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ZUSAMMENFASSUNG

Kv4.2-Kaliumkanile 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-
dhnlichen Proteinen (DPPs) wurden zwei wichtige Gruppen von akzessorischen (-
Untereinheiten beschrieben, die in heterologen Expressionssystemen in der Lage sind, die
elektrophysiologischen Eigenschaften und die funktionelle Oberflachenexpression der Kv4.2-
a-Untereinheit nachhaltig zu beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle dieser
akzessorischen Untereinheiten fiir die subzelluldre Lokalisation und die funktionelle Ober-
flachenexpression der Kv4.2-a-Untereinheit in hippokampalen Neuronen untersucht. Zu-
satzlich zu einem auf RNA-Interferenz basierenden experimentellen System wurden Punkt-
mutationen in die Kv4.2-a-Untereinheit eingefiihrt, die die Interaktion mit den akzesso-
rischen (3-Untereinheiten verhindern sollten. Weiterhin wurden die Kanaluntereinheiten mit
Varianten des Fluoreszenzmarkers EGFP fusioniert und mit Epitopen versehen, die einen

einfachen immunzytochemischen Nachweis der Oberflachenexpression ermdglichten.

Mit den in den N-Terminus eingebrachten Punktmutationen konnte ein vollstandiger Ver-
lust der KChIP2-Interaktion erzielt werden, der in elektrophysiologischen Experimenten und
Koimmunprazipitationen dokumentiert wurde. In kultivierten hippokampalen Neuronen er-
wies sich die funktionelle Interaktion mit KChIP2 weder fiir den Transport des Kv4.2-Kanals
in die Dendriten noch fiir dessen Oberflachenexpression als essentiell. Allerdings konnte ei-
ne verstarkte Oberflachenexpression des Kv4.2-Wildtyp-Kanals in Gegenwart von KChIP2
gezeigt werden, die bei einer KChIP2-bindungsdefizienten Kv4.2-Variante nicht erreicht

wurde.

Punktmutationen, fiir die in der Literatur ein Bindungsverlust von DPPY an die Kv4.3-a-
Untereinheit beschrieben wurde, zeigten in Kv4.2 keinen Einfluss auf die Wechselwirkung
mit DPPX. Daher legen die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente unterschiedli-
che strukturelle Determinanten fiir die Wechselwirkung von Kv4.3 und DPPY einerseits
bzw. Kv4.2 und DPPX andererseits nahe. Interessanterweise konnte fiir die akzessorische
DPPX-Untereinheit ein Kv4.2-abhangiger Transport an die Oberflache 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-a-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-a-subunit in hippocampal
neurons was investigated in this work. A knock-down approach and modified Kv4.2-a-
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-a-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-a-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-a-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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Einleitung

1.1 Kaliumselektive Ionenkanale

Unter den verschiedenen Ionenkanélen stellen die Kaliumkanéle die grofste und diver-
seste Gruppe dar (Coetzee et al., 1999). Kaliumkanéle kommen ubiquitar vor, von den
Archeae (Smith et al., 1997) bis zu den Tieren (Pongs et al., 1988). Diese Vielfalt
entsteht durch eine grofe Anzahl verschiedener Kaliumkanalgene, deren Transkripte
haufig noch alternativ gespleifst werden. Ein minimaler Kaliumkanal besteht in der
Regel aus vier porenbildenden a-Untereinheiten. Dariiber hinaus kénnen akzessorische
G-Untereinheiten die Eigenschaften des minimalen Kanals beeinflussen. Im Gegensatz
zu anderen Kationenkanélen (z. B. fiir Natrium- oder Calciumionen), deren minimale
Kanalpore aus nur einer Kanaluntereinheit gebildet wird, kénnen Kaliumkanéle He-
teromultimere bilden, wodurch die Anzahl der méglichen Kanéle noch einmal erhoht

wird.

Die einfachsten Kaliumkanéle bestehen aus a-Untereinheiten mit lediglich zwei Trans-
membrandoménen (M1 und M2). Beide Doménen sind durch eine Schleife verbun-
den, die sich in die Membran zuriickfaltet (siche Abbildung 1.1 A) und den Kalium-
Selektivitatsfilter enthélt. Kanéle aus solchen Untereinheiten leiten Einwértsstrome
besser als Auswartsstrome und werden daher als Einwértsgleichrichter oder Kir-Kanéle
bezeichnet (Ho et al., 1993; Kubo et al., 1993). Diese Kanéle spielen eine wichtige Rol-
le bei der Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials und bei der Sekretion und

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

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

membrandoménen (M1 bis M4, sieche Abbildung 1.1 B) und zwei Porendoménen (P1
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2TM (M1, M2), 4TM (TM1-TM4), 2P
6TM (S1-56), 8TM (TM1-TM8),

0000 P08

Abbildung 1.1: Membrantopologie der porenbildenden «-Untereinheiten verschiedener Kalium-
kanalfamilien.

A: a-Untereinheiten der Kir-Kanile, wie die prokaryotischen KcsA- oder MthK-Kanile, haben nur zwei
Transmembransegmente (TM) mit einer Porenschleife. B: a-Untereinheiten mit zwei porenbildenden Do-
minen und vier Transmembransegmenten (z. B. TWIK, TREK) bilden als Dimere funktionelle Kanile.
C: Spannungsgesteuerte Kanile wie die Kv-Kanile haben eine Pore (P) und sechs Transmembransegmen-
te. D: K*-Kanal mit zwei porenbildenden Doméanen und acht Transmembransegmenten (z. B. TOK).

und P2) (Lesage et al., 1996a; Goldstein et al., 1998). Man geht davon aus, dass diese
Kanéle dimerisieren, um einen minimalen Kanal zu formen (Lesage et al., 1996b; Gold-
stein et al., 1998). In elektrophysiologischen Untersuchungen zeigen diese Kanile ein
von den Kir-Kanélen abweichendes Verhalten. Da der durch diese Kanile vermittel-
te Strom allein durch die Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung vorhersagbar ist, werden
diese Kanile als Leck-K™-Kanile bezeichnet (Goldstein et al., 1998). Leck-K*Kanile
werden sowohl von erregbaren als auch von nicht erregbaren Zellen exprimiert. Man
nimmt an, dass diese Kanéle, zusammen mit den Kir-Kanélen, einen wesentlichen
Beitrag zum Ruhemembranpotential leisten. Diese Kanéle 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*+Kanéle bei

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

Die grofite Gruppe der Kaliumkanéle verfiigt {iber sechs transmembrane Helices (S1
bis S6). Die Helices S5 und S6, die durch die Porenschleife verbunden sind, bilden das

Porenmodul (siche Abbildung 1.1 C). Die vier zusétzlichen Helices bilden eine regulato-
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rische Doméne und haben als Spannungssensor Einfluss auf die elektrophysiologischen
Eigenschaften der Kanéle. Die Mitglieder dieser Kanalgruppe werden als Kv-Kanéle
bezeichnet. Bei den BK-Kanélen, die zusétzlich zur Spannungsabhéngigkeit auch durch
Calcium reguliert werden, durchquert der N-Terminus die Membran ein weiteres Mal,

so dass eine Struktur mit sieben Transmembrandoménen entsteht.

Die Kanéle mit sechs bzw. sieben Transmembrandoménen iibernehmen im Organis-
mus eine Vielzahl unterschiedlichster Aufgaben. Sie sind unter anderem mafsgeblich an
Muskel- und Herzaktionspotentialen beteiligt (Gutman et al., 2005; Wei et al., 2005;
Yu et al., 2005).

Allen Kaliumkanélen ist eine kurze Aminoséuresequenz im Selektivitdtsfilter gemein.
Diese Sequenz (-TXXTXGYG-) wird als Kaliumkanal-Signatur bezeichnet. Mutatio-
nen in diesem Bereich konnen die Selektivitét fir Kaliumionen aufheben (Heginbotham
et al., 1994). Der prinzipielle Aufbau der Porenregion von Kaliumkanélen ist seit der
Kristallisation des bakteriellen Kaliumkanals KcsA sehr gut verstanden (Doyle et al.,
1998). Da aufgrund der hohen Homologie zwischen eukaryotischen und prokaryotischen
Kaliumkanélen davon ausgegangen werden kann, dass sich alle Kaliumkanéle in ihrer
Porenstruktur gleichen, konnten die ersten Kristallstrukturen prinzipiell auf alle Ka-

liumkanéle tibertragen werden (Doyle et al., 1998; Lu et al., 2001). Die Porenstruktur

Tlrmchen

Abbildung 1.2: Prinzipieller Aufbau
Selektivitatsfilter  der Porenregion von Kaliumkani-
len.

Die Kristallstruktur (Auflssung: 3,2 A)
des bakteriellen KcsA-Kanals (Doyle
et al., 1998) zeigt den generellen Auf-
bau der Kanalpore. In Blau sind die in-
nere und die duBere Helix abgebildet,
dulere Helix  die Porenschleife mit Selektivitatsfilter
wurde in Rot wiedergegeben. Die Lage
innere Helix ~ von drei Kaliumionen ist durch gelbe
Kugeln markiert. Grundlage dieser Ab-
bildung ist die PDB-Datei 1BL8. Zur
besseren Ubersicht sind nur zwei der
vier porenbildenden «-Untereinheiten
abgebildet. Die PDB-Datei wurde mit
Swiss-PdbViewer bearbeitet und mit
innen Pov-Ray 3.6 gerendert.

Kaliumionen

zentrale Hohle
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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 Selektivitétsfilter an der breiten Basis
befindet. Dieser ist lediglich 12 A lang. Ein grofer, mit Wasser gefiillter Hohlraum
befindet sich im Zentrum des Kanals (siehe Abbildung 1.2).

1.2 Spannungsgesteuerte Kaliumkanale

Die Mitglieder der Superfamilie der Kaliumkanéle unterscheiden sich nicht nur im
Aufbau (siehe Abschnitt 1.1), sondern auch in ihrer Reaktion auf verschiedene Stimuli.
So gibt es Kaliumkanile, die in der Lage sind, auf mechanische Reize, auf Anderungen
des pH-Wertes, auf Schwankungen des Membranpotentials oder auf second messenger

7Zu reagieren.
Bei spannungsgesteuerten Kanilen wird das Offnungsverhalten durch Anderungen
im Membranpotential beeinflusst. Der erste spannungsgesteuerte Kaliumkanal wur-

A S1 S2 S3_ S4 S5 S6 B

aullen

innen

T c

Abbildung 1.3: Aufbau eines spannungsabhdngigen Kaliumkanals.

A. Aufbau einer einzelnen a-Untereinheit. Ein solches Protein verfiigt iber sechs Transmembrandomanen
(S1 bis S6), wobei S5 und S6 die Porenregion bilden, wihrend die positiv geladene Helix S4 als Span-
nungssensor dient. Die Porenregion (P) enthélt den Selektivitatsfilter und ist fiir die Spezifitdt des Kanals
verantwortlich. N- und C-Termini sind in der Abbildung verkiirzt dargestellt und enthalten verschiedene
Bindungsstellen fiir modulierende Faktoren. Die Tetramerisierungsdoméne (T1) ist fiir die Selektivitat bei
der Zusammenlagerung zu Tetrameren von Bedeutung. B. Aufsicht auf einen minimalen Kaliumkanal.
Fiir die Bildung eines funktionellen Kanals sind vier a-Untereinheiten mit je einer Porenschleife nétig.
Dabei erfolgt die Interaktion iiber die T1-Domane, die gleichzeitig dafiir sorgt, dass nur nahe verwandte
a-Untereinheiten miteinander einen Kanal bilden kénnen. Die a-Untereinheiten (I bis V) liegen rotations-
symmetrisch um die zentrale Pore (P). Wenn der Kanal aus vier gleichen a-Untereinheiten aufgebaut ist,
spricht man von einem Homomultimer, ist der Kanal aus unterschiedlichen a-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-
liumkanéle. Allgemein werden spannungsgesteuerte Kanile als Kv-Kanéle bezeichnet.
Innerhalb der spannungsgesteuerten Kanéle unterscheidet man die Unterfamilien Kv1
(Shaker) bis Kv12 (ELK). Die a-Untereinheiten der Kv-Kanéle haben sechs Trans-
membrandoménen (S1 bis S6). Dabei bilden S5 und S6 die Porenregion, wohingegen
S4 eine Reihe positiv geladener Aminosduren tragt und als Spannungssensor fungiert
(siche Abbildung 1.3 A). Wenn die Zellmembran depolarisiert wird, wirkt eine Kraft
auf S4, die zu einer Konformationsinderung und damit zum Offnen des Kanals fiithrt
(Sigworth, 1994; Durell et al., 1998; Bezanilla, 2002). Trotz anhaltender Debatten iiber
den exakten molekularen Mechanismus dieses Vorganges (Blaustein und Miller, 2004;
Tombola et al., 2005) herrscht mittlerweile weitgehend Einigkeit dariiber, dass die
Spannungssensoren, im Gegensatz zur frither favorisierten Schraubenbewegung ent-
lang ihrer Lingsachse, beim Offnen des Kanals kippen (Jiang et al., 2003; Blaustein
und Miller, 2004).

Kanéle, die aus vier gleichen a-Untereinheiten aufgebaut sind, werden als Homomulti-
mere bezeichnet (siehe Abbildung 1.3 B). Kv-Kanal-a-Untereinheiten einer Unterfami-
lie kénnen Heteromultimere bilden. Bei Kv1-; Kv2-; Kv3- und Kv4-Kanélen vermittelt
die T1-Doméne die selektive Assemblierung der Unterfamilienmitgliedern (Li et al.,
1992; Shen und Pfaffinger, 1995; Xu et al., 1995). Die tetramerisierten T1-Doménen
befinden sich auf der cytoplasmatischen Seite der Zellmembran und erinnern in ihrer
Form an eine hidngende Gondel (Kobertz et al., 2000; Sokolova et al., 2001). Neben ih-
rer Rolle bei der Zusammenlagerung der a-Untereinheiten sind die T1-Doménen auch

an der Bindung akzessorischer Untereinheiten beteiligt.

1.3 Die Kanale der Kv4-Unterfamilie

Kv4-Kanéle iibernehmen unter anderem im Herzmuskel und im Gehirn wichtige Auf-
gaben (Baldwin et al., 1991). Diese Kanéle vermitteln einen Strom, der bei einer De-

polarisation der Membran schnell aktiviert und dann, ohne dass ein dufserer Reiz notig
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ist, schnell inaktiviert. Der auf diese Weise erzeugte Strom wird als A-Typ-Strom be-
zeichnet. Kv4-Kanéle sind in Kardiomyozyten entscheidend an der Vermittlung eines
schnellen transienten Auswértsstromes I7o beteiligt, der zur initialen Repolarisierungs-
phase des Herzaktionspotentials beitrigt (Dixon und McKinnon, 1994; Dixon et al.,
1996).

In Neuronen zeigen Kv4-Kanéle eine somatodendritische Verteilung (Sheng et al.,
1992; Maletic-Savatic et al., 1995), wobei die Dichte des durch diese Kanéle vermittel-
ten Stroms mit zunehmender Entfernung zum Soma ansteigt (Hoffman et al., 1997).
Auferdem wurde eine postsynaptische Anhéufung dieser Kanéle beobachtet (Alonso
und Widmer, 1997; Kim et al., 2005). In diesen Zellen vermitteln Kv4-Kanéle einen
unterschwellig aktivierenden A-Typ-Strom, der als g4 bezeichnet wird (Serodio et al.,
1994; Chen et al., 2006b; Lauver et al., 2006). A-Typ-Kanéle aktivieren bereits un-
terhalb der Aktivierungsschwelle fiir Aktionspotentiale. Dariiber hinaus kénnen diese
Kanile bei moderater Depolarisierung ohne vorheriges Offnen in einen inaktiven Re-
fraktarzustand gelangen (Jerng et al., 1999; Béahring et al., 2001a). Aufgrund ihrer
elektrophysiologischen Eigenschaften und ihrer subzelluldren Verteilung sind diese A-
Typ-Kanéle in der Lage, die retrograde Ausbreitung von Aktionspotentialen zu damp-
fen (Hoffman et al., 1997). Sie wirken auf diese Weise als ,dendritische Stokddmpfer*
(Yuste, 1997). Dartiber hinaus gewéhrleisten Kv4-Kanile 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-Kanéle im Mausherzen fiir den schnellen transienten
Auswértsstrom verantwortlich sind (Barry et al., 1998). Bei einer Reduzierung dieser
Stromkomponente kam es in den transgenen Tieren zu einer Verlingerung der Herz-
aktionspotentialdauer und des QT-Intervalls. Dariiber hinaus wurde in den transgenen
Ma&usen 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 verkiirzte Form
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gewebsspezifisch exprimiert (Wickenden et al., 1999). Neben der bereits erwahnten
Verlangerung der Herzaktionspotentialdauer wurden bei etwas dlteren Mausen 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 Auswértstromes, entwickelte aber keine Hypertrophie (Guo et al., 2005). Dartiber
hinaus zeigte diese Maus bei gleichbleibender Kv4.3-Expression eine starke Verringe-
rung der KChIP2-Expression in den Ventrikeln, wahrend die langsame Komponente
des Iro anstieg (Guo et al., 2005). Diese Ergebnisse wurden in einer Folgestudie an
der gleichen Mauslinie bestatigt (Chen et al., 2006b). Dariiber hinaus zeigten die Hip-
pokampi der Knockout-Méuse eine Verringerung der Level von KChIP1, KChIP2 und
KChIP3 um 30 bis 70% (Chen et al., 2006b; Menegola und Trimmer, 2006). Aukerdem
wurde der A-Typ-Strom im distalen Dendriten von CAl-Neuronen nahezu vollstan-
dig eliminiert. In solchen Zellen war es einfacher, mittels Tetasignalpaarungsprotokoll,
nicht aber mittels Sattigungsprotokoll LTP zu induzieren (Chen et al., 2006b). In
einer weiteren Studie wurde in diesen Kv4.2-Knockout-Mé&usen eine erhchte Sensitivi-

tit gegentiber Schmerz beschrieben (Hu et al., 2006).

1.4 Die akzessorischen Untereinheiten der Kv4-
Kanale

In heterologen Expressionsstudien, z. B. in Xenopus-Oozyten (Baldwin et al., 1991),
zeigten reine Kv4.2-a-Strome deutliche Unterschiede zu nativen A-Typ-Strémen in
Neuronen (Nadal et al., 2001). Da nach der Transfektion cerebelldrer 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-a-
Untereinheiten im Laufe der Translation als Ursache fiir die beobachteten Effekte
ausgeschlossen werden (Nadal et al., 2003). Die Koinjektion von niedermolekularen
mRNA-Fraktionen aus dem Rattenhirn fithrte in Xenopus-Oozyten zu einer Ande-
rung in den kinetischen Eigenschaften der gemessenen Kv4-Strome. Es wurde daher
die Existenz weiterer Proteine postuliert, die das Schaltverhalten von Kv4-Kanélen

modulieren kénnen (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 Aminoséuren),
die zur Proteinfamilie der neuronalen Calcium-Sensoren (NCS) gehéren (Burgoyne und
Weiss, 2001). Eng mit den KChIPs verwandt ist das Frequenin (NCS-1), welches auch
mit Kv4-Kanélen interagieren kann (Nakamura et al., 2001; Zhang et al., 2003). Die
KChIPs unterscheiden sich in ihren N-Termini, wihrend die C-terminale Doméne 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 kénnen (siche
Abbildung 1.4). Alle vier Mitglieder der Familie kénnen mit Kv-Kanélen 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 lasst aber vermuten, dass weitere Splice-Varianten gebildet werden kénnen
(An et al., 2000; Boland et al., 2003; Van Hoorick et al., 2003; Pruunsild und Timmusk,
2005). Die Variante KChIPla (auch KCNIP1-IbAII) ist im humanen Gehirn und im
Riickenmark 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 stiarker (Boland et al., 2003;
Pruunsild und Timmusk, 2005). Die dritte Variante KCNIP1-IaAIl ist im Menschen
hauptséchlich in Kleinhirn, Riickenmark und Hoden exprimiert, dariiber hinaus finden
sich schwache Expressionen in Grofhirn, Prostata, Milz und einigen anderen Geweben
(Pruunsild und Timmusk, 2005). In der Maus wird diese Variante sehr stark im Gehirn

exprimiert, dariiber hinaus auch in Lunge und Hoden (Pruunsild und Timmusk, 2005).
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Die Expression von KCNIP1-IaAIl 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 erhdhen (Boland et al., 2003; Van Hoorick et al., 2003). Es wurde berichtet,
dass die Isoform KChIPla die Erholung aus der Inaktivierung beschleunigt, wéh-
rend KChIP1b diese verlangsamt (Van Hoorick et al., 2003). Die frequenzabhéngige
Akkumulation der Inaktivierung wurde durch KChIP1b erhoht und durch KChIP1la
reduziert (Van Hoorick et al., 2003). In einer zweiten Arbeit konnte die gegensétzli-
che Wirkung dieser beiden KChIP1-Splice-Varianten nicht bestétigt werden. Allerdings
zeigte KChIP1b fast keinen Effekt auf die Erholung aus der Inaktivierung, wéhrend
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-
glinstigen. Mutationen, die die Funktion der EF-Hand-Motive oder Myristoylierungs-
stellen zerstoren, beeintrichtigten 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 dariiber hinaus noch
weitere Sequenzen hinterlegt. Die humane Splice-Variante KChIP2a (auch KChIP2.4
oder KCNIP2-Ta) ist hauptsdchlich im Gehirn exprimiert, die entsprechende Maus-
Variante dariiber hinaus noch im Herzen (Pruunsild und Timmusk, 2005). KChIP2b
(auch KChIP2.1 oder KCNIP2-IaAIIb) 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). KChIP2¢ (auch

Variabler EF-Hand Abbildung 1.4: Schematischer Aufbau der akzessorischen
N-Terminus 1 2 3 4 KChIP2-Untereinheit.

