium-thermoautotrophicum-K+-Kanal

NA numerische Apertur

NCS Neuronaler Calciumsensor

NEC Neuronen-Extrazellulärlösung

NFH neurofilament heavy chain (schwere Kette des Neurofilament)

NIC Neuronen-Intrazellulärlösung
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A ABKÜRZUNGEN

OEC Oozyten-Extrazellulärlösung

OPA Operationsverstärker

P. . . postnataler Tag (Tage nach der Geburt)

PBS phosphate-buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlösung)

PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

PEST Signalsequenz, die Proteine für den Abbau in den Proteasomen markiert
und reich an den Aminosäuren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und
Threonin (T)

PS Penicilin-Streptomycin

PSD Post-Synaptic Density

PSG Penicillin-Streptomycin-Glutamin

RISC RNA-induced silencing complex

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure, RNS)

RNAi RNA-Interferenz

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR

SEM standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes)

siPlasmid Haarnadelvektor

siRNA short interfering RNA

slo slowpoke calcium-dependent

TEA Triethanolamin

tiff tagged image file format

TM Transmembransegment

TOK two pore domains outward-rectifying K+ channel

TREK TWIK-related potassium channel (TWIK-verwandter Kaliumkanal)

Tris Tris(-Hydroxymethyl)-Aminomethan

TTX Tetrodotoxin (Gift aus dem Kugelfisch (Fugu sp.), blockiert spannungs-
aktivierte Natriumkanäle)

TWIK Tandem of Pore loop domains in a Weak Inward rectifying K+ channel

wt Wildtyp
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B
Zielsequenzen für RNAi

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten siPlasmide bzw. synthetischen siRNAs

waren gegen die unten aufgeführten Sequenzen gerichtet.

KChIP2si1 AAGTCCATCTATGACATGATG (siPlasmid)
KChIP2si2 ATGTCCCAGCGGAATTGTCAA (siPlasmid)

DPPXsi1 AAGATCTCTTCAGTGAAGACT (siPlasmid)
DPPXsi2 CTCTCCAATAACAGACTTCAA (siPlasmid)
DPPXsi3 CTGGCTCCACAGACAGAATGA (siPlasmid)
DPPXsi4 CTGGCTGTATGAAGAGGAGAT (siPlasmid)

siRNA1 GAGGATGAGTTTGAACTATCC (synthetische siRNA)
siRNA2 GAGGAATTCATTGAGTCTTGT (synthetische siRNA)
siRNA3 CAGGAACAAACCAAGTTCACA (synthetische siRNA)
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C
Plasmid-Karten

In den Plasmid-Karten wurden die Abschnitte, die für die Expression des Zielproteins

nicht von unmittelbarer Bedeutung sind, zur besseren Übersicht halbtransparent dar-

gestellt.

Kv4.2wt-HA in pcDNA3. Der humane Kv4.2-Kanal enthält in der ersten extrazellulären Schleife ein
HA-Epitop. Das Konstrukt wurde in den pcDNA3-Vektor einkloniert, der eine Expression in Säugerzellen
ermöglicht.
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C PLASMID-KARTEN

Kv4.2-HA-EGFP in pcDNA3. An den C-Terminus des humanen Kv4.2-HA-Kanals wurde der Fluo-
reszenzmarker EGFP fusioniert. Durch Punktmutationen im N-Terminus entstanden die in dieser Arbeit
verwendeten KChIP2-bindungsdefizienten Mutanten hKv4.2F11K-HA-EGFP und hKv4.2A14K-HA-EGFP.

hKv4.2-600∆-HA-EGFP in pcDNA3. Durch Deletion der C-terminalen 30 Aminosäuren entstand dieses
Konstrukt, dem die Bindungsstelle des Kinesins Kif17 fehlt.
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C PLASMID-KARTEN

hDPPX-d2EGFP in pcDNA3. Dieses Plasmid diente zur Expression der akzessorischen DPPX-
Untereinheit, an deren C-Terminus eine destabilisierte EGFP-Variante fusioniert wurde.