KChIPs gehdren zur Familie der Calcium-bindenden Proteine.

N —C Die Bindung erfolgt iiber EF-Hande, von denen das Protein

drei aktive (dunkelblau) und eine degenerierte (hellblau)

(inaktiv) enthilt. Es gibt vier verschiedenen KChIP-Gene. Diese unter-

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


www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
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KChIP2.2 oder KCNIP2-IaAllab) wird am stérksten im humanen Herzen, dariiber
hinaus aber auch im Thymus und in der Luftrohre exprimiert. Bei Mausen 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-IbAllab) 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-IcAllab 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 vollig.

Fiir KChIP2 wurden starke Effekte auf Kv4-Kanéle beschrieben (An et al., 2000; Béih-
ring et al., 2001b; Decher et al., 2004). So wird die A-Typ-Stromdichte bei Koexpression
mit KChIP2.2 im heterologen Expressionssystem enorm erhoht, gleichzeitig wird eine
Umverteilung der Kv4-Kanile in die Peripherie der Zelle beobachtet (Bihring et al.,
2001b). Die initiale Phase der Inaktivierung wird verlangsamt, die Erholung aus der
Inaktivierung dagegen enorm beschleunigt (Biahring 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 vergrofert wird (Bahring et al.,
2001b). Dartiber 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-Kanéle
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 Iro-Gradient korreliert nicht etwa mit unterschiedli-
chen Kanalmengen, sondern mit einem KChIP2-Gradienten (Rosati et al., 2001). Eine
KChIP2-Knockout-Maus zeigte einen nahezu vollstdndigen Verlust des I7o (Kuo et al.,
2001).

Fiir KChIP3 wurden zwei héaufige Splice-Varianten gefunden. KChIP3-Ia (auch
KChIP3) ist im Menschen hauptséchlich im Zentralnervensystem, in den Nieren sowie

in den Speichel- und Brustdriisen exprimiert. In der Maus dagegen ist diese Variante

10
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auf das Gehirn beschrankt, kommt dort aber, wie beim Menschen, in allen Regionen
vor (Pruunsild und Timmusk, 2005). Auferdem wurde eine weitere Splice-Variante
(KChIP3-IbAII) 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 erhchen, die Erholung aus der Inaktivierung zu beschleunigen und die
initiale Phase der Inaktivierung zu verlangsamen (An et al., 2000). Fiir 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 Préseniline zu binden und die proteolytische
Spaltung von Présenilin 2 zu beeinflussen (Buxbaum et al., 1998). Da Calsenilin da-
riiber hinaus proapoptotisch wirken kann (Lillichook et al., 2002), wird spekuliert, dass
die chronische Steigerung des Calsenilin-Levels einen Risikofaktor fiir 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-abhéngiger Art und Weise regulieren kann (Mellstrom und Naranjo,
2001). Es wurde urspriinglich als Transkriptionsrepressor fiir das humane Prodynor-
phin-Gen entdeckt (Carrion et al.,, 1998, 1999). In Abwesenheit von Calcium bindet
DREAM mit hoher Affinitdt an eine regulatorische Sequenz des Prodynorphin-Gens,
wahrend es nach Calcium-Bindung eine Konformationsénderung erfihrt, die diese Af-

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

Eine DREAM-Knockout-Maus zeigte eine normale Entwicklung ohne anatomische De-
fekte, dariiber hinaus waren weder Herzfunktion, Présenilin-Abbau noch Lernfdhig-
keit oder Erinnerungsvermogen verdndert (Cheng et al., 2002). Als gravierender Un-
terschied zum Wildtyp wurde allerdings eine starke Erhéhung der Schmerztoleranz
festgestellt (Cheng et al., 2002). Eine weitere Gruppe bestétigte die herabgesetzte
Schmerzempfindlichkeit, war aber nicht in der Lage, das dafiir vorgeschlagene Wirk-

modell zu bestétigen (Lillichook et al., 2003). Diese zweite Gruppe fand stark vermin-
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derte Mengen der Prasenilin-Abbauprodukte A340 und AB42 im Cerebellum. Es kann
daher davon ausgegangen werden, dass Calsenilin in vivo in der Lage ist, die Spaltung
der Préseniline durch v-Sekretase zu beeinflussen. Aufterdem wurde eine Erhohung
der Langzeitpotenzierung gemessen, die der Rolle des DREAM /Calsenilin/KChIP3

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

Von KChIP4 sind im Menschen sechs wichtige Isoformen bekannt. KCNIP4-Ia (auch
KChIP4bl oder CALPgs) zeigt eine starke Expression, die in Mensch und Maus auf
das Gehirn beschriankt ist (Pruunsild und Timmusk, 2005). KCNIP4-TaAIl (auch
CALPy;6) wurde ausschlieflich im menschlichen Gehirn gefunden (Pruunsild und Tim-
musk, 2005). Im Maushirn wird es ebenso wie KCNIP4-IbAIT und KCNIP4-IcAIl nicht
exprimiert, KCNIP4-IbAII zeigt eine Expression in Gehirn, Riickenmark, Diinndarm
und Magen, KCNIP4-IcAll zeigt eine starke Expression, die auf die Nieren beschrankt
ist (Pruunsild und Timmusk, 2005). KCNIP4-IdAIT (auch KChIP4a) und KCNIP4-
[eAIl wurden dagegen sowohl beim Menschen als auch bei der Maus ausschliefllich im

Zentralnervensystem gefunden (Pruunsild und Timmusk, 2005).

KChIP4 ist in der Lage, die Stromdichte von Kv4.2 zu erhchen, die initiale Phase
der Inaktivierung extrem zu verlangsamen und die Erholung aus der Inaktivierung zu
beschleunigen (Morohashi et al., 2002). Dariiber hinaus bindet KChIP4 an Présenilin
2, hat aber im Gegensatz zu KChIP3 keinen Einfluss auf die Stabilitdt des Présenilin-

Komplexes (Morohashi et al., 2002).

1.4.2 Die Dipeptidylaminopeptidase-dhnlichen Proteine
(DPPs)

Eine zweite Gruppe von akzessorischen Untereinheiten wurde mit den Dipeptidyl-
aminopeptidase-dhnlichen Proteinen im Jahr 2003 entdeckt (Nadal et al., 2003). Fiir
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 verfiigt tiber eine Transmembranregion (hellblau), die das Protein in einen kurzen cytoplasmatischen
und einen langen extrazelluldren Anteil untergliedert. Der extrazelluldre Teil enthdlt neben einer inaktiven
Aminopeptidase-Domine (altrosa) eine cysteinreiche Doméne (dunkelblau) und mehrere Glykosylierungs-
stellen. Von DPPX sind fiinf humane SpliceVarianten bekannt, die sich in ihren N-Termini unterscheiden.
Dariiber hinaus existiert mit DPPY ein weiteres, nahe verwandtes Protein, das ebenfalls in der Lage ist,
als akzessorische Untereinheit an Kv4-Kanile zu binden. Von DPPY sind vier humane Splice-Varianten
bekannt, die sich ebenfalls nur im N-Terminus unterscheiden.

Funktion als §-Untereinheiten von Kaliumkanélen, 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 fiir DPPX noch fiir DPPY eine enzymatische Aktivitét

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

Das zuerst entdeckte DPPX, welches auch als DPP6 bezeichnet wird, ist ein grofes
transmembranéres Protein, von dem in der Ratte fiinf Isoformen bekannt sind (Nadal
et al., 2006). Wahrend die grofse extrazelluldre Doméne in allen Splice-Varianten iden-
tisch ist und eine cysteinreiche Doméne sowie eine inaktive Aminopeptidasedoméne
enthélt, unterscheiden sich die Isoformen in ihren intrazelluldren N-Termini (siehe Ab-
bildung 1.5). Die Kristallstruktur der Extrazellulairdoméne des DPPX enthiillte eine
achtblattrige S-Propellerstruktur und erhéhte Elektronendichten an sechs der sieben
putativen Glykosylierungsstellen (Strop et al., 2004). Dariiber hinaus wurde in der
Kristallstruktur eine verdnderte Geometrie des aktiven Zentrums der Enzymdoméne
festgestellt, so dass nicht davon ausgegangen werden kann, dass entsprechende Substra-
te binden kénnen (Strop e al., 2004). Ahnliche 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-
Domaéne als inaktiv, auch der Austausch des Aspartats gegen ein Serin, wodurch das
aktive Zentrum des DPPIV simuliert wurde, fiihrte nicht zu einer erhéhten enzymati-

schen Aktivitdt von DPPX (Kin et al., 2001).
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Eine DPPX-Variante ist auf das embryonale Stadium beschrankt (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 ausschlieflich in dorsalen Wurzelganglien ex-
primiert (Nadal et al., 2006). Wahrend zwei weitere Isoformen, DPPX-L und DPPX-K
(auch DPPX-N, Ren et al., 2005), fast ausschliefslich auf das Gehirn beschrankt sind
(Wada et al., 1992; Nadal et al., 2006), wurde DPPX-S zusétzlich 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 Erho-
hung der Stromamplitude, zudem werden die Zeit bis zum Erreichen des Maximalstro-
mes verkiirzt und die Inaktivierung beschleunigt (Nadal et al., 2003). Dariiber 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 Stréome 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
Zelloberflache 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 Oberflachenexpression des Kv4.2-Kanals durch KChIPs (An et al., 2000; Biahring
et al., 2001b), ist DPPX drei bis fiinf 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
intrazelluldren N-Terminus. DPPX und DPPY haben einen sehr d&hnlichen Aufbau. So
liegt die Homologie auf Aminosiure-Ebene in der Extrazellulardoméane bei etwa 50 %,
wahrend die Extrazellulardoméanen von DPPY und DPPIV lediglich zu einem Drittel
ibereinstimmen. Ebenso wie DPPX ist DPPY glykosyliert (Chen et al., 2006a) und
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besitzt kein enzymatisch aktives Zentrum in der Aminopeptidase-Doméne (Qi et al.,
2003). Im Menschen wird DPPY im Gehirn, in den dorsalen Wurzelganglien, im Gan-
glion nodosum, in der Bauchspeicheldriise, 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 urspriinglich 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). Dariiber 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 Bauchspeicheldriise des
Menschen nur die Splice-Varianten C und D gefunden, Gleiches gilt fiir die Bauch-
speicheldriise der Ratte (Takimoto et al., 2006). In der Elektrophysiologie zeigen die
untersuchten Splice-Varianten nahezu gleiche Effekte auf Kv4-Kanéle (Takimoto et al.,
2006). Ahnlich wie DPPX steigert DPPY die Stromdichte, verkiirzt 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 aufserdem eine Verschiebung der steady-state-Inaktivierung von Kv4.2 und Kv4.3
um -20 mV beobachtet (Jerng et al., 2004b; Ren et al., 2005). Fiir 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 Zelloberfliche zu erreichen und
die Oberflachenexpression von Kv4.2 zu erhohen (Jerng et al., 2004b; Chen et al.,

2006a).

1.5 Zielsetzung

Der Einfluss akzessorischer G-Untereinheiten, wie KChIPs oder DPPs, auf das Trans-
portverhalten von Kv4.2-a-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 J-Untereinheiten fiir die subzelluldare Lokalisation und
die funktionelle Oberflachenexpression von Kv4.2-a-Untereinheiten in hippokampalen

Neuronen aufzukléren.

(1) Es sollte eine Knockdown-Strategie erarbeitet werden, mit deren Hilfe die Menge
einzelner $-Untereinheiten in den Neuronen herunterreguliert und somit ihr Ef-
fekt auf die subzelluldre Lokalisation der Kv4.2-a-Untereinheit eliminiert werden

kann.

(2) Es sollten aufserdem modifizierte Kanal-Untereinheiten erzeugt werden, die zum
einen eine Bindungsdefizienz aufweisen und zum anderen eine einfache Visuali-

sierung ihrer funktionellen Integration in die Zellmembran erméglichen.
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aterialien

2.1 Chemikalien, Enzyme und Gebrauchsmateria-
lien

Soweit nicht anders angegeben, wurden sdmtliche Chemikalien von den Firmen Sigma-
Aldrich (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt) bezogen. Die Zu-

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

Enzyme, Kits, Nukleosidtriphosphate und sonstige Verbrauchsmaterialien wurden bei
Ambion Europe (Grofbritannien), GE Healthcare (Miinchen), BD Biosciences (Hei-
delberg), Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-Nagel (Diiren), 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 (Grofsbritannien) bestellt.

Gibco Invitrogen Corporation (Karlsruhe) lieferte die Zellkulturmedien und die Trans-
fektionsreagenzien. Dariiber hinaus wurde Fugene6 (Roche Diagnostics, Penzberg) ver-

wendet.

Als Zentrifugen dienten die Modelle 5415R bzw. 5804R (beide Eppendorf, Hamburg)
und fiir Zellsuspensionen eine Minifuge GL (Heraeus, Hanau). Das Rollrad wurde von

Gerlinde Kisker (Steinfurt) bezogen.

Geschiitzte 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 Nahrmedien

2 MATERIALIEN

Bakterielle Nahrmedien wurden autoklaviert und nach dem Abkiihlen nach Bedarf mit

Antibiotika (Ampicillin 100 mg/1 bzw. Kanamycin 30 mg/1) versetzt.

LB-Medium
LB-Platten

10 g/1 NaCl, 10 g/1 Trypton, 5 g/l Hefe-Extrakt, pH 7,4
15 g/1 Agar in LB-Medium

2.3 Bakterienstamme

FEscherichia coli XL1-Blue

2.4 Vektoren

pcDNA3, pcDNAG6

pcDNAS5/FRT,
pEF5/FRT/V5

pOG44

pSilencer 2.0-U6,
pSilencer 3.0-H1

pd2EGFP-N1

pGEM HEJuel

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supFE44, relAl lac
[F'proAB lacll ZAM15Tn10(Tet’)] (Invitrogen, Karls-
ruhe)

Expressionsvektoren fiir heterologe Expression in kulti-
vierten Sdugerzellen (Invitrogen, Karlsruhe)

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

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

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

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

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 aufgefithrten 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-a-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-a-Untereinheit wurde ein Ham-
agglutinin-Epitop (HA-Epitop, Aminosduresequenz -YPYDVPDYA-) in die erste ex-
trazelluldre Schleife (zwischen Aminoséure 216 und 217) kloniert (Callsen et al., 2005).
Dieses Epitop ist immunzytochemisch im Extrazellularraum zugénglich, wenn diese

Kanaluntereinheit in die Plasmamembran integriert ist.

hKv4.2A14K-HA. Dieses Konstrukt enthélt zusatzlich zum extrazellularen 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
eingefiigt, die die KChIP2-Interaktion verhindert (Callsen et al., 2005).

hKv4.2A14K-HA-EGFP. In das hKv4.2wt-HA-EGFP wurde die Mutation A14K
eingefiigt, die die KChIP2-Interaktion verhindert (Callsen et al., 2005).

hKv4.2-600A-HA-EGFP. Durch Deletion der letzten 30 Aminoséuren 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 eingefiigt.

Die folgenden akzessorischen 3-Untereinheiten wurden in dieser Arbeit verwendet.
hKChIP2.1 (NM 014591, An et al., 2000).
hKChIP2.2 (NM 173191, Béhring et al., 2001b).

hDPPX-S (NM 001936, Wada et al., 1992). In dieser Arbeit wurde ausschliefslich
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 kénnen, wurden die
folgenden Fusionsproteine mit dem destabilisierten Fluoreszenzmarker dA2EGFP 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 fiir
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 Grollenstandards

Smart DNA Ladder 14 Banden von 200-10.000 bp mit unterschiedlichen
Intensitdten zur Abschéitzung der DNA-Konzentration
(15-100 ng) (Eurogentec, Koln).

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

Erstantikorper

anti-HA

panKChIP

anti-MAP2

anti-NFH

anti-GFP

Zweitantikorper

anti-Maus Alexab546

anti-Maus Cyb

anti-Kaninchen Cy3

anti-Ratte Cyb

anti-Ratte Alexab46

anti-Maus HRP
anti-Ratte HRP
anti-Kaninchen HRP

2.8 Zelllinien

CHO

HEK?293

1:500 fiir Westernblot, monoklonaler Antikérper aus Ratte,
Klon 3F10, gerichtet gegen das Epitop YPYDVPDYA (Roche
Diagnostics, Penzberg)

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

1:1.000 fiir Immunzytochemie, polyklonaler Antikérper aus
Kaninchen, gerichtet gegen MAP2 aus dem Rattenhirn
(Chemicon, Grokbritannien)

1:500 fiir Immunzytochemie, monoklonaler Antikorper aus
Maus (Klon N52), gerichtet gegen die H-Kette aus Schwein
(Chemicon, Grokbritannien)

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

1:2.500, (IgGy) aus Ziege, affinitdtsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Invitrogen, Karlsruhe)

1:1.000, (H+L) aus Esel, affinitdtsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Jackson Immuno Research Europe, Grofbritannien)

1:2.000, (H+L) aus Esel, affinitdtsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Jackson Immuno Research Europe, Grofbritannien)

1:2.000, (H+L) aus Maus, affinitdtsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Jackson Immuno Research Europe, Grofbritannien)

1:2.500, (H+L) aus Ziege, affinitdtsgereinigt und kreuzad-
sorbiert (Invitrogen, Karlsruhe)

1:5.000, aus Schaf (Dianova, Hamburg)
1:1.000, F(ab’2) Fragment aus Ziege (Dianova, Hamburg)
1:5.000, aus Ziege (Vector Laboratories, USA)

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

Humane embryonale Nierenzellen (DSMZ Nr. ACC 305).

21



2 MATERIALIEN

Fiir die Herstellung stabiler Zelllinien wurden Zellen verwendet, die eine vorgeform-
te Integrationsstelle besitzen, wodurch das Einbringen zusétzlicher DNA ins Genom

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

HEK?293-Flp-In Humane embryonale Nierenzellen
3T3-Flp-In Embryonale Mausfibroblasten

2.9 Tiere zur Gewebeentnahme

Afrikanischer Krallenfrosch (Xenopus laevis). Die aus weiblichen afrikanischen
Krallenfroschen gewonnenen Qozyten wurden fiir die Zwei-Elektroden-Spannungs-
klemme verwendet. Um Kanalproteine zu exprimieren, wurde entsprechende cRNA

in die Eizellen injiziert.

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

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

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

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

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 -80°C gelagerten Dauerkultur von FE.-coli-XL1-Blue-Zellen wurde ein
Aliquot entnommen, auf einer LB-Platte ohne Antibiotikum ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37°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 37°C und 225 upm inkubiert. Anschliefend wurden die
Bakterien 10 Minuten auf Eis abgekiihlt und zentrifugiert (10 min, 5.000xg, 4°C). Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 % des urspriinglichen Kulturvolumens
eiskalten T'SS-Puffers aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde sofort danach in

500-pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.1.2 Transformation von Bakterien

Fiir die Transformation der kompetenten E.-coli-XL1-Blue-Zellen wurden die gefrore-
nen Bakterien langsam auf Eis aufgetaut. Fiir einen Transformationsansatz wurde die
entsprechende DNA mit 20ul 5xKCM gemischt und mit ddH,O auf ein Gesamtvolu-

men von 100 ul gebracht. Nach Zugabe von 100 ul aufgetauter Bakteriensuspension
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und vorsichtigem Mischen inkubierten die Ansétze 20 Minuten auf Eis. Nach einem
Hitzeschock (5 min, 37°C) wurde 1 ml vorgewérmtes LB-Medium ohne Antibiotikum
zum Ansatz gegeben, es folgte eine weitere Inkubation (40 min, 37°C). Die trans-
formierten Bakterien wurden auf LB-Platten mit einem entsprechenden Antibiotikum
ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fiir eine weitere
Vermehrung der Bakterien wurden einzelne Kolonien gepickt. Die Platten wurden bei

4°C gelagert.

3.1.3 Praparation von DNA aus Bakterienkulturen

Um schnell groke Mengen eines Plasmid zu erhalten, kamen Bakterienkulturen zum
Einsatz. Plasmide verfiigen normalerweise iiber 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 konnen, die das Plasmid tragen. Dariiber hinaus haben die meisten heute
verwendeten Plasmide einen high-copy-Promotor, der dazu fiihrt, dass sich in einem

einzelnen Bakterium mehrere hundert Plasmide ansammeln.

3.1.3.1 Préaparation aus 3-ml-Bakterienkulturen (Miniprep)

Fiir die Minipraparation wurden 3 ml LB-Medium unter Zusatz eines entsprechenden
Antibiotikums mit einer Einzelkolonie des plasmidtragenden FE.-coli-Stammes ange-
impft und tiber Nacht im Warmeschiittler inkubiert (37°C, 225 upm). Anschliefsend
wurden 2 ml dieser Kultur mit einem Miniprep-Kit (GE Healthcare, Miinchen) aufge-

arbeitet. Die Plasmid-DNA wurde in 50 ul HyO aufgenommen und bei 4°C gelagert.

3.1.3.2 Préaparation aus 50-ml-Bakterienkulturen (Midiprep)

Die Praparation der DNA aus einer 50-ml-Kultur wurde mit dem Nucleobond AX-
System (Macherey-Nagel, Diiren) nach dem entsprechenden Protokoll durchgefiihrt.
Die Ausbeute der DNA wurde photometrisch (sieche Abschnitt 3.1.6.2) bestimmt und
die Konzentration auf 1 pg/ul eingestellt.
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3.1.4 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

Die Isolierung von DNA erfolgte nach der gelelektrophoretischen Auftrennung (siche
Abschnitt 3.1.6.1) und dem Ausschneiden des DNA-haltigen Gelstiicks. Nach Auflosen
der Gelmatrix in 300 pl Capture-Puffer (10 min bei 60°C) wurde die DNA iiber GFX-

Séulen (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 durchgefiihrt. Glasgerdte wurden iiber
Nacht ausgebacken (240°C), Einweggerite aus gesonderten Vorrdten genommen und
wassrige Losungen mit Diethylpyrocarbonat-behandeltem Wasser angesetzt. Es kamen

ausschlieklich Filterspitzen zum Einsatz.

Durch Restriktionsverdau (siehe Abschnitt 3.1.7.1) wurden 2 ug des entsprechenden
Vektors in einem Volumen von 100 pul 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 fiir eine Stunde bei -80°C gefillt. Das
nach der Zentrifugation verbleibende Pellet wurde mit 500 1 70% Ethanol gewaschen
und die DNA in 6,5 ul DEPC-Wasser aufgenommen.

Nach der Aufreinigung folgte die in-vitro-Transkription der mRNA. Hierzu wurden
nach Herstellerangaben 6 ul der aufgereinigten DNA-Losung mit Hilfe des
mMESSAGE mMACHINE in vitro Transcription Kit (Ambion, USA) transkribiert.
Die synthetisierte RNA wurde einer Extraktion mit Phenol und Chloroform unterzo-
gen, geféllt (siehe oben), in 20 ul DEPC-Wasser aufgenommen und bei 57°C gelost.
Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

3.1.6 Nachweis von Nukleinsauren

Fiir viele Versuche ist die Qualitdt und Quantitdt der Nukleinsduren von entscheiden-

der Bedeutung. Die experimentellen Moglichkeiten, eine Aussage iiber die Eigenschaf-
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ten der Nukleinsduren 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 Grofe
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 pg/ml
Ethidiumbromid zugesetzt, welches in DNA interkaliert und diese unter UV-Licht

(356 nm) sichtbar macht (Gel-Dokumentationssystem BioDoc II, Biometra, Gottin-
gen).

3.1.6.2 Photometrische Bestimmung der DN A-Konzentration

Die Ausbeute der préaparierten DNA (siche Abschnitt 3.1.3.2) wurde mit dem Gene-
Quant-RNA /DNA Calculator (Amersham-Bioscience, Freiburg) bestimmt. Die DNA-
Losung wurde mit einer ausreichenden Menge Wasser verdiinnt und die Absorption bei
260 und 280 nm gegen Wasser als Blindwert gemessen. Das Verhéltnis der Absorption
bei 260 und 280 nm gilt als Mafs fiir die Reinheit der DNA-Préaparation.

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
(Aex = 480 nm und A, = 520 nm, Perkin Elmer LS 50B) der mit RiboGreen versetz-
ten und in TE-Puffer ausreichend verdiinnten RNA-Losung (sieche 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-Sequenziergerit (Perkin-Elmer, Rodgau-
Jiigesheim) durchgefiihrt. Die Aufarbeitung der Sequenzierproben und die Bedienung
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des Sequenziergerétes erfolgten durch die Mitarbeiter des Sequenzierservice-Labors des

ZMNH.

3.1.7 Modifikationen von DNA

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden die fiir Kanalunterein-
heiten kodierenden cDNAs manipuliert, um so gezielt Anderungen in die Kanalproteine

einzufiigen.

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,
Tonenkonzentrationen) stellen, ist es schwierig, ein allgemein giiltiges Protokoll fiir die
Restriktionsverdaue anzugeben. Verallgemeinert lasst sich sagen, dass bei der Wahl
von Puffern, Enzymmenge und Reaktionstemperatur auf die Herstellerangaben zu-
riickgegriffen wurde. Die Reaktion erfolgte fiir etwa 2 Stunden, anschliefsend wurde
der Ansatz nach Herstellerangaben hitzeinaktiviert, iiber eine Sdule 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 moglich, 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) fiir 2 Minuten bei 37°C inkubiert.

3.1.7.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Das einzufiigende DNA-Fragment wurde im Uberschuss mit dem geschnittenen Vektor
gemischt und in einem Reaktionsvolumen von 20 pl mit 1 unit T4-DNA-Ligase (MBI
Fermentas, St. Leon-Rot) inkubiert. Die Reaktion erfolgte entweder 3 Stunden bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 16°C.
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3.1.7.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 25 ul durchge-
fiihrt. 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 giiltiges
PCR-Protokoll anzugeben. Stellvertretend soll hier ein typischer PCR-~Ansatz fiir eine

Polymerase ohne Korrekturlesefunktion wiedergegeben werden:

20 bis 50 ng DNA,

e 25 pM 5’-Primer,

25 pM 3’-Primer,

1 mM dNTPs (Amersham-Bioscience, Freiburg),

2,5 ul 10-fach PCR-Puffer,

2,5 mM MgCls,
e 1 ul DMSO,

e 0,5 bis 1 unit Tag-Polymerase und

Wasser ad 25 pul.

Das verwendete Programm des Thermocyclers war abhingig von der Schmelztem-

peratur der verwendeten Oligonukleotide und von der Lange des zu amplifzierenden

Schritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Pradenaturierung 95°C 30 s 1x
Denaturierung 95°C 30 s

Hybridisierung T, —5C 30 s 25x%
Elongation 72°C 1 min/kb

Abschluss-Synthese 72°C 2 min 1x

Tabelle 3.1: Standardprogramm fiir die PCR.

Dieses beispielhafte Programm besteht aus 25 Amplifikationszyklen. Die Schmelztemperatur T}, muss
je nach verwendeten Primern variiert werden, mit Erhdhung dieser Temperatur steigt die Spezifitat der
PCR. Eine zweite Variable ist die Elongationszeit. Sie ist abhéngig von der Lange 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 fiir 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 Einfiithrung der verwendeten Punktmutationen in den Kv4.2-N-Terminus wurde ei-
ne overlap-Strategie verwendet. Dazu wurden zwei Primer designt, die komplementar
zur Umgebung der zu mutierenden Stelle waren, aber die Mutation trugen. Dariiber 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 iiberlappend 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 eingefiigt werden konnen (sieche Abschnitt 3.1.8.1). An Stelle der mutierten
Primer wurden Primer verwendet, die komplementér zu den die Deletion flankierenden

Bereichen waren.
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3.1.9 Computergestiitzte 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) ausgefiihrt.

3.1.10 RNA-Interferenz

RNA-Interferenz ist ein Phanomen, das Anfang der 90er Jahre durch Zufall entdeckt
wurde (Napoli et al., 1990). In den folgenden Jahren wurde der molekulare Mechanis-
mus weitgehend aufgeklart (Fire et al., 1998; Tuschl et al., 1999). Obwohl inzwischen
einige gute Ubersichtsartikel existieren (Hannon, 2002; Arenz und Schepers, 2003;

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

Mittels RNA-Interferenz kénnen mRNAs spezifisch zerstort werden, so dass die Bil-

dung des zugehorigen Proteins unterbunden wird. Die spezifischen Ausloser fiir die

Haarnadel- ~
RNA ~
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Spaltung der mRNA mRNA
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Abbildung 3.1: Mechanismus der RNA-Interferenz.

Fiir das Auslosen einer RNA-Interferenz werden siRNAs benétigt. In dieser Arbeit wurden synthetische
siRNAs eingesetzt. AuRerdem 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 komplementaren Zielsequenz
in der mRNA, woraufhin diese vom RISC-Komplex gespalten wird. Die durch diese Spaltung entstehenden
ungeschiitzten Enden sind Angriffspunkte fiir endogene RNasen, die die mRNA effizient abbauen.
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RNA-Interferenz sind kurze doppelstréangige RNAs, die am 3’-Ende einen Zwei-Basen-
Uberhang besitzen. Die Linge dieser sogenannten siRNAs betrigt 21 bis 23 Nukleotide
(Elbashir et al., 2001). Neben der direkten Applikation von siRNAs kann jede belie-
bige doppelstriangige RNA RNA-Interferenz auslosen, 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
komplementér zu den siRNAs sind (Elbashir et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl doppelstréangige synthetische siRNAs als
auch durch Transkription aus Plasmiden erzeugte Haarnadel-Konstrukte verwendet.
Letztere miissen durch Dicer prozessiert werden, um in der Zelle als wirksame siRNAs

vorzuliegen.

3.2 Zellbiologische Methoden

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

ine in einer physiologischen Umgebung zu untersuchen.

3.2.1 Zellkultur

Fiir diese Arbeit wurden sowohl immortalisierte Krebszelllinien als auch primére Neu-
ronen verwendet. Im Gegensatz zu immortalisierten Linien ist die Kultur von Primér-
zellen aufwendiger, durch die begrenzte Lebensdauer miissen in regelméfigen Abstéan-
den neue Zellen aus Versuchstieren gewonnen werden. Dafiir entsprechen Primérzellen

deutlich eher den nativen Zellen im Organismus.

3.2.1.1 Routinehaltung von immortalisierten Zellen

Die Zellen wurden in 7 ml Nidhrmedium in 25 cm? groRen Zellkulturflaschen (Nunc, Dé-
nemark) kultiviert. Als Ndhrmedien dienten MEM-alpha-Medium fiir die CHO-Zellen
und Dulbeccos MEM/NUT-Mix F12 fiir 3T3- und HEK293-Zellen (beide Gibco, Invi-
trogen, Karlsruhe), denen jeweils 10 % fetales Kélberserum (v/v) (Biochrom, Berlin)

und 1% PSG-Lésung (v/v) (Invitrogen, Karlsruhe) zugesetzt wurden.
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Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau) bei
Standardbedingungen (37°C, 5% COy). 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 gelost. Nach 2 bis 5 Minuten wurde die enzymatische
Reaktion durch Zugabe von 5 ml frischem Medium abgestoppt. Die Zellsuspension
wurde in ein 15-ml-Réhrchen tiberfithrt und zentrifugiert (2 min, 1.200 upm). Das Se-
diment wurde in frischem Medium resuspendiert und die Zellkonzentration mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Fiir die fortlaufende Kultur wurden die Zellen
in der Regel mit einer Dichte von 4 - 10* Zellen je ml ausgeséit und hatten nach 2 bis 3
Tagen im Brutschrank eine ausreichende Dichte erreicht, so dass sie erneut passagiert

werden konnten.

3.2.1.2 Primarkultur hippokampaler Neuronen

Schwangere Wistar-Ratten wurden 18 Tage nach der Begattung (E18) mit Trocken-
eis betdubt und dekapitiert. Das Fell der Ratten wurde desinfiziert, der Bauchraum
geoffnet und die beiden Horner des Uterus wurden entfernt. Die Embryonen wur-
den herauspréapariert und ebenfalls dekapitiert. Anschliefsend wurden die Gehirne aus
den Schéadeln entfernt, die Hippokampi wurden préapariert und von den sie umge-
benden Hirnhduten befreit. Die Gehirne lagerten wahrend der Préparation in HBSS
mit PS. Anschliefsend wurden die Hippokampi in einem 15-ml-Réhrchen gesammelt
und in einem Gesamtvolumen von 5 ml mit 0,5 ml 2,5%iger Trypsin/EDTA-Losung
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 1,5-10° Zellen je ml eingestellt und auf Poly-L-Lysin-
beschichteten Deckglaschen ausgesét. 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, dafiir
aber AraC (5 uM). Es wurde lediglich die Hélfte des Mediums entfernt und durch
neues ersetzt, um von den kultivierten Zellen abgegebene Faktoren nicht vollstéandig
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 Nukleinsduren in eukaryotische
Zellen. Auf diese Weise kénnen Zellen zum Beispiel gezwungen werden, ein spezifisches
Protein zu exprimieren. Auch wenn die Transfektion im Detail noch nicht vollstdndig

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 Nukleinsduren
und positiv geladenen Reagenzien und der Verschmelzung dieser Komplexe mit der
Zellmembran. Als Transfektionsreagenzien kamen Lipofect AMINE bzw. dessen Nach-
folgepraparat Lipofect AMINE 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) und Fugene6 (Roche Dia-
gnostics, Penzberg) zum Einsatz. Die Transfektion erfolgte einen Tag nach Ausplattie-
ren der Zellen in den Kulturschéilchen. Die Menge des einzusetzenden Transfektions-
reagenzes war abhéangig von der Grofse des Kulturschéilchens, der DNA-Menge und der
Zelldichte. Fiir die Lipofektion wurden 1 bis 6 ug DNA und 1 bis 5 ul Transfektions-
reagenz jeweils mit 150 ul OPTI-MEM I (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) verdiinnt. Die
beiden verdiinnten Losungen wurden nach 5 Minuten vereinigt, vorsichtig gemischt
und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieffend wurde die Transfektions-
l6sung 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 Transfektionslosung durch Vollmedium fiir
den entsprechenden Zelltyp ersetzt (siche Abschnitt 3.2.1.1). Die Zellen wurden 1 bis

2 Tage nach der Transfektion fiir 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. Dariiber hinaus tra-

gen sie eine Zeocin-Resistenz. Das einzubringende Gen wurde in einen Vektor kloniert,
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der ebenfalls iiber diese Rekombinationsstelle verfiigte. Dieser Vektor besafl zusétz-
lich ein Gen fiir eine Hygromycin-Resistenz, der allerdings das Startcodon fehlte. Fiir
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 ermdglichte. Die weitere

Kultivierung der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben.

3.2.2.3 Transfektion primirer Neuronen mit Calciumphosphat

Die Transfektion mit Calciumphosphat stellt eine schonende, effiziente und kostengiins-
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.
Fiir eine Transfektion wurden 2 pg DNA mit Wasser auf 9 ul aufgefiillt. Anschlieftend
wurden 3,125 pul einer frisch angesetzten 1 M Calciumchlorid-Losung zugegeben und so-
lange auf und ab pipettiert, bis keine Schlieren mehr sichtbar waren. Darauthin wurden
12,5 pl zweifach HBS-Puffer zugegeben und der Ansatz durch vorsichtiges Pipettieren
von Luftblasen gemischt. Nach 15-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Transfektionsmix auf Neuronen gegeben, denen zuvor ein Grofteil des adaptierten
Mediums abgenommen worden war. Nach einer einstiindigen Inkubation (37°C, 5 %
CO3) wurde das Medium mit dem Transfektionsmix abgenommen. Anschlieffend 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.
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3.2.3 Immunzytochemie

Mittels Immunzytochemie werden Proteine mit Fluorophor-gekoppelten Antikérpern
markiert (,,gefdrbt”), um ihre Lokalisation innerhalb der Zelle zu visualisieren. Dazu
werden Antikorper verwendet, von denen ein Erstantikorper das Zielprotein direkt er-
kennt, wiahrend ein Zweitantikorper den Erstantikorper erkennt und eine Reportergrup-
pe tragt. Neben dieser hdufigsten Konstellation gibt es aber auch immunzytochemische
Farbungen, die mit weniger oder mehr verschiedenen Antikérpern funktionieren. In
der vorliegenden Arbeit wurden fluoreszenzmarkierte Zweitantikorper verwendet, wo-
durch streng genommen nicht von Immunzytochemie, sondern von Immunfluoreszenz
gesprochen werden miisste. Da diese Trennung in der Literatur jedoch nicht konsequent

durchgefiihrt wird, werden hier beide Begriffe gleichbedeutend verwendet.

3.2.3.1 Immunzytochemische Fiarbungen intrazellularer Epitope

Die zu farbenden Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschliefsend mit HistoFix
(Roth, Karlsruhe) fixiert (12 min bei RT). Die Neuronen wurden danach zweimal mit
PBS gewaschen und anschlieffend mit Triton X-100 fiir 3 Minuten permeabilisiert.
Daraufhin wurden die Deckgléschen fiir eine Stunde mit BSA-Losung blockiert. Nach
dreimaligem Waschen wurden die Zellen mit dem Erstantikérper in BSA-Losung fiir
mehrere Stunden inkubiert (2 bis 3 h bei RT oder iiber Nacht bei 4°C). Anschlie-
fend wurden die Zellen dreimal gewaschen und mit dem verdiinnten Zweitantikorper
(in 2 % BSA in PBS) im Dunkeln inkubiert (1 bis 2 h bei RT). Die Deckgldschen
wurden dreimal mit PBS und einmal mit Wasser gewaschen und anschliefend mit

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

3.2.3.2 Immunzytochemischer Nachweis extrazelluldrer Epitope in unper-
meabilisierten Zellen

Die zu farbenden Zellen wurden fiir 20 Minuten bei 4°C mit dem Antikérper in HEPES-
Puffer inkubiert. Anschliefsend 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

Fiir die mikroskopischen Aufnahmen wurde ein Leica TCS SP2 Konfokalmikroskop
mit 63x Plan-Apochromat (NA= 1,32) oder 40x Plan-Apochromat (NA= 1,25) Ol-
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 Auflésung von 1024 x1024 Bildpunkten. Bei Verwendung
mehrerer Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte die Aufnahme sequentiell. Die Bilder wurden
im tiff-Format gespeichert. Fiir die weiteren quantitativen Auswertungen wurden die
Rohbilder verwendet. Fiir die Wiedergabe in dieser Arbeit wurden teilweise Kontrast
und Helligkeit mit der Software LCS Lite (Leica Microsystems, Wetzlar) gedndert. Die

Intensitatsprofile wurden ebenfalls mit diesem Programm ermittelt.