hKChIP1-d2EGFP in pcDNA5/FRT. Für die Erzeugung stabiler HEK293-Zelllinien wurden Fusionspro-
teine aus Kanaluntereinheit und einer destabilisierten EGFP-Variante in den pcDNA5/FRT-Vektor kloniert.
Dieser Vektor ermöglicht die Selektion stabil transfizierter Zellen durch unterschiedliche Resistenzen. Ana-
loge Vektoren wurden für weitere Kanaluntereinheiten hergestellt.
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C PLASMID-KARTEN

mKChIP1-EGFP in pEF5/FRT/V5-D-TOPO. Für die Erzeugung stabiler 3T3-Zelllinien wurden Fu-
sionsproteine aus Kanaluntereinheit und EGFP in den pEF5/FRT/V5-D-TOPO-Vektor kloniert. Dieser
Vektor ermöglicht die Selektion stabil transfizierter Zellen durch unterschiedliche Resistenzen. In diesem
Vektor steht das Fusionsprotein unter Kontrolle des EF-1α-Promotors, da der CMV-Promotor in 3T3-Zellen
mit der Zeit deaktiviert wird. Analoge Vektoren wurden für weitere Kanaluntereinheiten hergestellt.

KChIP2si1 in pSilencer2.0-U6. Dieser Vektor diente zur Produktion eines Haarnadelkonstruktes, aus
dem eine siRNA gegen KChIP2 gebildet wurde. Dabei stand das Haarnadelkonstrukt unter Kontrolle des
U6-Promotors.
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C PLASMID-KARTEN

KChIP2si1 in pSilencer3.0-H1. Dieser Vektor diente zur Produktion eines Haarnadelkonstruktes, aus
dem eine siRNA gegen KChIP2 gebildet wurde. Dabei stand das Haarnadelkonstrukt unter Kontrolle des
H1-Promotors.
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D
Puffer und Lösungen

Hier wird die Zusammensetzung der im Kapitel Methoden erwähnten Puffer und Lö-

sungen in alphabetischer Reihenfolge wiedergegeben.

BSA-Lösung 2% in PBS

Diethylpyrocarbonat-
behandeltes Wasser

DEPC, 0,1% (v/v)

ECL-Lösung 50 µM Luminol, 41 µM p-Cumarsäure, 0,3%� H2O2, 100 mM
Tris-HCl, pH 8,5

EDTA 0,5%� (w/v), pH 7,4

Extrazellulärlösung 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 5 mM
HEPES, 10 mM Sacharose, pH 7,4 mit NaOH

Gentamycin-Lösung 7,5 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM
Na-Pyruvat, 5 mM HEPES, 50 µg/ml Gentamycin, pH 7,5
mit NaOH

HBS (2×) 280 mM NaCl, 10mM KCl, 1,5 mM Na2HPO4, 12 mM Dex-
trose, 50 mM HEPES, pH 7,05, steril filtriert, Aliquots bei
-20̊ C gelagert

Intrazellulärlösung 125 mM KCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 11 mM EGTA,
10 mM HEPES, 10 mM Sacharose, 2 mM Glutathion, 2 mM
K2-ATP, pH 7,2 mit KOH

KCM (5×) 0,5 M KCl, 0,15 M CaCl2, 0,25 M MgCl2
Lysispuffer 150 mM NaCl, 50 mM HEPES, 2 mM EDTA, pH 7,4

mit NaOH, 0,5% Triton X-100, 10 µl/ml Proteaseinhibitor-
Cocktail (Sigma, Taufkirchen), 4̊ C

NEC 160 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2,
10 mM HEPES, 10 mM Glukose, Phenolrot 0,01 g/l, pH 7,3
mit NaOH, steril filtriert, Zugabe von 500 nM TTX direkt vor
Gebrauch
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D PUFFER UND LÖSUNGEN

Neurobasalmedium 2% B27-Supplement, 0,5 mM L-Glutamin, 25 µM Glutamat

NIC 140 mM K-MeSO3, 5 mM KCl, 0,5 mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2,
5 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7,2 mit KOH, Zugabe von
2 mM Mg-ATP direkt vor Gebrauch

OEC 79,5 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 5 mM
HEPES, pH 7,5 mit NaOH

Oozyten-Ringer-
Lösung (Ca2+-frei)

82,5 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM MgCl2, 55 mM HEPES,
pH 7,5 mit NaOH

PBS 150 mM NaCl, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4

PBST Zusatz von 0,5% (v/v) Tween zu PBS

Plattierungsmedium MEM, 0,6% Glukose, 10% Pferdeserum

TAE-Puffer 0,05 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH 8,0

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,5

Triton X-100 0,25% in PBS

TSS-Puffer 73% LB-Medium, 10% PEG3350, 5% DMSO, 20 mM MgSO4,
pH 6,5, sterilfiltriert
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