Fiir die Berechnung der Oberflachenexpression wurden die Neuronen vollkommen gleich
behandelt und mit einem Mastermix gefarbt. Anschliefend wurden entsprechende Bil-
der an aufeinander folgenden Tagen aufgenommen, wobei die selben Laser- und Ver-
stiarkereinstellungen verwendet wurden. Die Intensitatsprofile fiir die HA-Oberflachen-
und die EGFP-Eigenfluoreszenz wurden in den Rohbildern entlang proximaler Den-
dritenabschnitte bestimmt. Von den auf diese Weise erhaltenen Kurven wurde der
Hintergrund subtrahiert. Dariiber 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. Fiir die semiquantitative Auswer-
tung wurden die Anteile der Flachen unter den HA-Oberflichenfluoreszenz-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
Losung befinden, in einem laminaren Strom vereinzelt, so dass die zu untersuchenden
Eigenschaften fiir jede Zelle individuell gemessen werden koénnen. In der vorliegen-

den Arbeit wurden Zellen verwendet, die ein fluoreszierendes Fusionsprotein stabil
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exprimierten. Nach dem Auslésen von RNA-Interferenz wurden die Zellen im Durch-
flusszytometer gemessen und die Fluoreszenzintensitiat als Maf fiir die verbleibende

Proteinmenge verwendet.

3.2.4.1 Vorbereitung der Zellen fiir 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 Nukleinséuren transfiziert. Am
Tag der Analyse wurden die Zellen mit EDTA in PBS abgeltst. Nach einem Zentri-
fugationsschritt (1.000 upm, 5 min, 4°C) wurden die Uberstinde 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 ul PBS aufgenommen. Aufnahmeparameter waren Vorwérts- sowie
Seitwértsstreulicht und die Fluoreszenz des Fusionsproteins. Die Daten wurden mit
WinMDI 2.8 (Scripps Research Institute, USA) aufbereitet und in das txt-Format
iiberfiihrt, 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 5-10* Zellen/ml in 50-mm-Kulturschalen aus-
plattiert und am folgenden Tag transfiziert (4 ug DNA, 5 ul Lipofect AMINE 2000, siehe
Abschnitt 3.2.2.1). Als Transfektionskontrolle wurde ein Kulturschilchen mit EGFP
transfiziert. Nach einem weiteren Tag wurden die Zellen mit PBS (4°C) gewaschen,
in 250 ul Lysispuffer aufgenommen und 1,5 Stunden auf dem Rollrad (10 upm, 4°C)
inkubiert. Anschliefend wurden die Proben 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert (14.000
upm), um Zelltriimmer zu pelettieren. Der Uberstand wurde entweder sofort weiter-

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

Fiir elektrophysiologische Messungen wurden die CHO- oder HEK293-Fl1p-In-Zellen in
einer Dichte von 2-10* Zellen/ml ausgesit und nach einem Tag transfiziert. Dabei wur-
den die Zellen so trituriert, dass die iberwiegende Anzahl der Zellen fiir die elektro-

physiologischen Messungen als Einzelzellen zugénglich war.

3.2.7 Praparation und Injektion von Xenopus-Oozyten

Nach chirugischer Entnahme aus Xenopus-laevis-Froschen wurden die Oozyten in
Ca?T-freier Oozyten-Ringer-Losung mit Kollagenase A (1,3 mg/ml, Boehringer Ingel-
heim, Ingelheim) inkubiert (2-4 h, 100 upm, Horitzontalschiittler, RT), um die Follikel-
zellschicht zu entfernen. Anschlieffend wurden die Oozyten selektiert, in Gentamycin-
Losung iiberfiihrt und {iber Nacht bei 18°C gehalten. Am folgenden Tag wurden die
Oozyten in Ca?"-freier Ringer-Losung mit je 50 nl cRNA-Losung injiziert (Stiithmer,
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 (siche 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 70°C er-
hitzt, abgekiihlt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 90 bis 120 mA in
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NUPAGE MES SDS Laufpuffer unter Zusatz von 500 ul 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 Oberflache einer Membran iibertragen werden, wo sie

im Gegensatz zum Gel fiir weitere Untersuchungen gut zugénglich sind.

3.3.2.1 Elektrophoretischer Transfer

Fiir den elektrophoretischen Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf die
Nitrocellulosemembran (0,45 pm, Whatman, Groftbritannien) diente eine Mini Trans-
Blot Transferzelle (Bio-Rad, Miinchen). Die Ubertragung der Proteine erfolgte im
Nassverfahren bei 4°C fiir 5 Stunden bei 400 mA oder iiber Nacht bei 40 mA. An-

schlieflend erfolgte der spezifische Nachweis der Proteine durch Immunfarbung.

3.3.2.2 Immunologischer Nachweis der gebundenen Proteine

Nach elektrophoretischem Transfer (siche Abschnitt 3.3.2.1) wurde die Membran in 5%
(w/v) Magermilchpulver in PBST blockiert (60 min, 100 upm, Horizontalschiittler, RT)
und anschliefsend mit entsprechendem Priméarantikorper in geeigneter Verdiinnung in
1 % (w/v) Magermilchpulver in PBST iiber Nacht inkubiert (100 upm, Horizontal-
schiittler, 4°C). Danach wurde die Membran mit PBST gewaschen (dreimal 5 min,
100 upm, Horizontalschiittler) und mit einem an HRP gekoppelten Zweitantikorper in
1% (w/v) Magermilchpulver in PBST inkubiert (1 h, 100 upm, Horizontalschiittler,
RT). Anschliefend wurde die Membran viermal 5 Minuten mit PBS gewaschen. Die
Detektion der markierten Proteine erfolgte durch Chemilumineszenz. Dazu wurde die
Membran zunéchst in frisch hergestellter ECL-Losung fiir 1 Minute inkubiert. An-
schliefend wurde sofort ein Film (Amersham-Bioscience, Freiburg) belichtet oder das
Signal mit Hilfe der Gel Doc 2000 (Bio-Rad, Miinchen) 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,

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

3.3.3 Koimmunprazipitation

Fiir die vorliegende Arbeit war das bessere Verstandnis der Bindung der akzessorischen
(G-Untereinheiten an Kaliumkanéle von grofser Bedeutung. Um die Interaktion von a-
und S-Untereinheiten zu untersuchen, wurde die Methode der Koimmunprézipitation
eingesetzt. Dabei wird ein Protein préazipitiert und der Niederschlag auf Vorhandensein

des Bindungspartners untersucht.

3.3.3.1 Kopplung der Antikorper an Dynabeads

Fir die Koimmunprézipitation wurden gekoppelte Antikorper eingesetzt. Dazu wur-
den entsprechende Mengen Antikorper (5 pl anti-KChIP bzw. 10 ul 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 iiber Nacht bei 4°C auf dem Rollrad inkubiert. Anschlieffend wurden die Dyna-
beads mit dem immobilisierten Antikérper abmagnetisiert und zweimal mit 0,2 M TEA
(pH 8,2) gewaschen. Fiir 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. Anschlieffend wurden die Reaktionsansétze
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 Antikoérper wurden
dreimal mit PBST gewaschen und anschliefsend fiir wenige Tage bei 4°C gelagert oder
direkt fiir die Koimmunprézipitation (Abschnitt 3.3.3.2) eingesetzt.

3.3.3.2 Koimmunpriazipitation aus transient transfizierten CHO-Zellen

Zunéachst wurden die Signalintensitédten 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 konnen. Insgesamt wurde jeweils 120 ul
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Volumen fiir die Koimmunpréazipitationen eingesetzt und dieses mit 5 bis 10 ul ge-
koppeltem Antikorper (siehe Abschnitt 3.3.3.1) tiber Nacht bei 4°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, 4°C). Anschliefend
wurden die Proben mit reduzierendem NUPAGE-Probenpuffer (Invitrogen, Karlsru-
he) bei 70°C fiir 12 Minuten denaturiert. Die Proben wurden abmagnetisiert und der
Uberstand wurde fiir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe Abschnitt 3.3.1) ein-
gesetzt.

3.4 Elektrophysiologische Methoden

Alle elektrophysiologischen Experimente fanden bei Raumtemperatur (20-25°C) statt.
Das Haltepotential lag bei -80 mV. Fiir die Programmierung der Protokolle zur Ak-
tivierung der Kanéle 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) durchgefiihrt,
die graphische Darstellung erfolgte mit SigmaPlot 8.0 (SPSS, USA).

Fiir die Berechnung des Standardfehlers s¢ einer Grofse C die von den fehlerbehafteten
Groken A+s4 und B+ sp abhingt, wurde eine unabhéngige Fortpflanzung des Fehlers

angenommen. Ist C' der Quotient A/B, so berechnet sich der Fehler s¢ wie folgt:
-(3) (%)
o \/( A) B

3.4.1 Ganz-Zell-Patch-Clamp-Technik

Die von Bert Sakmann und Erwin Neher entwickelte Patch-Clamp-Technik hatte ur-
spriinglich das Ziel, die Aktivitdt einzelner Ionenkanéle in biologischen Membranen
nachzuweisen (Neher und Sakmann, 1976). Um solche und &hnliche Messungen durch-
fithren zu konnen, ist es essentiell, das Rauschen der Messanordnung auf ein Minimum
zu reduzieren und das elektrische Signal zu verstiarken. Dazu wird der Messplatz durch

einen Faraday-Kafig elektrisch abgeschirmt. Zur Vermeidung von Artefakten durch
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Leckstrome ist ein enger Kontakt (seal) zwischen Zellmembran und mit Elektrolyt
gefiillter Glaskapillare wichtig. Die Qualitat dieses Kontaktes kann als Widerstand
zwischen Pipette und Badlosung gemessen werden und sollte im Idealfall bei mehre-
ren G liegen (giga-seal). Nach der Bildung eines solchen giga-seals befindet sich das
Préparat in der cell-attached-Konfiguration (siche Abbildung 3.2).

Durch Anlegen von Unterdruck kann das Membranstiick (patch) unter der Pipetten-
offnung durchbrochen werden. Man spricht dann von der whole-cell-Konfiguration
bzw. Ganz-Zell-Ableitung. Im Gegensatz zur cell-attached-Konfiguration, die ledig-
lich die Membranfliche unter der Pipettenoffnung erfasst, misst man hier den Strom
durch die gesamte Zellmembran. Die Losung 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 Losung auch als Intrazelluldrlésung bezeichnet. Der Zugangswiderstand (Serien-
widerstand Rg) zum Inneren der Zelle sollte moglichst gering sein, um ein schnelles
Klemmen der Membranspannung zu erreichen und den artifiziellen Spannungsabfall
gering zu halten. Im Idealfall ist R, nur wenig grofser als der durch die Pipettendft-
nung vorgegebene Pipettenwiderstand R,;,, der bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten

Experimenten bei etwa 2 bis 3 M2 lag.

Unterdruck
\/f.:pette\
./\"’/(E;jrsilikatgl\

dichter Abschluss
/\_. {gfga Seai) !

Ionen-KanéIe-—-—-—-..,“‘ T

\—- Zellmembran\'/

o1l

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 V,,; vorgegeben. Um
die gemessene Membranspannung V,,, immer auf V,,; zu ,klemmen®, ist die Injektion
eines Kompensationsstroms notig. Dieser Kompensationsstrom wird registriert. Er ent-
spricht in seinem Zeitverlauf exakt dem Ionenstrom, der primér zur Differenz von V,,
und V,,; fithrt. Um dieses mit nur einer Pipettenelektrode bewerkstelligen zu kon-
nen, wird ein so genannter Strom-Spannungswandler eingesetzt. Er besteht aus einem
Operationsverstiarker (OPA), der seine beiden Eingangssignale Vi, (+) und V, (=)
miteinander vergleicht. Bei jeder Differenz zwischen V,, und V,; generiert der OPA
eine Spannung, die proportional zur Differenz zwischen V,, und V,; ist, allerdings
hoch verstarkt. Danach entsteht ein Spannungsabfall iiber den Riickkopplungswider-
stand R; und es fliekt ein entsprechender Strom in die Zelle. Gemessen wird eine
Spannungsdifferenz V,; — Ausgangsspannung am OPA, die wiederum dem Kontroll-
strom proportional ist. Eine entsprechende Kalibrierung des Messstroms erlaubt die

Berechnung des Kontrollstroms (siche Abbildung 3.3).

3.4.1.1 Ausstattung des Messstandes

Fir die hochempfindlichen Patch-Clamp-Messungen ist ein erschiitterungsfreier
Arbeitsplatz Voraussetzung. Dafiir wurde die Messapparatur auf einem schwingungs-

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

R,
""'m =
Pipette / \\\ 4 OPA
/ ¢
/ E ‘Vf + , Strommessung
{ //. G V soll
. (_p

Zelle // Kommando-

spannung

Abbildung 3.3: Aquivalenzschaltbild einer Ganz-Zell-Ableitung und
vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstarkers.

Eine genauere Beschreibung findet sich im Text (modifiziert nach Num-
berger und Draguhn, 1996). Ry: Riickkopplungswiderstand, R,: Seri-
enwiderstand, Ry: seal-Widerstand, C,: Pipettenkapazitit, R,,: Mem-
branwiderstand, C,,,: Membrankapazitat, V,,: Membranspannung, V,,;;:
— Kommando-Spannung, V,,s: Ausgangsspannung, OPA: Operationsver-
starker.

I{IH
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des elektrischen Hintergrundrauschens wurde dadurch reduziert, dass der Messstand

mit einem Faraday-Kéfig 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 Vergro-
flerung und Kontrastverstarkung optisch verfolgt. Eine HBO-UV-Lichtquelle diente
zum Nachweis von DsRed bzw. EGFP, welche kotransfiziert wurden und somit als
Indikatorproteine fiir 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
(Wandstérke 0,15 mm, World Precision Instruments, USA) mit einem horizontalen
Pipettenziehgerdt (DMZ-Puller, Zeitz, Augsburg) ausgezogene Glaskapillaren mit
Filament. Der Durchmesser der Spitzendffnung betrug etwa 1 pum, so dass sich mit
den verwendeten Losungen ein Pipettenwiderstand von 2 bis 3 M2 ergab. Die Losung
zum Fillen der Pipette (siehe Abschnitt 3.4.1.3) wurde mit einem 0,2-pm-Sterilfilter
filtriert. Der Pipettenhalter war direkt am Vorverstiarker befestigt. Im Pipettenhalter
stellte ein chlorierter Silberdraht die elektrische Verbindung zwischen Pipettenlésung
und Verstérker her. Auch das Anlegen eines Uber- bzw. Unterdruckes erfolgte iiber
den Pipettenhalter. Die Verbindung der Badlosung zum FErdleiter 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 iiber einen motorisierten Mikro-

manipulator (Patchman, Eppendorf, Hamburg).

3.4.1.2 Datenerfassung

Die gemessenen Signale wurden vom OPA an einen Hauptverstarker (EPC-9, HEKA
Elektronik, Lambrecht) weitergegeben. Fiir die Steuerung des Verstirkers und die Di-
gitalisierung der gemessenen Signale wurde eine ITC16-AD/DA-Schnittstelle an einem

Apple Maclntosh G3 eingesetzt. Das analoge Messsignal wurde mit einer Auflésung

44



3 METHODEN

von 16 bit und einer Aufnahmefrequenz zwischen 0,2 und 20 kHz digitalisiert. Als
Software zur Datenerfassung und zur Kontrolle des Verstirkers diente das Programm
PULSE (HEKA Elektronik, Lambrecht). Pipettenkapazitiat C, und Membrankapazitét

C,, konnten durch die entsprechende Funktion des Verstéirkers kompensiert werden.

Der Leckstrom zeigt eine lineare Abhéngigkeit von der angelegten Spannung. Um die-
sen von den tatséchlich zu messenden spannungsaktivierten Stromen subtrahieren zu
konnen, 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 x Testpuls in mV) gemessen, bei denen die zu untersu-
chenden Kanéle noch nicht aktivierten. Die registrierten Stromantworten wurden mit
n multipliziert und fiir jedes Testpotential gemittelt. Sie konnten sowohl online als
auch offline von der Stromantwort auf den eigentlichen Testpuls subtrahiert werden.
Die Serienwiderstiande R, waren kleiner als 6 M2 und wurden durch den Verstéirker

maximal kompensiert.

3.4.1.3 Versuchslosungen

CHO- und HEK293-Zellen. Die Zellen befanden sich in Extrazellularlosung, die
durch Perfusion standig ausgetauscht wurde. Die Pipetten wurden mit Intrazellularlo-

sung gefiillt.

Neuronen. Die Neuronen befanden sich in NEC mit TTX (500 nM). Als Intrazel-

lulérlosung 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 intrazellulare Mikroelektroden kontrolliert. Eine Elek-
trode misst das aktuelle Membranpotential (Spannungselektrode), wihrend die andere

entprechend Strom injiziert, um das gewiinschte 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 (Wandstéarke 0,15 mm, World Precision
Instruments, USA) mit Hilfe eines vertikalen Elektroden-Ziehgerites hergestellt und
anschliefend mit einer Microforge (Narishige, USA) abgebrochen. Ein Spitzendurch-
messer von 15 um entsprach in der verwendeten OEC-Losung einem Elektrodenwider-
stand von 0,2 bis 0,3 Mf). Zum Fiillen der Mikroelektroden diente 3 M KCI-Losung.
Die Diffusion der 3 M KCI-Losung aus der Pipette wurde durch Agar minimiert. Die
elektrische Verbindung zur Pipettenlosung wurde durch einen chlorierten Silberdraht
hergestellt, die Verbindung der Badlésung zum Erdleiter erfolgte mit einem Ag/AgCl-
Pellet (World Precision Instruments, USA). Zum Austausch der Badlésung 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 iiber den Vorverstarker an den Hauptverstirker (Oocyte-Clamp
OC-725, Warner Instruments, USA) geleitet. Zur Digitalisierung der Signale und zur
Steuerung des Versuchsablaufes war der Hauptverstérker iiber eine ITC-16-AD/DA-
Schnittstelle mit einem Apple MacIntosh G3 verbunden. Das analoge Messsignal wurde
bei 16 bit Auflésung 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 Kaliumkanile untersuchen. Dazu wurden die Kv4.2-Kanéle 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/Ipear) ist eine Kenngrofe, die durch Interaktion mit KChIP stark beeinflusst wird
(Callsen et al., 2005).

Zur Bestimmung des funktionellen Expressionslevels in Sdugerzellen wurde die ma-
ximale Amplitude der Stromantwort auf einen solchen Testpuls herangezogen. Zur
Berechnung der Stromdichte wurde die maximale Stromamplitude auf die Ganzzell-
Kapazitit bezogen. In Oozyten wurden in analogen Experimenten die absoluten Strom-
amplituden verwendet, da hier deutlich geringere Schwankungen der Zellgrofe auftre-

ten als bei kultivierten Saugerzellen.

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 Verhéltnis der
Strommaxima aus einem Kontrollpuls /,,,, und dem zugehdrigen Testpuls I,, wurde ge-
gen die Zwischenpulsdauer ¢ aufgetragen. Die so erhaltenen Messpunkte kénnen durch

die Gleichung

I, —t

= 1 — € Trec

Imaa:

beschrieben werden (I,,: Maximum des Testpules, I,,,,,: Maximum des Kontrollpulses,

t: Zwischenpulsdauer, 7,..: Zeitkonstante fiir die Erholung aus der Inaktivierung).
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Ergebnisse

4.1 Knockdown akzessorischer Kanal-Untereinhei-
ten durch RNAI1

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss der akzessorischen (-Untereinheiten
auf den Transport und die funktionelle Lokalisation der Kv4.2-a-Untereinheit in kul-
tivierten hippokampalen Neuronen zu untersuchen. Fiir eine Bearbeitung dieser Frage
in Neuronen ist es wiinschenswert, ein experimentelles System zur Verfiigung zu ha-
ben, das keine endogenen (-Untereinheiten enthélt, sonst aber so wenig wie moglich
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 gegeniiber der
alternativen Verwendung von Knockout-Méusen den Vorteil, schneller, flexibler und
kostengiinstiger 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 3-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 ef al., 1998). Das
d2EGFP-Protein wurde jeweils an den C-Terminus des zu untersuchenden Proteins

angehingt, das Konstrukt wurde durch einen CMV-Promotor kontrolliert. Der gene-
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A KChiP2 Linker d2EGFP
W |
| 5]
KChIP2si2 KChlP2si1
B

HEEEEEEHEEEE
— /

mKChIP2a (AF439339) B CTeGACATCATGAAGTCCATCTATGACATGATGGGCRRE,
mKChIP2b (AF439340) CELE CTeGACATCATGAAGTCCATCTATGACATGATGGGCREE
mKChIP2¢ (AF439341) Y B CTeGACATCATGAAGTCCATCTATGACATGAT GGGCRUEE]
hKChIP2.1 (NM_014591) 649- GACATCATGAAGTCCATCTATGACATGATGGGCEIEE
hKChIP2.2 (NM_173191) 50 4 —[ek T{eF-YeF Nied-Ciles V. Yebli foled - Uiloliy - Cfer -Vob - Ciler Gielelefs - 6 3 9
hKChIP2.3 (NM_173192) 550 —[ehiyT{es-YeF-Niler-Ciiles.V.-Yeki falod - loliy-Siled Yo -Cided Nidelelefe - 55 5
hKChIP2.4 (NM_173193) 475- GACATCATGAAGTCCATCTATGACATGATGGGCEERNY
hKChIP2.5 (NM_173194) 469- GACATCATGAAGTCCATCTATGACATGATGGGCEEIL!
hKChIP2.6 (NM_173195) 454 —[ehiyT{ey-Yor Nier-Cifes.V.Vedifolod - Uilodi - Vifed Yol -Cifer idelelefe - 4 5 0
hKChIP2.7 (NM_173197) 346- GACATCATGAAGTCCATCTATGACATGATGGGCEEEN
|

KChiIP2si1 (21 Nukleotide)

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Knockdown-Strategie fiir KChIPs am Beispiel von
KChiP2.

A. Schematischer Aufbau des hKChIP2-d2EGFP-Fusionsproteins. Fiir die detailierte Beschreibung der
KChIP2-Domanen siehe Abbildung 1.4. Die einzelnen Domanen sind maBstabsgetreu dargestellt, allerdings
ist der Linker stark vergroRert. Die roten Markierungen symbolisieren die Lage der beiden Zielsequenzen
fiir die RNA-Interferenz. B. Ausschnitt aus der Aminosauresequenz des KChIP2-Proteins. Auf dieser Ebe-
ne herrscht in diesem Bereich vollstindige 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 fiir die RNA-Interferenz wurden ausschlieBlich 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 zugehorigen cDNA.

relle Aufbau der Fusionsproteine ist in den Abbildungen 4.1 A und 4.2 A zu sehen. Da-
riiber 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-1a-Promotors. Neben der einfachen fluoreszenzmikroskopischen
Kontrolle der Expression und Lokalisation der Untereinheiten in transient transfizier-
ten Zellen erméglicht diese Strategie eine einfache Ubertragung experimenteller Metho-
den auf alle verwendeten Untereinheiten, da alle Fusionsproteine eine Eigenfluoreszenz

haben bzw. im Westernblot mit nur einem Antikérper gegen EGFP nachweisbar sind.
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A 8 338 38
A

W -
] [} “H""'--. ] L} DPPX-S ' Linker d2EGFP
DPPXsi1 DPPXsi4 DPPXsi3 DPPXsi2
B
C
mDPPX-S (BC048383) : GAAGATCTCTTCAGTGAAGACTTCAAAA
mDPPX-K (BC085154) : GAAGATCTCTTCAGTGAAGACTTCAAAA
mDPPX-E (NM_010075) : GAAGATCTCTTCAGTGAAGACTTCAAAA
hDPPX-L (NM_130797) : AGAAGATCTCTTCAGTGAAGACTTCAAAA
hDPPX-S (NM_001936) : AGAAGATCTCTTCAGTGAAGACTTCAAAA
hDPPX-K (NM_001039350) 3 AGAAGATCTCTTCAGTGAAGACTTCAAAA

DPPXsi1 (21 Nukleotide)

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Knockdown-Strategie fiir DPPX.

A. Schematischer Aufbau des hDPPX-d2EGFP-Fusionsproteins. Fiir die detailierte Beschreibung der
DPPX-Dominen siehe Abbildung 1.5. Die einzelnen Doméanen sind maBstabsgetreu dargestellt, allerdings
ist der Linker stark vergroRert. Die roten Markierungen symbolisieren die Lage der vier Zielsequenzen
fiir die RNA-Interferenz. B. Ausschnitt aus der Aminosduresequenz des DPPX-Proteins. Auf dieser Ebe-
ne herrscht in diesem Bereich vollstindige Homologie zwischen Maus und Mensch. C. Sequenzvergleich
der verschiedenen murinen und humanen DPPX-Spliceformen. Das Alignment der cDNA-Sequenzen von
murinen und humanen DPPX-SpliceVarianten 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 fiir die RNA-Interferenz wurden ausschlieklich 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 zugehorigen cDNA.

4.1.2 Design der siRNNA-Vektoren

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, RN A-Interferenz auszulosen. Allen ist gemein, dass
die letztendlich wirksame Substanz doppelstringige RNA-Molekiile mit einer Lénge
von etwa 21 Nukleotiden sind, die als small interfering RNAs oder siRNAs bezeich-
net werden (Elbashir et al., 2001). Die gebrauchlichsten Methoden, solche siRNAs
herzustellen, sind einerseits die chemische Synthese, andererseits die Verwendung von
Haarnadelvektoren, die ein entsprechendes Konstrukt erzeugen, das sich auf sich selbst

zuriickfaltet und von dem endogenen Enzym Dicer zu der wirksamen siRNA pro-

20



4 ERGEBNISSE

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 aufwéndige Methode der RNA-Interferenz dar. Zudem sind
die Transfektionsraten synthetischer siRNA denen von Haarnadelvektoren iiberlegen.
Diese haben dagegen den Vorteil einer langeren Lebensdauer in der Zelle, wodurch
ein effizienterer Knockdown méglich 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-
wahlten System aktiv sein miissen, um einen effizienten Knockdown zu gewéhrleisten.
Aus diesen Griinden wurde eine kombinierte Strategie gewahlt, in der sowohl synthe-
tische siRNAs als auch Haarnadelvektoren (im Folgenden als siPlasmide bezeichnet)

mit zwel verschiedenen Promotoren zum Einsatz kamen.

Die Wahl einer geeigneten Basenabfolge ist fiir 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). Fiir die Auswahl der verwendeten Sequenzen war wichtig, dass
die korrespondierenden Zielsequenzen in allen Splice-Varianten vorkamen und zwischen
Maus und Mensch konserviert waren (siche 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 ausgewéhlten Zielsequenzen fiir
die RNA-Interferenz sind in Anhang B aufgefiihrt. In den siPlasmiden kamen fiir 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 (-Untereinheiten wurde mittels
FACS-Analyse iiberpriift. Dabei wurde die Fluoreszenzintensitit der EGFP- bzw.
d2EGFP-Fusionsproteine als direktes Mafs fiir die Menge des Zielproteins verwendet.
Das FACS bot den Vorteil der schnellen quantitativen Analyse einer grofen Zellpopu-

lation.

ol
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Abbildung 4.3: Expressi-
onvonhumanend2EGFP-
Fusionsproteinen in stabi-
len HEK293-Flp-In-Zell-
linien.

Die stabilen Zelllinien wur-
den auf Deckglaschen kulti-
viert, fixiert und mit einem
Leica TCS SP2 Konfokal-
mikroskop aufgenommen.

w Von den Zelllinien ist je-
| weils eine reprédsentative

Fluoreszenzaufnahme (linke
Spalte), eine Durchlichtauf-
nahme (mittlere Spalte) so-
wie die entsprechende Uber-

. lagerung (rechte Spalte) ab-

gebildet. In allen Fallen
liegt die Fluoreszenzintensi-
tat der stabilen Linien deut-
lich iiber der von untrans-
fizierten Elternzellen. Wah-
rend KChIP1 und KChIP4
relativ schlecht exprimieren,
zeigen KChIP2, KChIP3 und
DPPX eine sehr starke Ex-
pression.

GroBenbalken: 20 um.
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Abbildung 4.4: Expres-

4 sion von murinen EGFP-

Fusionsproteinen in stabi-

len 3T3-Flp-In-Zelllinien.

Die stabilen Zelllinien wur-
den auf Deckglaschen kulti-

\ viert, fixiert und mit einem

Leica TCS SP2 Konfokal-

| mikroskop aufgenommen.

Von den Zelllinien ist je-
weils eine reprdsentative
Fluoreszenzaufnahme (linke
Spalte), eine Durchlichtauf-
nahme (mittlere Spalte) so-
wie die entsprechende Uber-
lagerung (rechte Spalte) ab-
gebildet. In allen Fallen
liegt die Fluoreszenzintensi-

tit der stabilen Linien deut-

lich tber der von untrans-
fizierten Elternzellen.
GroBenbalken: 20 pum.
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4 ERGEBNISSE

4.1.3.1 Stabile Expression der EGFP-Fusionsproteine in Zelllinien

Bei einer transienten Transfektion ergibt sich normalerweise eine grofe Bandbreite un-
terschiedlich stark transfizierter Zellen, wobei das Spektrum von untransfizierten Zellen
bis hin zu sehr stark exprimierenden Zellen reicht. Quantitative Aussagen iiber die An-
derung der Expressionsstirke nach RNA-Interferenz in transient transfizierten Zellen
sind daher nur schwer moglich. Um dieses Problem zu umgehen, wurden Zelllinien er-
zeugt, die die unter Abschnitt 4.1.1 beschriebenen Fusionsproteine stabil exprimierten.
Auf diese Weise wurden fiinf Zelllinien generiert, die die vier humanen KChIPs und
DPPX als d2EGFP-Fusionsproteine exprimierten (siche 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 iiber der von
untransfizierten Flp-In-Zellen lag. Die Zellen einer solchen Zelllinie zeigen eine homo-
genere Fluoreszenzintensitét als transient transfizierte Zellen. Zudem ist ein ins Genom
integrierter Promotor nicht so aktiv wie in einem Plasmid, wodurch die Uberexpression
reduziert wird und die Expression des zu untersuchenden Proteins eher der Expres-
sion eines endogenen Proteins gleicht. Fiir 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; Biahring et al., 2001b; Nadal et al.,
2003). Die Fluoreszenzintensitét dieser Fusionsproteine lag sowohl bei den humanen als

auch bei den murinen Zelllinien deutlich Uber der der untransfizierten Kontrollzellen.

4.1.3.2 Knockdown von KChIP2

Fiir 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 Fluoreszenzintensititen zu erkennen,
wahrend eine mit einem unabhéngigen Kontrollplasmid transfizierte Probe nur eine
sehr geringe Anderung der Fluoreszenzintensitiit zeigt. Die statistische Auswertung

der Daten ergab, dass der durch synthetische siRNA und siPlasmide ausgeloste Knock-
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4 ERGEBNISSE

down von vergleichbarer Effizienz war. In beiden Fallen 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 moglicher-
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 Grofse 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 beziiglich dieses potentiel-
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untransfiziert pcDNAS/FRT
[ hKChIP2-d2EGFP in HEK293 Flp-In mit

siRNA2

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 ausgeldst. Dabei wurde einerseits synthetische siRNA (rot) ver-
wendet, andererseits ein Gemisch aus vier verschiedenen siPlasmiden (griin), die gegen zwei verschiedene
Zielsequenzen gerichtet waren. Als Nachweis der Effizienz des Knockdowns wurde die Fluoreszenzinten-
sitdt 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. Fiir jede Probe wurden
insgesamt 10.000 Zellen gemessen. Die Kurven wurden fiir eine bessere Ubersichtlichkeit geglittet. B.
Auswertung der Daten. Fiir die einzelnen Proben wurden die Fluoreszenzintensitdten bestimmt und aufge-
tragen, die Werte reprasentieren den Mittelwert = SEM. Dabei wurden alle Proben auf die untransfizierten
hKChIP2-d2EGFP-Zellen normiert, deren mittlere Fluoreszenzintensitit zuvor auf 1 gesetzt wurde.
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len Fehlers korrigiert wird, ergibt sich fiir KChIP2 ein Knockdown von etwa 90 %.
Unabhéngig 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

Fiir die RNA-Interferenz von DPPX wurden fiinf 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 Fluoreszenzintensitidten weniger deutlich
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DPPX-d2EGFP in HEK293 Flp-In mit D DPPX-d2EGFP in HEK293 Flp-In mit
DPPXsi1pSilencer3.0 KChIP1si2pSilencer3.0
DPPX-d2EGFP in HEK293 Flp-In mit
DPPXsi2pSilencer3.0

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 ausgeldst. 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-
zenzintensitat 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. Fiir jede Probe wurden insgesamt
10.000 Zellen gemessen. Die Kurven wurden fiir eine bessere Ubersichtlichkeit geglittet. B. Auswertung
der Daten. Fiir die einzelnen Proben wurden die Fluoreszenzintensitaten bestimmt und aufgetragen, die
Werte reprasentieren den Mittelwert + SEM. Dabei wurden alle Proben auf die untransfizierten hDPPX-
d2EGFP-Zellen normiert, deren mittlere Fluoreszenzintensitat zuvor auf 1 gesetzt wurde.
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ausgepréagt 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 % ermoglichte. Alle anderen Proben waren zwar effektiver als eine parallel getes-

tete KChIP1-siRNA, erreichten aber nur eine Verringerung der Fluoreszenzintensitét

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 unvollstdndigem Knockdown
nicht moglich, 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 Ausmak des Abbaus der entsprechenden mRNA geschlossen werden.
A B 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
1858 0 einen Tag nach der Transfektion. A. Western-
o818 blot der drei Proben. Der Nachweis der Pro-
0,8 teine erfolgte liber einem panKChIP-Antikdr-
per. Der Pfeilkopf deutet auf die erwarte-
te Laufhohe des mKChIP2-EGFP-Fusionspro-
0,61 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 Intensitat der ausschliel-
0,24 lich mit mKChIP2-EGFP transfizierten Probe
19= ’_‘ wurde auf 1 gesetzt. Die quantitative Auswer-
=

mKChIP2-EGFP +
mKChIP2-EGFP +
siRNAs

mKChIP2-EGFP +
siRNA-Vektoren

mKChIP2-EGFP
mKChIP2-EGFP +
siRNA-Vektoren

.+ SIRNAs
mKChIP2-EGFP

=
w)
W

53m

0,41

Relative Intensitat

178 tung ergab einen Knockdown von etwa 85 %
fiir die siPlasmide, mit synthetischen siRNAs
konnte sogar ein noch starkerer Effekt erzielt
werden (etwa 96 % Knockdown).

0,0
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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 stiarkere 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 durchgefiihrt. 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 vollsténdi-
ger. So zeigten DPPXsi2 und DPPXsi4, die schon im FACS-Versuch vergleichsweise
effizient waren, auch im Westernblot eine sehr starke Reduktion der DPPX-Menge,
wahrend DPPXsil 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 fiir die Stdrke des Knockdowns ist.

4.1.5 Funktionelle Analyse der RN A-Interferenz in stabilen
Zelllinien und hippokampalen Neuronen

Die vorangegangenen Ergebnisse verdeutlichen, dass mit den untersuchten siPlasmiden
eine effiziente Verringerung der Menge der akzessorischen Untereinheiten moglich ist.
Zudem konnen so auch grofse 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 iibertragen.

Dabei sollte die akzessorische Untereinheit im Uberschuss vorhanden und die Anzahl
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DPPX-d2EGFP + DPPXsi1pSilencer2.0-U6
DPPX-d2EGFP + DPPXsi1pSilencer3.0-H1
DPPX-d2EGFP + DPPXsi2pSilencer2.0-U6
DPPX-d2EGFP + DPPXsi2pSilencer3.0-H1
DPPX-d2EGFP + DPPXsi3pSilencer2.0-U6
DPPX-d2EGFP + DPPXsi3pSilencer3.0-H1
DPPX-d2EGFP + DPPXsi4pSilencer2.0-U6
DPPX-d2EGFP + DPPXsi4pSilencer3.0-H1
DPPX-d2EGFP + DPPXsi1pSilencer2.0-U6

| DPPX-d2EGFP + DPPXsi1pSilencer3.0-H1
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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
tiber das EGFP-Epitop. Teilweise wurde eine deutliche Reduktion der nachweisbaren DPPX-Menge erreicht.
B. Quantifizierung des Westernblots in A mittels ImageJ. Die Intensitdt der ausschlieBlich mit hDPPX-
d2EGFP transfizierten Probe wurde auf 1 gesetzt. Die quantitative Auswertung ergab einen Knockdown
von bis zu 85 % fiir 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 (siche Abbildung 4.9 A). Ahnliche
Fusionsproteine wurden bereits verwendet, ohne dass ein Einfluss des EGFP-Epitops
auf eine der untersuchten Eigenschaften des Kv4.2-Kanals beobachtet wurde (IKim
et al., 2005; Lauver et al., 2006). In der fluoreszenzmikroskopischen Analyse zeigten die

Zelllinien eine starke Fluoreszenz des iiber das Cytoplasma verteilten Fusionsproteins,

wobei der Nukleus ausgespart war (siche 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. Fiir eine de-
tailierte Beschreibung der
einzelnen Domaéanen 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
reprasentative Fluoreszenz-
aufnahme, die mittlere Spal-
te eine Durchlichtaufnahme
und die entsprechende U-
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
im perinukledren Raum loka-
lisiert. C. 3T3-Flp-In-Zell-
linie, die den murinen
Kv4.2-Kanal als EGFP-Fu-
sionsprotein exprimiert. Die
linke Spalte zeigt eine re-
prasentative Fluoreszenz-,
die mittlere eine Durch-
lichtaufnahme und die ent-
sprechende Uberlagerung ist
in der rechten Spalte abge-
bildet. Das mKv4.2-EGFP-
Fusionsprotein ist ebenfalls
im perinukledren Raum lo-
kalisiert.

GroRenbalken: 20 pm.

Die humane Kv4.2-d2EGFP-Zelllinie wurde mit KChIP2.1, den siPlasmiden und

DsRed kotransfiziert. Als sensibler Parameter fir die Interaktion von Kanal und Unter-

einheit diente die Erholung aus der Inaktivierung, die durch KChIP2 enorm beschleu-

nigt wird (An et al., 2000; Bahring et al., 2001b). Zudem bietet das recovery-Protokoll

durch den ersten Testpuls den Vorteil einer internen Normierung (siehe Abbildung
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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.

61



4 ERGEBNISSE

A. Typische Erholung des hKv4.2-d2EGFP-Kanals aus der Inaktivierung. Es ist die Uberlagerung von 10
Messzyklen gezeigt. Jeder Messzyklus besteht aus einem Vorpuls, dem nach unterschiedlich langen Zeitrau-
men der eigentliche Testpuls folgt. Da der Kanal nach dem Vorpuls nicht sofort wieder zur Verfiigung steht,
sich aber allmahlich erholt, wachst die Amplitude des Testpulses langsam mit der zwischen den Pulsen
liegenden Zeit. Unter den Stromkurven ist eine Uberlagerung der Zyklen des Pulsprotokolls abgebildet.
B. Graphische Darstellung der Erholung aus der Inaktivierung fiir 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 pg), dsRed (0,25 pg) 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 MaRe,
allerdings zeigte sich nie ein starker Knockdown-Effekt. C. Graphische Darstellung der Zeitkonstanten und
der Effekte der Inaktivierung. Die Zeitkonstanten fiir 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 fiir Bild B. Alle Fehlerbalken reprdsentieren 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
KChIP2sil wesentlich weniger effektiv als KChIP2si2 (vergleiche Abbildung 4.8). Aus
der statistischen Auswertung (siche Abbildung 4.10 C) wird deutlich, dass keines der
getesteten siPlasmide im elektrophysiologischen Versuch einen grofen Effekt zeigte.
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der unvollstdndige Knockdown durch die

transiente Uberexpression von KChIP2 hervorgerufen wurde.

Als Néchstes wurden die siPlasmide in kultivierten hippokampalen Mausneuronen ge-
testet. Dass ein Knockdown in diesen Zellen durchgefiihrt werden kann, wurde bereits
gezeigt (Krichevsky und Kosik, 2002). Fiir die Experimente wurde durch einen Test-
puls auf +40 mV in den Neuronen eine Stromantwort ausgelost. Dieser Gesamtstrom
Iyesame (siche Abbildung 4.11 A) besteht aus einem steady-state-Strom Igg und einer
A-Typ-Stromkomponente Ig4, die nicht ohne Weiteres direkt gemessen werden kann.
Die molekulare Grundlage fiir den Ig4 sind Kv4-Kanéle (Serodio et al., 1994, 1996).
Da die A-Typ-Kanéle bei weniger negativen Potentialen inaktivieren und nicht mehr
verfiigbar sind, stellt die Stromantwort der Zelle nach einem weniger negativen Vorpuls
praktisch Igs dar. Daher ist es moglich /g4 durch Subtraktion des Igg vom Gesamt-
strom Jgesqm: zu erhalten. Als Parameter fiir die Effizienz der siPlasmide diente der
Quotient aus Ig4 und Igs. Aus Abbildung 4.11 B geht hervor, dass das Verhéltnis die-

ser beiden Strome 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 erhilt
man eine maximale Stromantwort.
AnschlieBend wurde das gleiche Pro-
tokoll mit nur leicht negativem Vor-
puls durchgefiihrt (grau). In diesem
Fall sind die Kv4.2-Kanile bereits in-
aktiviert und tragen nicht mehr zur
Stromantwort bei. Der verbleiben-
de Strom wird als Isg und die in-
aktivierte Komponente als Ig4 be-
zeichnet. B. Statistische Auswer-
tung der elektrophysiologischen Da-
ten aus den Neuronen. Der Quo-
tient aus Igy und Igg diente als
normiertes Mal fiir die Verringerung
des A-Typ-Stroms. In den mit siPlas-
miden behandelten Zellen sinkt die-
ses Verhiltnis. C. Vergleich der Zeit-
konstanten 7 der Inaktivierung des
Is4. D. Erholung aus der Inaktivie-
rung fiir Neuronen, die entweder mit
EGFP oder mit EGFP und siPlasmi-
den transfiziert wurden.
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der Knockdown-FEffizienz ist in diesem System allerdings schwer méglich, da nicht ent-
schieden werden kann, welchen Anteil an Ig, die Kv4.2/KChIP2-Komplexe haben.
Es ist wahrscheinlich, dass neben KChIP2 weitere -Untereinheiten in den Neuronen
exprimiert werden, die durch den KChIP2-Knockdown nicht betroffen sind, aber si-
gnifikant zu Ig4 beitragen. Der einfachste Weg, die Effizienz des KChIP2-Knockouts
zu ermitteln, wire der Vergleich der gemessenen Strome mit dem Ig4 von KChIP2-

Knockout-Mausen.

Ein vollkommen anderes Bild ergab die Auswertung der Zeitkonstanten 7 der Inakti-
vierung des Ig4. Im heterologen Expressionssystem verlangsamt sich die Zeitkonstante
nach Koexpression von KChIP2.2 (Béhring et al., 2001b). Daher wiirde 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 zusatzlichen Puls bei 5 ms. Die Erholung aus der Inaktivierung wurde nach
Behandlung der Neuronen mit siPlasmiden, im Gegensatz zur Hypothese, schneller
(siche Abbildung 4.11 C). Die Vielzahl der in Neuronen exprimierten unterscheid-
lichen KChIP-Splice-Varianten, durch die Kv4-Kanal-vermittelte Strome verschieden

moduliert werden, kénnte die beobachteten Effekte erklédren (siche Diskussion).

4.2 Modifizierte Kanaluntereinheiten mit extrazel-
lularen Epitopen

Aus den in Abschnitt 4.1 wiedergegebenen Ergebnissen geht hervor, dass mit den
verwendeten Methoden durchaus ein Knockdown der akzessorischen 3-Untereinheiten
des Kv4.2-Kanals moglich ist. Bei der Anwendung der RNA-Interferenz in kultivierten
hippokampalen Neuronen stofst man allerdings an die Grenzen des experimentellen
Systems (siehe Diskussion). Diese konnten fiir den nativen Kv4.2-Kanal nur durch die
Herstellung von Knockout-Méausen fiir die einzelnen 3-Untereinheiten umgangen wer-

den. Fiir die systematische Untersuchung wére allerdings die Erzeugung von Mehrfach-
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Knockout-Méusen notig, an deren Neuronen dann die entsprechenden Versuche durch-
zufithren wéren. Die Erzeugung solcher Méause wire kosten- und zeitintensiv, zudem
wiirde die Erzeugung der Mehrfach-Knockouts eine erhebliche logistische Herausforde-
rung darstellen. Zuséatzlich ergébe sich beim Abschalten einer ganzen Gengruppe die
Problematik von Sekundér- und Tertidreffekten, die im Einzel-Knockout durch andere
Mitglieder der selben Gengruppe kompensiert wiirden. Dies ist besonders bei Genen
zu befiirchten, deren Produkte eine Vielzahl unterschiedlicher Funktionen wahrnehmen

wie z. B. KChIP3 (Buxbaum et al., 1998; An et al., 2000; Cheng et al., 2002).

Eine Méglichkeit, all diese Probleme zu umgehen, ist die Verwendung von bindungs-
defizienten Kanal-Punktmutanten. Auf diese Weise ist es mit relativ geringem Auf-
wand moglich, Kanile zu generieren, die mit ganzen Gruppen von akzessorischen [-
Untereinheiten nicht mehr interagieren konnen. Fiir 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 Koimmunprézipitationen als bindungsdefizient charakterisiert wurden als auch
in elektrophysiologischen Messungen keinen KChIP-Effekt zeigen. Fiir die folgenden
Experimente wurde hauptséchlich die A14K-Mutante verwendet, auf die KChIP2 kei-
nerlei Effekt mehr hat (Callsen et al., 2005).

Ein weiterer Vorteil der Verwendung mutierter Kanéle ist die Moglichkeit, zusatzlich
zur Mutation auch Markierungen einzubringen, die eine Lokalisation des Proteins er-
leichtern. Da es bisher keine guten kommerziellen Antikorper 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 moglich, die Expression und Lokalisa-
tion des Kanals ohne zusédtzliche Antikorperfarbung zu verfolgen. Frithere Arbeiten
zeigten bereits, dass das Einfiigen 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
extrazelluldre Schleife eingebracht, das die Visualisierung der Oberflichenexpression
des Kv4.2-Kanals durch Farbung unpermeabilisierter Zellen erméglicht. Einen Uber-
blick iiber den prinzipiellen Aufbau der markierten a-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-Kanile existiert, war es zunédchst notig, das Verhalten der Mutante in Ge-
genwart anderer Kv4-a-Untereinheiten zu untersuchen. Dazu wurde cRNA humaner
Kv4.2wt-HA-, Kv4.3wt-HA- und Kv4.2A14K-HA-Kanéle in unterschiedlichen Kom-
binationen in Xenopus-Oozyten injiziert. Die Auswertung der Maximalstrome mit
und ohne KChIP2.2 ergab fiir die Wildtyp-Kanile den erwarteten Stromanstieg in
Gegenwart von KChIP2.2, wihrend dieser bei Kv4.2A14K ausblieb (siche Abbildung

4.12 A und B). In allen kombinierten Ansétzen zeigten die Strome einen deutlichen An-
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Abbildung 4.12: Untersuchung heteromultimerer Kv4-Komplexe in Xenopus-Oozyten.

Fiir diese Messungen wurden jeweils 0,5 ng Kanal-cRNA in Qozyten injiziert. Bei Expression verschie-
dener Kanal-a-Untereinheiten wurden die cRNAs im Verhiltnis 1:1 eingesetzt. KChIP2.2 wurde in den
entsprechenden Proben im fiinffachen Uberschuss verwendet. Die Expressiondauer betrug 48 Stunden. Die
Oozyten wurden in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme gemessen. A. Maximale Amplitude der Strome
in An- und Abwesenheit von KChIP2.2. Nur in der hKv4.2A14K-HA-Probe fiihrte 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 (I,eq). Da
KChIP2.2 die initiale Phase der Inaktivierung verlangsamt, kann dieser Quotient als MaR fiir den Effekt
der (-Untereinheiten auf die Kanal-Mutanten herangezogen werden.
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stieg in Gegenwart von KChIP2.2. Der Quotient aus I3 und Ipeqs, der in Anwesenheit
von KChIP2.2 deutlich ansteigt (Callsen et al., 2005), ist ein weiteres Zeichen fiir die
Interaktion von Kv4.2-Kanal und KChIP2.2. Abbildung 4.12 C zeigt diesen Quotienten
fiir die in Oozyten gemessenen Strome. Es ist deutlich zu erkennen, dass der Quotient
fiir den Kv4.2wt-Kanal stark anstieg, wihrend sich fiir den Kv4.2A14K-Kanal keine An-
derung nachweisen liefs. Bei Koexpression von Kv4.2wt- und Kv4.2A14K-cRNA zeigte
sich ebenfalls ein deutlich erhthter Wert fiir den I3/l peq-Quotienten in Anwesenheit

von KChIP2.2.

Um zu iiberpriifen, ob die beobachteten Effekte auf heteromultimeres Assembly zu-
riickzufiihren waren, wurde das Verhalten des mutierten Kanals in Séugerzellen in Ge-
genwart von Wildtyp-Kanélen untersucht. Aus diesem Grund wurden in CHO-Zellen
Koimmunprézipitationen zwischen KChIP2.1 und verschiedenen Kombinationen aus
Kv4.2wt-HA, Kv4.3wt-HA und Kv4.2A14K-HA durchgefiihrt. Um zwischen Wildtyp-
und mutiertem Kanal unterscheiden zu kénnen, wurde in den gemischten Ansétzen
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 Koimmunpréazipitation einzusetzen. Es ist zu erkennen, dass alle
transfizierten Konstrukte exprimiert wurden. In Abbildung 4.13 C sind die Ergebnisse
der Koimmunpréazipitation dargestellt. Starke Banden in den Bahnen 2 und 5 zeigen,
dass der Kv4.2wt-Kanal unabhéngig von der EGFP-Markierung an KChIP2.1 bindet,
wihrend der Kv4.2A14K-Kanal (Bahnen 3 und 6) nicht prézipitiert wird. In den Pro-
ben, die sowohl Kv4.2wt als auch Kv4.2A14K enthalten (Bahnen 1 und 4), werden
jeweils beide Kanéle préazipitiert. Diese Daten sind zusammen mit der Koimmunprézi-
pitation in umgekehrter Richtung, die zu dhnlichen Ergebnissen fiihrte, 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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<— Kanal-EGFP-Fusionsprotein

<— Kanal ohne EGFP

<— KChIP2.1

<— Kanal-EGFP-Fusionsprotein

<— Kanal ohne EGFP

P <— KChIP2.1

Abbildung 4.13: Koimmunprazipitation heteromultimerer Kanal-Komplexe.

A. Schematischer Aufbau des fluoreszenzmarkierten Kv4.2-HA-Kanals. Fiir eine detailierte Beschreibung
der einzelnen Dominen 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 AuRenseite der Zelle zuginglich. Die Mutationen, die zur KChIP-Bindungsdefizienz fiihren (F11K,
A14K), liegen im N-terminalen Bereich des Kanals. B. Expressionskontrollblot fiir die Koimmunprazipi-
tation. Es wurden Kanile mit und ohne EGFP-Markierung in Anwesenheit von KChIP2.1 in CHO-Zellen
koexprimiert. Der Kanal wurde iiber das HA-Signal nachgewiesen, fiir KChIP2.1 wurde ein panKChIP-
Antikorper verwendet. Diese Westernblots wurden quantitativ ausgewertet und dienten der Angleichung
der in der Koimmunprazipitation eingesetzten Proteinmengen. C. Ergebnisse der Koimmunprazipitation.
Die Prazipitation erfolgte mit HA- bzw. panKChIP-Antikdrpern.

Die Koimmunprazipitationsdaten deuten darauf hin, dass weder das eingefiigte extra-
zelluldre HA-Epitop noch die Fusion mit EGFP die Bindungseigenschaften des Kv4.2-
Kanals dndern. Die Mutation A14K ist dagegen in solchen Konstrukten weiterhin

ausreichend, die Interaktion mit KChIP2 vollstandig zu unterbinden.

4.2.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der epitop-
markierten Kv4.2-Konstrukte

Fiir die Charakterisierung der markierten Kanalkonstrukte war es weiterhin wichtig
zu priifen, ob diese im heterologen Sauger-Expressionssystem einen typischen A-Typ-
Strom vermitteln. Dariiber hinaus sollte untersucht werden, ob trotz der eingefiigten

Modifikationen eine funktionelle Interaktion mit KChIP2 und DPPX mdéglich war.

Wie in Abbildung 4.14 A zu sehen ist, waren die modifizierten Kanéle durchaus in der
Lage, einen Wildtyp-dhnlichen A-Typ-Strom zu erzeugen. Dartiber hinaus zeigte der
Kv4.2wt-HA-EGFP-Kanal in Gegenwart von KChIP2.2 die typischen Merkmale der
KChIP-Interaktion (An et al., 2000; Biahring et al., 2001b). So wurde die Stromdichte
etwa um den Faktor 25 erh6ht und die initiale Phase der Inaktivierung verlangsamt
(siche Abbildung 4.14 B). Dariiber 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 Einfiihren der beiden Mar-
kierungen keine wichtigen Figenschaften des Kanals zerstort wurden. Somit konnten

diese Konstrukte fiir die geplanten Versuche verwendet werden.

4.2.3 Oberflachennachweis extrazellular markierter Kanal-
untereinheiten im heterologen Expressionssystem

In einem néchsten Experiment wurde die Zugénglichkeit des extrazellularen HA-

Signals in unpermeabilisierten Zellen iiberpriift. Dazu wurden CHO-Zellen mit
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Abbildung 4.14: Nachweis der Funktionalitdt 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. Reprdsentative Stromspuren des hKv4.2wt-HA-EGFP-Kanals
und zweier KChIP-bindungsdefizienter Mutanten. Das Wildtyp-Konstrukt wurde zusatzlich mit KChIP2.2
bzw. DPPX koexprimiert, um einen Einfluss der eingefiigten Markierungen auf die funktionelle Interaktion
mit den Untereinheiten auszuschlieBen. B. Auswertung der Stromdichte-Daten fiir 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 Oberflichenexpression des Kv4.2-Kanals erhoht (Béahring et al., 2001b). So
behandelte unpermeabilisierte Zellen wurden mit einem HA-Antikorper geféarbt, der
wegen der intakten Zellmembran nur an extrazellulare Epitope binden konnte. An-
schlieflend wurde ein Alexab46-markierter Sekundarantikorper appliziert. Somit zeigte
die Rotfluoreszenz ausschlieklich in die Zellmembran integrierte Kv4.2-Kanéle an, wah-
rend die griine 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 Funktionalitdt der in den Kanal eingefiigten Markierungen zu untersuchen, wurde dieser in Gegen-
wart von KChIP2 koexprimiert. A. Im Bildausschnitt liegen zwei CHO-Zellen (A;). Die Eigenfluoreszenz
des Kanals zeigt, dass nur eine dieser beiden Zellen transfiziert wurde (Az). Eine anschlieBend durchge-
fiihrte Farbung gegen die HA-Markierung in unpermeabilisierten Zellen zeigt ein deutliches Signal in der
Peripherie der transfizierten Zelle, welches in der untransfizierten Zelle fehlt (Az). 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-Farbung resultierende
Peripherie-Markierung aufweist.

GroRenbalken: 20 pm.

In Abbildung 4.15 ist eine solche Farbung dargestellt. Im Durchlicht sind zwei CHO-
Zellen zu sehen. Fine dieser Zellen zeigt im Griinkanal eine deutliche EGFP-Fluores-
zenz, diese Zelle ist im Gegensatz zur anderen Zelle transfiziert. Der Kv4.2A14K-
HA-EGFP-Kanal ist hauptsachlich im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-
Apparat zu erkennen, dariiber hinaus sind die peripheren Teile der Zelle gefarbt. Der
Kern weist keinerlei Farbung auf. Die Farbung mit dem HA-Antikorper zeigt ein deut-
liches Signal an der Peripherie der transfizierten Zelle, wahrend die untransfizierte Zelle
nicht gefarbt ist. Diese Beobachtungen lassen sich auch im Fluoreszenzprofil wiederfin-
den. Hier zeigt die untransfizierte Zelle keine erhohte Fluoreszenzintensitat, wahrend
die transfizierte Zelle eine deutlich erhohte EGFP-Fluoreszenzintensitit mit peripherer

HA-Farbung aufweist.

Ein vergleichbares Experiment wurde mit hDPPX-d2EGFP durchgefiihrt. Hier war es
nicht notig, ein zusétzliches extrazelluldres Epitop in das Protein einzufiihren, da das

C-terminale dA2EGFP 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 Funktionalitdt der in die Untereinheit eingefiigten d2EGFP-Markierung zu untersuchen, wurde
das DPPX-Konstrukt in CHO-Zellen exprimiert. A. Im Durchlichtbild sind zwei Zellen zu erkennen (A;).
Die Eigenfluoreszenz des hDPPX-d2EGFP-Konstrukts zeigt, dass nur eine dieser beiden Zellen transfiziert
wurde (Az). Die Untereinheit ist in der gesamten Zelle verteilt, der Kern ist dabei ausgespart. Eine an-
schlieBend durchgefiihrte Farbung gegen die d2EGFP-Markierung in unpermeabilisierten Zellen zeigt ein
deutliches Signal in der Peripherie der transfizierten Zelle, welches in der untransfizierten Zelle fehlt (As).
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 Oberflichenfarbung resultierende Peripherie-Markierung aufweist.

GroRenbalken: 10 pm.

extrazelluldren Raum ragt und somit fiir eine Farbung zugénglich ist. Abbildung 4.16
zeigt wiederum zwei Zellen, von denen eine transfiziert ist, wahrend die andere als
Negativkontrolle dient. Die linke Zelle ist mit hDPPX-d2EGFP transfiziert und weist
somit im Gegensatz zur untransfizierten Zelle die erwartete Griinfarbung im peripheren
und perinukledren Bereich auf. Die durchgefiihrte Farbung der unpermeabilisierten
Zellen ermoglichte den immunzytochemischen Nachweis ausschlieflich extrazellularer
EGFP-Markierungen. Somit wurden nur korrekt in die Membran integrierte DPPX-
Fusionsproteine angeférbt. Die auf diese Weise erhaltene Farbung der extrazelluldren
EGFP-Markierungen iiberlappt mit der Peripherie der transfizierten Zelle, wahrend
die als Negativkontrolle dienende untransfizierte Zelle nahezu keine Signale aufweist.
Die graphische Darstellung der Fluoreszenzintensitit entlang der markierten Strecke
verdeutlicht diese Ergebnisse. Es ist eindeutig zu erkennen, dass ausschlieflich die

transfizierte Zelle ein starkes EGFP-Signal mit Peripherie-Farbung des extrazelluldren

EGFPs zeigt.
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Diese Ergebnisse legen nahe, dass die extrazellularen Epitope des Kv4.2-HA-EGFP-
Kanals und der hDPPX-d2EGFP-Untereinheit fiir immunzytochemische Untersuchun-
gen zuganglich 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-
laren HA-Markierung versehenen Kv4.2wt-EGFP-Fusionsproteine im Hinblick auf ihre
Elektrophysiologie und ihre Fahigkeit, akzessorische Untereinheiten zu binden, wie der
Kv4.2wt-Kanal verhalten. Im Gegensatz dazu zeigte die Punktmutation A14K einen
vollstandigen Verlust der KChIP2-Interaktion, sowohl in Bindungsexperimenten als
auch in elektrophysiologischen Untersuchungen. Dariiber hinaus hatte diese Mutation
aber keinen Einfluss auf die Kanaleigenschaften, so dass diese Mutante zur weiteren

Untersuchung herangezogen werden konnte.

Kv4.2-Kanéle werden hauptsédchlich im Gehirn und im Herzen exprimiert. Fiir die
folgenden Experimente wurden kultivierte primére 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 iiber die Eigenfluoreszenz der EGFP-Markierung, so dass endogene
Proteine nicht dargestellt wurden. Da die Farbung der extrazellularen Markierungen
gegen HA bzw. EGFP erfolgte, beides Epitope, die nicht in den nativen Kanalun-
tereinheiten vorhanden waren, wurden auch hier ausschlieflich transient transfizierte

Kanaluntereinheiten nachgewiesen.

4.3.1 Subzellulare Marker und morphologische Charakterisie-
rung hippokampaler Neuronen in Primarkultur

Es wurden sowohl Kulturen aus neugeborenen Méusen (P0) als auch aus embryonalen

Ratten (E18) erzeugt und miteinander verglichen. Bei der Praparation der hippokam-
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Abbildung 4.17: Mikro-
skopische Charakterisie-
rung der neuronalen Pri-
mdrkultur.

Kultivierte  hippokampale
Neuronen wurden mit Mar-
kern gegen typische neuro-
nale Kompartimente ge-
farbt. A. Ubersichtsaufnah-
me {iber eine Rattenneu-
ronen-Kultur (E18, DIV8).
B. Kultivierte Mausneuro-
nen (PO, DIV8). Die Zellen
wurden gegen den dendri-
tischen Marker MAP2 ge-
farbt, um die Verzweigung
des Dendritenbaums sicht-
bar zu machen. C. Typische
hippokampale Pyramiden-
zellen (Maus, PO, DIV10).
Neben dem pyramidenfor-
migen Soma sind deutlich
der appikale und die beiden
basalen Dendriten zu erken-
nen. D. Dendritische Far-
bung in einer Mausneuro-
nen-Kultur (PO, DIV14).
E. Firbung gegen den axonalen Marker NFH im selben Bildausschnitt wie D. F. Uberlagerung der Bilder D
und E. G. Oftmals erwiesen sich Strukturen, die immunzytochemisch zunichst positiv fiir MAP2 und NFH
schienen, bei stirkerer VergroRerung als zwei getrennte Strukturen (Maus, PO, DIV14). H. Rattenneuronen
(E18) zeigen nach 14 Tagen in Kultur bereits einen weit entwickelten Dendritenbaum. I. Ausschnitt aus
Bild H. Bei starkerer VergroRerung sind in diesem Stadium bereits Spines zu erkennen (Pfeilképfe).

palen Priméarkulturen wurden die Zellen einem Trypsin-Verdau unterzogen und mit
einer Pasteur-Pipette trituriert. Als Folge davon waren die Neuronen zum Zeitpunkt
ihrer Plattierung auf Deckgldschen kugelférmig und wiesen keinerlei neuronentypische
Fortsdtze wie Dendriten oder Axone auf. Fiir 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 iiberleben, gegrenzt und die ohnehin geringe Effizienz bei der
Transfektion primérer Neuronen sinkt mit zunehmendem Alter dieser Zellen. Aus die-
sen Griinden war es fiir die nachfolgenden Untersuchungen essentiell, ein Zeitfenster
zu bestimmen, in dem die Neuronen weit entwickelt waren, eine effiziente Transfektion
aber trotzdem noch moglich war. Um die Entwicklung der Neuronen zu verfolgen, wur-

den endogene Proteine angeférbt. Als dendritischer Marker wurde MAP2 verwendet,
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wahrend 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 Ubersicht iiber 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 pyramidenférmige Soma, die beiden basalen und der apikale
Dendrit sind gut zu erkennen. Dieses Neuron war zum Zeitpunkt der Farbung 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 gefarbt wurde. Beide Kompartimente sind deutlich zu erkennen. Bei einer sol-
chen Koférbung traten oft Kompartimente auf, die sowohl fiir MAP2 als auch fiir NFH
positiv zu sein schienen. Bei starkerer Vergroferung 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). Zusétzlich 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. Dariiber hinaus scheinen sich Rattenneuronen,
die von Embryonen gewonnen wurden, schneller zu entwickeln als Neuronen von neu-
geborenen Mausen. 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 Dendritenbédume zu
diesem Zeitpunkt schon weit entwickelt waren und die Transfektionseffizienz noch in
einem akzeptablen Bereich lag. Wahrend des Transfektionszeitraumes schienen Maus-
und Rattenneuronen in einem &hnlichen Entwicklungsstadium zu sein, daher wurden

beide Systeme verwendet.
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4.3.2 Kv4.2-HA-EGFP-Lokalisation und -Oberflachennach-

weis

Da die KChIPs im heterologen Expressionssystem offensichtlich fiir den Transport des
Kv4.2-Kanals zur Oberfliche wichtig sind (Béhring et al., 2001b), sollte untersucht
werden, ob Kv4.2-Kénale, die nicht mehr in der Lage sind, KChIPs zu binden, im

Vergleich zum Wildtyp-Kanal eine verédnderte 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-Féarbung durchgefiihrt. 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 gleichméifig, sondern wies lokale Haufungen auf
(Pfeilképfe). Ein dhnliches Bild ergab die Untersuchung der KChIP-bindungsdefizien-
ten Mutanten hKv4.2F11K-HA-EGFP (Bild B) und hKv4.2A14K-HA-EGFP (Bild C).
Um auszuschliefsen, 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 Aminosduren fehlten.
Eine solche Deletion sollte die Fahigkeit des Kanals, das Soma zu verlassen, stark ein-
schranken, da die Bindungsstelle des Kanals an den Transportfaktor Kif17 auf diesen
Bereich eingeschrankt werden konnte (Chu et al., 2006). Um eine vergleichbare trans-
portdefiziente Mutante zu erhalten, wurden die letzten 30 Aminosduren des Kv4.2-
Kanals im Kv4.2wt-HA-EGFP-Konstrukt deletiert, so dass auf diese Weise Kv4.2-
600A-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
fir eine Verteilung durch Diffusion wurde ein Neuron mit EGFP transfiziert (siche
Bild E). In diesem Fall war eine hohe Fluoreszenzintensitat entlang der Dendriten
zu erkennen, die nicht die beim transportierten Kanal beobachteten lokalen Haufun-
gen aufwies. Diese Beobachtungen wurden im rechten Teil der Abbildung noch einmal
durch typische Intensitatsprofile von Dendritenabschnitten verdeutlicht. Offensichtlich
ist die KChIP-Bindung fiir 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. Zusatzlich
wurden die Zellen gegen den dendritischen Marker MAP2 gefirbt (rot). Die linke Spalte zeigt jeweils
eine Ubersichtsaufnahme der Zelle. Die rechte Spalte zeigt einen vergroRerten Ausschnitt des durch die
Boxen angedeuteten Bereichs. Rechts neben den mikroskopischen Aufnahmen ist jeweils ein Fluoreszenz-
profil entlang eines reprdsentativen Dendritenausschnittes zu sehen. Dabei ist die Eigenfluoreszenz des
EGFPs in Griin aufgetragen, die MAP2-Fluoreszenz wurde zur besseren Ubersichtlichkeit geglittet 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 beschrankt ist, sondern deutliche Anhdufungen entlang der Dendriten aufweist. C. Ein
ahnliches Bild ergibt sich fiir 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 Farbung 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 Oberflichenexpression des Kv4.2-
Kanals untersucht werden. Dazu wurden kultivierte Rattenneuronen mit hKv4.2wt-
HA-EGFP und hKv4.2A14K-HA-EGFP transfiziert, zusitzlich wurden analoge Ex-
perimente durchgefiihrt, in denen KChIP2.1 kotransfiziert wurde. Die Lokalisation
des Kanals ergab sich aus der Eigenfluoreszenz des EGFP-Fusionsproteins, die Ober-
flachenexpression wurde durch Farbung der extrazellularen HA-Markierung sichtbar
gemacht (siche Abbildung 4.19). Es war zu erkennen, dass die Lokalisationsprofile
der Kv4.2-Kanale lokale Haufungen aufwiesen. Zudem wurde in allen vier Proben ein
Anteil des markierten Kanals an der Dendritenoberfliche nachgewiesen (Pfeilkopfe).
Dariiber hinaus wurden aber auch Protein-Ansammlungen beobachtet, die sich nicht
an der Oberfliche befanden und daher in der HA-Féarbung 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 Farbung des extrazelluliren HA-Epitops nahezu vollstéandig tiberlappten.

Dieser erste Eindruck sollte im Folgenden statistisch untermauert werden. Fiir die
Féarbung wurden jeweils exakt die gleichen Bedingungen verwendet, Gleiches galt fiir
die Aufnahmeparameter am Mikroskop. Auf diese Weise war es moglich, eine semi-
quantitative Aussage liber die relative Oberflachenexpression des Kanals zu machen.
Dazu wurden fiir beide Fluoreszenzmarker die Intensititen entlang der Dendriten
vermessen und und entsprechende Intensitétsprofile erstellt. (siche Abbildung 4.20).
Bereits die Uberlagerung der Fluoreszenzintensitéiten zeigte, dass es in allen Proben
EGFP-Signale gab, denen ein korrespondierendes HA-Signal zugeordnet werden konnte
(Pfeilkopfe). Dariiber hinaus gab es EGFP-Signale ohne zugehoriges HA-Signal (Pfei-
le). Die Auswertung der Flachen unter den Kurven ergab, dass die relativen Anteile
der Oberflichenexpression 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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+ KChiP2.1
hKv4.2wt-HA-EGFP hKv4.2A14K-HA-EGFP  hKv4.2wt-HA-EGFP hKv4.2A14K-HA-EGFP

Uberlagerung’ ==

Abbildung 4.19: Oberflachenexpression 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 Kanile mit und ohne zusatzliches KChIP2.1 zur Expression
gebracht. AnschlieBend wurden die unpermeabilisierten Neuronen gegen das extrazelluldre HA-Epitop ge-
farbt und mit Hilfe eines konfokalen Mikroskops analysiert. Dabei wurde die EGFP-Eigenfluoreszenz (obere
Reihe) mit der HA-Oberflichenfirbung (mittlere Reihe) verglichen. Die Uberlagerung ist in der unteren
Reihe wiedergegeben. In den Proben wurden sowohl Kanal-Anh3dufungen gefunden, denen eine Oberfla-
chenexpression entsprach (Pfeilkdpfe), als auch solche, die ohne komplementire Oberflachenexpression
waren (Pfeile). Dabei wurde in der mit KChIP2.1 kotransfizierten hKv4.2wt-HA-EGFP-Probe nahezu aus-
schlieBlich Kolokalisation beobachtet. GroRenbalken: 15 um.

fiir hKv4.2wt-HA-EGFP um beinahe 40 % gesteigert werden, wahrend das Verhéltnis
fiir die KChIP-bindungsdefiziente hKv4.2A14K-HA-EGFP-Mutante unverédndert blieb
(sieche Abbildung 4.20 B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass KChIP2 in der Lage ist, die Oberflachenexpression von
Kv4.2 in Neuronen zu steigern, allerdings scheint es noch weitere Faktoren zu geben,

die fiir die Oberflachenexpression von Kv4.2 von Bedeutung sind.
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Abbildung 4.20: Statistische Auswertung der Kv4.2-Oberflachen-

Die in Abbildung 4.19 gefirbten Zellen wurden im Hinblick auf
den Anteil des an der Oberfliche exprimierten Kanals semiquanti-
tativ ausgewertet. Dazu wurden Fluoreszenzintensitatsprofile entlang
von Dendritenabschnitten vermessen. A. Typische Fluoreszenzinten-
sitatsprofile fiir die vier unterschiedlichen Proben. Die Eigenfluores-
zenz des EGFP-Fusionsproteins ist in Griin, die HA-Oberfldchenfarbung
in Rot wiedergegeben. Bereiche sehr guter Uberlappung beider Kur-
ven wurden beispielhaft mit Pfeilkdpfen markiert, Bereiche schlech-
ter Uberlappung mit Pfeilen. B. Verhiltnis von EGFP-Eigenfluoreszenz
und HA-Oberflichenfirbung in den Dendriten. Fiir die hKv4.2wt-HA-
EGFP-Probe konnte die Oberflichenexpression durch Koexpression mit
KChIP2.1 signifikant gesteigert werden (*p = 0,026 ungepaarter t-Test
nach Student). Die angegebenen Werte reprasentieren den Mittelwert
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4.3.3 hDPPX-d2EGFP-Lokalisation und -Oberflaichennach-

weis

Fiir die akzessorische 3-Untereinheit DPPX sollten analoge Experimente zur Oberfla-

chenexpression durchgefiihrt werden. Bisher sind keine Mutationen beschrieben, die
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A Abbildung 4.21: Charakterisie-
rung der DPPX-Interaktions-
fahigkeit.
Die fiir Kv4.3 publizierten Mutati-
onen, die den Einfluss von DPPY
aufheben, wurden auf Kv4.2 iiber-
tragen. A.Sequenzvergleich der S2-
Doménen von Kv4.2 und Kv4.3.
C Gleiche Aminosiuren sind farblich
hinterlegt. Beide Transmembran-
(5) (6) domanen unterscheiden sich ledig-
[T lich in einer Aminosdure. Die fiir
T T die Kv4.3-Untereinheit publizier-
103_ ten und in Kv4.2 {bertragenen
Mutationen (A232V bzw. A235V
und 1236W bzw. 1239W) sind
durch rote Sterne markiert. B. Se-
quenzvergleich der Transmembran-
(7) : domanen von DPPX und DPPY.
(5) ©) Gleiche Aminosduren wurden griin
101~ hinterlegt. Die Transmembrando-
méanen der beiden Dipeptidylami-
nopeptidasen unterscheiden sich
8 nur in drei Positionen. C. Es wurde
10 WtHA  A14K-HA A235V-HA 1239W-HA unter§ucht, 9b DPPX einen Effekt
auf die mutierten Kv4.2-a-Unter-
M ohne DPPX einheiten hat. Dazu wurden CHO-
) mit DPPX Zellen mit 0,1 pg Kanalunterein-
heit und 1 pug 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.

Kv4.2
Kv4.3

DPPX
DPPY

4
10 5

Stromdichte [pA/pF]
o
©

den Kv4.2-Kanal bindungsdefizient fiir DPPX machen. Allerdings wurden zwei Muta-
tionen in der zweiten Transmembrandoméne 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
(siche Abbildung 4.21 A und B). Daher wurden die fiir Kv4.3 beschriebenen Muta-
tionen auf die entsprechenden homologen Positionen in der Kv4.2-Kanaluntereinheit
iibertragen. In elektrophysiologischen Experimenten wurde iiberpriift, ob die erzeugten
Konstrukte (Kv4.2A235V-HA und Kv4.21239W-HA) in der Lage waren, mit DPPX zu
interagieren. DPPX als akzessorische Untereinheit erhoht den durch Kv4-Kanile 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 reprasentative Dendritenausschnitt bei starkerer VergroBerung. Es ist die Eigen-
fluoreszenz des hDPPX-d2EGFP, die MAP2-Farbung des dendritischen Kompartiments sowie die entspre-
chende Uberlagerung abgebildet. Wie bei hKv4.2-HA-EGFP ist auch hier eine uneinheitliche Verteilung
mit lokalen Anh3ufungen zu erkennen (Pfeilkdpfe).

davon ausgegangen, dass die eingefligten Mutationen nicht ausreichend sind, einen
funktionellen Effekt von DPPX auf den Kv4.2-Kanal zu unterbinden. Aufgrund dieser
Tatsache konnte die Quantifizierung der Oberflachenexpression analog zur KChIP-

bindungsdefizienten Kv4.2A14K-Mutante nicht durchgefiithrt werden.

Im Gegensatz zu den KChIPs sind die Dipeptidylaminopeptidasen transmembra-
nidre Proteine. Daher ist es moglich, die Oberflichenexpression einer solchen akzes-
sorischen [(-Untereinheit durch immunzytochemische Farbung unpermeabilisierter
Zellen zu visualisieren. Fiir diesen experimentellen Ansatz wurde hDPPX-d2EGFP
verwendet, da bereits gezeigt wurde, dass das EGFP-Epitop den Transport des Fu-
sionsproteins in CHO-Zellen nicht stort (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 stéarkerer Vergrofserung sind zahlreiche

diskrete Anhdufungen in den Dendriten erkennbar (sieche Abbildung 4.22 B).

Um die Bedeutung des Kv4.2-Kanals fiir die Oberflichenexpression 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, wihrend die Oberflichenexpression durch immunzyto-
chemischen Nachweis des extrazelluliren d2EGFPs in unpermeabilisierten Neuronen

erfolgte (siehe Abbildung 4.23). Reihe A zeigt eine starke Expression des hDPPX-
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Abbildung 4.23: Oberflachenexpression von hDPPX-d2EGFP in Neuronen.

Rattenneuronen (E18) wurden mit hDPPX-d2EGFP allein oder mit hDPPX-d2EGFP und hKv4.2
transfiziert. AnschlieBend wurden die unpermeabilisierten Zellen gegen extrazelluldres d2EGFP gefarbt.
A. hDPPX-d2EGFP gelangt in Gegenwart von Kv4.2 in die Dendriten. AuBerdem wurde eine starke Ober-
flachenfarbung nachgewiesen, die auf einen effizienten Transport der Untereinheit an die Oberflache 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 Oberflache nachzuweisen. C. Fluoreszenzintensitats-
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-Oberfldchensignale
in der Peripherie des Somas und im Dendriten zu erkennen (Pfeilkdpfe).

d2EGFP in einem mit Kv4.2 kotransfizierten Neuron. Dariiber hinaus ist eine starke
EGFP-Oberflachenfiarbung zu erkennen, die sowohl das Soma umgibt als auch die Den-
driten farbt. 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-Oberflichenfarbung zu erkennen, die auf eine Integration des

hDPPX-d2EGFP-Proteins in die Membran hindeuten wiirde. 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 ausschlieflich mit hDPPX-
d2EGFP transfizierten Zelle trotz vergleichbarer EGFP-Intensitéit nahezu keine extra-
zellulire DPPX-Farbung auftrat. Im Gegensatz dazu zeigt das zusétzlich mit Kv4.2
transfizierte Neuron deutliche Signale in der Peripherie des Somas und im Bereich
des Dendriten (Pfeilkopfe). Diese Daten zeigen, dass die DPPX-Oberflichenexpression
durch die Anwesenheit von Kv4.2 in kultivierten Neuronen stark gesteigert werden

kann.
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5.1 Molekulare Stochiometrie heteromultimerer
Kv4-Kanal-Komplexe

Da es im Gehirn grofe Bereiche gibt, in denen sich die Expression von Kv4-Kanélen,
DPPs und KChIPs iiberlagert, ist der Gedanke der Bildung terndrer Komplexe, die
sowohl die Kv4-Kaniéle als auch beide Typen von (-Untereinheiten enthalten, nahe-
liegend. In elektrophysiologische Messungen zeigte sich, dass die Strome, die nach
Koexpression beider akzessorischer Untereinheiten mit Kv4-Kanélen gemessen wur-
den, nicht durch einfache Uberlagerung von KChIP/Kv4- und DPP/Kv4-Strémen
simuliert werden kénnen. So ist beispielsweise die Erholung aus der Inaktivierung fiir
den terndren Komplex schneller als die Erholung mit jeweils nur einer 3-Untereinheit
(Jerng et al., 2005). Die nach Koexpression beider S-Untereinheiten erhaltenen Stréme
gleichen dem neuronalen [g, in einigen Parametern auf eine Weise, die mit Expres-
sion nur einer [J-Untereinheit nicht erreicht werden kann. Fiir die Existenz ternérer
Komplexe spricht auch die Tatsache, dass bereits in der ersten Beschreibung der DPPs
als akzessorische 3-Untereinheiten der Kv4-Kanédle KChIP und DPPX mit Kv4.2 ko-
prézipitiert wurden (Nadal et al., 2003). Der méogliche Aufbau eines solchen nativen
Kanal-Komplexes ist in Abbildung 5.1 wiedergegeben. Die Existenz ternirer Kv4-
Kanal-Komplexe ermdoglicht eine erhebliche Bandbreite unterschiedlicher Eigenschhaf-
ten, die eine feine Abstimmung auf die jeweiligen Bediirfnisse in verschiedenen Hirnre-
gionen ermoglichen (Jerng et al., 2005). Dabei kann die Vielfalt durch die Verwendung
unterschiedlicher akzessorischer Untereinheiten bzw. deren Splice-Varianten sowie
durch Bildung von Heteromultimeren der a-Untereinheit noch einmal erheblich ge-

steigert werden.
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aullen

innen

Abbildung 5.1: Méglicher Aufbau eines Kv4.2-Kanal-Komplexes (modifiziert nach Jerng et al.,
2004a).

Die Kv4.2-a-Untereinheit ist in Rot dargestellt, funktionell wichtige Dom3nen wie die Porenregion (S5 und
S6) oder der mit positiven Ladungen versehene Spannungssensor (S4) sind in Gelb wiedergegeben. Die
T1-Doméne (T1), die die untergruppenspezifische Zusammenlagerung verschiedenener a-Untereinheiten
vermittelt, ist griin dargestellt. Kaliumionen (K*) wurden orange gefirbt. Zwei KChIPs sind in Héhe der
T1-Dominen gezeigt (violett), ein transmembranires DPPX-Protein ist blau dargestellt. Uber die Stéchio-
metrie des Kanal-Komplexes herrscht noch keine endgiiltige Klarheit, mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
kann von einem 4:4Verhiltnis fiir die Kv4.2-a-Untereinheit und KChIP ausgegangen werden. Die Anzahl
der DPP-Untereinheiten in einem solchen Komplex konnte bisher nicht ermittelt werden.

Die genaue Stochiometrie nativer Kv4-Kanal-Komplexe ist zum gegenwértigen Zeit-
punkt nicht gekldrt. Als gesichert kann die Existenz von Heteromultimeren aus ver-
schiedenen Kv4-a-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 iiber die T1-Doméne 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 koprazipitiert wird, ist ein deutliches Zeichen fiir die Bildung von
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heteromultimeren Kanélen 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-Kanélen
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 fiir alle KChIPs einen dhnlichen Bindungs-
mechanismus an die Kv4-Kanéle nahe (Kim et al., 2004a; Scannevin et al., 2004; Zhou
et al., 2004; Callsen et al., 2005). Fir die Interaktion von KChIPs und Kv4-Kanélen
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 Grofsteil 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-Doméne (Scannevin et al., 2004) oder auf einer Ebene mit T1
(Pioletti et al., 2006). Aufgrund von Mutationsscans, elektrophysiologischen Messun-
gen, Koimmunprézipitationen und Strukturdaten konnten N- und C-terminale Kanal-
doménen als wichtige Interaktionsstellen identifiziert werden (An et al., 2000; Bahring
et al., 2001b; Scannevin et al., 2004; Callsen et al., 2005), dartiber hinaus wurden einzel-
ne Aminosauren in der T1-Doméne identifiziert, die fiir die Bindung der KChIPs an die
Kv4-Kanéle von Bedeutung sind (Scannevin et al., 2004; Callsen et al., 2005; Pioletti
et al., 2006). Fiir 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-Doménen bestimmt wurde
(Kim et al., 2004a). Auf eine oktamere Struktur deutet auch eine Studie hin, in der
Kv4-Kanéle nach Mutation der T1-Doméne nicht mehr tetramerisieren, in Gegenwart

von KChIP3 jedoch funktionelle Kandle bilden (Kunjilwar et al., 2004).

Allerdings besteht die Moglichkeit, dass die oktamere Struktur einen maximalen

KChIP-Kv4-Kanal darstellt und dass native Kanal-Komplexe nicht notwendigerweise
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iiber vier gebundene KChIPs verfiigen miissen. Dafiir sprechen die in dieser Arbeit
erhobenen Daten, die zeigen, dass sich die in HEK293-Zellen gemessenen Strome auch
nach einem effizienten Knockdown der akzessorischen KChIP2-Untereinheit nur unwe-

sentlich von Stromen 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 mog-
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 konnte sich dhnlich verhalten wie ein Komplex mit der maximalen Anzahl
KChIPs. Auf diese Weise kénnte eine geringe Menge KChIP das Fehlen einer grofsen
Anzahl akzessorischer Untereinheiten kompensieren. In einem solchen Modell wére es
moglich, dass eine Kv4.2-a-Untereinheit, die KChIP2 gebunden hat, einen KChIP-
Effekt zeigen und Konformationen einnehmen kénnte, die dann auch von den anderen
a-Untereinheiten ohne KChIPs leichter eingenommen werden kénnten. Somit wére es
in einem kooperativen Modell moglich, KChIP-Effekte auf Untereinheiten zu iiber-
tragen, die kein KChIP gebunden haben. Ahnliche Prozesse sind fiir die Rolle des
S4-Segments in der Kv-Kanal-Aktivierung beschrieben (Smith-Maxwell et al., 1998).
Im Gegensatz zu dem hier diskutiertem Modell konnte fiir andere Kaliumkanéle ein
stochiometrischer Bedarf an akzessorischen Untereinheiten gezeigt werden, da diese
ein ER-Riickhaltemotiv in den Untereinheiten maskieren (Shyng und Nichols, 1997;

Zerangue et al., 1999)

Eine alternative Erklarung des starken KChIP-Effektes nach dem Knockdown koénnte
in der Verwendung des starken CMV-Promotors liegen, durch den bei transienter Uber-
expression eine groke Menge KChIP entsteht. Daher reichen die nach dem Knockdown
verbleibenden 15 % KChIP moglicherweise aus, um den vollen Effekt auf den Kv4.2-
Kanal zu entfalten. Das Gen fiir die Kv4.2-a-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 vollstdndigen Knockdown ausreichend
KChIP2 zur Verfiigung steht, um einen starken Effekt auf die a-Untereinheit auszu-

uben.
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Eine weitere Moglichkeit, die elektrophysiologischen Experimente in der HEK293-
Zelllinie zu erkléren, ist die gesteigerte Stabilitdt von KChIP in Gegenwart des Kv4.2-
Kanals. Fiir 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 wére es denkbar, dass
Kv4.2-a-Untereinheiten, die KChIP2 gebunden haben, aufgrund ihrer hoheren Sta-
bilitdt in der Zellmembran akkumulieren und letztendlich den beobachteten Strom

vermitteln.

Auch die elektrophysiologischen Experimente in Oozyten zeigten, dass sich hetero-
multimere Kanéle, die KChIP-bindungsdefiziente hKv4.2A14K-Untereinheiten enthiel-
ten, eher wie der Wildtypkanéle verhielten. Wéare die KChIP-Bindung essentiell fiir
die funktionelle Oberflachenexpression des Kv4.2-Kanals, wire bei Koexpression des
Wildtyp-Kanals mit der KChIP-bindungsdefizienten Mutante ein dominant negativer
Effekt aufgetreten, der jedoch in den durchgefithrten Experimenten nicht beobachtet
wurde. Daher deuten die hier vorgestellten Ergebnisse darauf hin, dass Kv4-Kanal-
Komplexe nicht notwendigerweise vier KChIPs enthalten miissen, um die in der Lite-

ratur beschriebenen KChIP-Effekte zu zeigen.

Fiir die DPPs gibt es bisher keine Strukturdaten in Verbindung mit Kv-Kanélen. Eine
Rontgenstruktur der extrazelluliren Doméne zeigte iiberwiegend eine Dimerisierung,
daneben traten aber auch Monomere auf (Strop et al., 2004). Uber die Stéchiome-
trie der DPP/Kv4-Kanal-Komplexe wurden bisher keine Daten erhoben. Aufgrund der
Struktur der extrazelluldren Doméne werden Komplexe mit zwei, vier oder acht DPPs
je Kv4-Tetramer fiir moglich 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 Zelloberfliche transportiert

werden.

Neben dem moglichen Auftreten von Kanal-Komplexen, die nicht die maximal mog-
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. Dafiir sprechen die Expressionsprofile der ak-

zessorischen Untereinheiten, die im Hippokampus eine Uberlappung 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). Aukerdem 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 Moglichkeit hin, dass sich Kv4-Kanal-
Komplexe mit unterschiedlich zusammengesetzten akzessorischen Untereinheiten bil-

den konnen.

So fiihrte die Behandlung mit siPlasmiden gegen KChIP2 in kultivierten hippokam-
palen Neuronen zu einer Reduktion des Ig4, einer Verlangsamung der Inaktivierung
und einer Beschleunigung der Erholung aus der Inaktivierung. Die Verringerung des
Is4 war zu erwarten, da in KChIP2-Knockout-Méusen Kv4.2-vermittelte Strome im
Herzen ebenfalls sehr stark reduziert werden (Kuo et al., 2001). Der Effekt des Knock-
downs auf die Stromamplitude der Is4-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 FEinklang mit der Hypothese verhielten, wonach der Knockdown von KChIP2 die
elektrophysiologischen Parameter in Richtung der Werte fiir die reine Kv4.2-a-Unter-
einheit verschieben sollte. Eine mogliche Erklarung ist eine gednderte Zusammen-
setzung der Kv4.2-Kanal-Komplexe, da die Menge an verfiigharem 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 erkldren konnten.
Dariiber hinaus kénnte die schnellere Erholung aus der Inaktivierung auf ein gednder-
tes Zusammenspiel von KChIPs und DPPs im ternéren Komplex zuriickzufiithren sein

(Jerng et al., 2005).

Da die akzessorischen Untereinheiten KChIPs und DPPs die Kv4-a-Untereinheiten
nicht ohne gegenseitigen Einfluss modulieren (Jerng et al., 2005), ist es beim heuti-
gen Kenntnisstand nicht moglich, die genaue Anderung in der Zusammensetzung der

Kanal-Komplexe aus den gemessenen funktionellen Daten zu ermitteln.

Die durchgefiihrten Experimente zeigen, dass ein effizienter Knockdown der akzes-
sorischen (-Untereinheiten moglich ist. Gleichzeitig wird aber auch deutlich, dass

ein vollstandiger Knockdown nicht erreicht wurde und dass auch kleine Mengen der
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akzessorischen Kanaluntereinheiten starke Effekte auf die Kv4.2-a-Untereinheiten
haben konnen. Die hier erhobenen Daten lassen vermuten, dass der durch den Knock-
down verringerte Einfluss von KChIP2 durch andere (-Untereinheiten kompensiert

werden kann.

5.2 Kv4-Strukturdeterminanten der funktionellen
Interaktion mit akzessorischen Untereinheiten

Die Bindung von KChIPs und Kv4-Kanélen wurde detailliert untersucht, wobei die
veroffentlichten Ergebnisse die Vermutung nahelegen, dass die Bindung aller KChIPs
an den Kanal auf dhnliche 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 Aminosauren 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 prézipitieren. Auch bei der Koexpression von
hKv4.2A14K-HA und hKv4.2wt-HA wurden deutlich geringere Mengen an Kanal und
KChIP prézipitiert 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
gegeniiber konnten hKv4.2wt-HA und hKv4.2A14K-HA in den durchgefiihrten Expe-
rimenten nicht unterschieden werden. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten bestéti-
gen, dass die Mutation A14K ausreichend ist, die KChIP2-Interaktion vollstindig zu
unterbinden, ohne eine der anderen untersuchten Eigenschaften der a-Untereinheit zu

beeinflussen.

Uber die strukturellen Determinanten der Bindung zwischen Kv4-Kanélen und DPPs
ist wenig bekannt. Vor kurzem wurden zwei Punktmutationen beschrieben, die in
Kv4.3-Kanélen zu einem Verlust der DPPY-Interaktion fiihrten (Ren et al., 2005).
Um die Rolle von DPPX fiir die Oberflaichenexpression des Kv4.2-Kanals zu unter-
suchen, wurden analoge Mutanten des Kv4.2-Kanals erzeugt. Die in der vorliegenden

Arbeit durchgefiihrten heterologen Expressionsstudien in CHO-Zellen zeigten aller-
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dings klar, dass die Mutationen, fiir 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 iibertragen werden koénnen. Daher muss ein
differenzierterer Bindungsmechanismus fiir Kv4-Kanéle und DPPs angenommen wer-
den. Eine Erklarung fiir die beobachteten Effekte gestaltet sich dennoch schwierig, da
die Mutationen in einen Bereich eingebracht wurden, der zwischen den beiden Kv4-
Kanélen hoch konserviert ist. Die Aminosduren, die im Transmembransegment der
beiden DPPs fiir die Interaktion mit den mutierten Resten in Frage kommen, stim-
men ebenfalls iiberein. In diesem Bereich tritt lediglich ein konservativer Austausch
eines Valins gegen ein Isoleucin auf, der aber wegen der strukturellen Ahnlichkeit der
beiden Aminosduren keinen groften Effekt auf die Bindungseigenschaften der DPPs
haben sollte. Grofere Unterschiede in den Sequenzen finden sich dagegen im N-
Terminus der S2-Doméne der Kv4-Kanéle und am C-Terminus des Transmembran-
segmentes der DPPs. Da die Transmembrandoméne der DPPs von der Zellinnenseite
zur Zellaufsenseite verlauft, das S2-Segment der Kv4-Kanéle aber in umgekehrter Rich-
tung, ist eine enge Nachbarschaft dieser Aminoséuren durchaus vorstellbar. Moglicher-
weise stellt diese zweite Region innerhalb der Membran eine weitere Interaktionsstelle
zwischen a- und (-Untereinheiten dar, die die hier beschriebenen Unterschiede im
Bindungsverhalten erkldren konnte. Allerdings herrscht in der Literatur keine end-
giiltige Klarheit iiber die genaue Lage der zweiten Transmembrandoméne, verschie-
dene Quellen unterscheiden sich um bis zu neun Aminoséduren (Zhu et al., 1999,
www.expasy.org). In der vorliegenden Arbeit wurde die Transmembrandoméne ver-
wendet, die von der ExPASy-Datenbank angegeben wird. Da die Lage der Transmem-
brandoméne in beiden Fallen aufgrund der Hydrophobizitdt der Aminosduren berech-
net wurde, fand die jiingere Angabe Verwendung. Da aber weder Kokristalle von DPPs
und dem Kv4-Kanal noch Ergebnisse von Mutationsstudien zur Verfiigung 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-
flachenexpression von Kv-Kanéilen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle einer direkten funktionellen Interaktion
mit akzessorischen (-Untereinheiten fiir die subzellulére Lokalisation und die funktio-
nelle Oberflichenexpression von Kv4.2-a-Untereinheiten in hippokampalen Neuronen

untersucht.

Neben dem im heterologen Expressionssystem beschriebenen Effekt auf die funktionel-
le Oberflachenexpression, der durch die akzessorischen Untereinheiten vermittelt wird
(Béhring et al., 2001b; Nadal et al., 2003; Jerng et al., 2004a), sind auch Signalsequen-
zen in der a-Untereinheit selbst bekannt, die die subzelluldre Lokalisation beeinflussen.
So wurde ein Dileucin-Motiv, welches im C-Terminus lokalisiert ist, als Sortiersignal
fiir den Transport der Kv4.2-Kanile in die Dendriten identifiziert (Rivera et al., 2003).
Im Gegensatz dazu wird die axonale Lokalisation von Kv1-Kanélen durch die Inter-
aktion mit Kvj iiber die T1-Doméne gesteuert (Gu et al., 2003). Der Transport von
Kv4.2 selbst wird durch das Kinesin Kifl7 vermittelt (Chu et al., 2006). Die Binde-
stelle fiir dieses Transportprotein wurde auf die 30 letzten Aminosduren eingegrenzt.
Es gelang aber weder, die genaue Bindungsstelle noch das postulierte Adapterprotein
zu identifizieren (Chu et al., 2006). Dartiber hinaus interagiert Kv4.2 iiber seinen C-
Terminus mit dem Aktin-bindenden Protein Filamin (Petrecca et al., 2000). Filamin
fungiert moglicherweise als Geriistprotein, welches Kv4.2 in der postsynaptischen Mem-
bran verankert (Petrecca et al., 2000). Am dukersten Ende des C-Terminus der Kv4-
Kanéle befindet sich eine Bindestelle fiir PSD-95, welches ebenfalls als Geriistprotein
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 Aktivitdt 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-Kanéle entlang der Dendriten wurde sowohl fiir den endogenen Kv4-

Kanal (Alonso und Widmer, 1997) als auch fiir transfizierte Kanalkonstrukte beschrie-
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ben (Kim et al., 2005; Chu et al., 2006; Lauver et al., 2006). Dariiber hinaus konnte
kein Einfluss der akzessorischen KChIP-Untereinheit auf die Fahigkeit der Kv4.2-a-
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 erwahnte inhomogene Verteilung entlang der Dendriten deutet
auf einen aktiven Transport der Kv4.2-a-Untereinheiten hin. In EGFP-transfizierten
Kontrollneuronen wurde eine gleichméfige Farbung der Dendriten beobachtet, die
auf eine Verteilung durch Diffusion schliefsen lésst. Fiir einen Transport der Kv4.2-
a-Untereinheiten spricht weiterhin die Tatsache, dass ein Konstrukt, in dem die Bin-
destelle fiir das Transportprotein Kifl7 deletiert worden war (Chu et al., 2006), nicht

in den Dendriten nachgewiesen werden konnte.

Die Bedeutung der KChIPs fiir die funktionelle Oberflichenexpression, die zu der
dramatischen Zunahme in der Stromamplitude fiihrt, ist in heterologen Expressions-
systemen beschrieben (Bihring et al., 2001b; Takimoto et al., 2002; O’Callaghan et al.,
2003), fiir Neuronen wurde sie aber noch nicht gezeigt. Dariiber hinaus ist die Regula-
tion der Oberflachenexpression durch akzessorische Untereinheiten auch von anderen
Kaliumkanélen wie dem Kir6-Kanal oder hSlo bekannt (Zerangue et al., 1999; Toro
et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Kv4.2-a-Untereinheiten
in kultivierten hippokampalen Neuronen in der Lage sind, die Dendritenoberflache
zu erreichen. Das gilt auch fiir das hKv4.2A14K-HA-EGFP-Konstrukt. Im Gegen-
satz zu dieser KChIP2-bindungsdefizienten Mutante konnte die Oberflichenexpression
des Wildtyp-Konstruktes durch Koexpression mit KChIP2 um etwa 40 % gesteigert
werden. Diese Daten zeigen deutlich, dass KChIP2 eine Rolle bei der Oberflichen-
expression der Kv4.2-a-Untereinheit spielt. Auf der anderen Seite wird aber klar, dass
auch in Abwesenheit von KChIP2 ein Transport von a-Untereinheiten an die neuronale

Zelloberfliache erfolgt. Dafiir gibt es mehrere mogliche Erklarungen.

Zum einen konnte die Kv4.2A14K-HA-EGFP-a-Untereinheit, fiir 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 Aminosédure 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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Al4K-Mutante gegeniiber weiteren KChIPs nicht untersucht wurde, kann keine Aus-
sage iiber die Ubertragbarkeit der KChIP2-Bindungsdefizienz getroffen werden. Wegen
der schon erwithnten grofen Ahnlichkeit zwischen den KChIPs ist die Moglichkeit einer
restriktiven KChIP-Bindungsdefizienz allerdings recht unwahrscheinlich, da anzuneh-
men ist, dass die Bindung an den Kanal fiir unterschiedliche KChIPs auf dhnliche
Weise erfolgt (Kim et al., 2004a; Scannevin et al., 2004; Zhou et al., 2004; Callsen
et al., 2005).

Eine zweite Moglichkeit zur Kldarung der basalen Oberflachenexpression ist die Bil-
dung von Heteromultimeren aus der mutierten Kv4.2A14K-HA-EGFP-Untereinheit
und endogenen Kv4-a-Untereinheiten. Untersuchungen haben gezeigt, dass Kv4.2-a-
Untereinheiten in kultivierten hippokampalen Neuronen bereits an DIV6 nachgewie-
sen werden konnen (Maletic-Savatic et al., 1995). Da die in dieser Arbeit verwendeten
Mausneuronen (P0) und Rattenneuronen (E18) zwischen Tag 7 und 10 transfiziert
wurden, kénnen sich heteromultimere Kandle mit endogenen Kv4-a-Untereinheiten
gebildet haben, die DPPs und, zumindest teilweise, KChIPs binden kénnen. Da das
Verhalten von Kv4-Tetrameren, die weniger als vier KChIPs gebunden haben, bisher
nicht untersucht wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Kanéle an die Zell-
oberflache transportiert werden, sobald ein KChIP an eine im Kv4-Tetramer enthalte-
ne Wildtyp-a-Untereinheit bindet. Dieses Modell wiirde allerdings einen quantitativen
Unterschied zwischen Kv4.2A14K-HA-EGFP- und Kv4.2wt-HA-EGFP-transfizierten
Neuronen vorhersagen, wenn grofte Mengen KChIP2 vorhanden wéren. In diesem Fall
sollten die Kv4.2wt-HA-EGFP-Untereinheiten effektiver an die Zelloberfliche trans-
portiert werden, da sie keine endogenen ,Helferproteine benétigen. Ein solches Ver-
halten wurde in der vorliegenden Arbeit nach der zusétzlichen heterologen Expressi-
on von KChIP2 beobachtet, nicht aber wiahrend der basalen Expression. Allerdings
zeigen die hier vorgestellten KChIP2-Koexpressionsdaten, dass KChIP2 ein limitie-
render Faktor fiir die Oberflachenexpression ist, daher kann nicht unbedingt erwartet
werden, dass der postulierte Unterschied bereits bei der basalen Oberflichenexpres-
sion auftritt. Trotzdem scheint dieses Modell wegen der massiven Uberexpression der
Kv4.2A14K-HA-EGFP-Untereinheit als Erklarung fiir die basale Oberflachenexpressi-

on in Neuronen relativ ungeeignet.
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Die wahrscheinlichste Moglichkeit, die basale Oberflichenexpression zu erklaren, sind
weitere akzessorische (-Untereinheiten, die andere Bindungsstellen an den Kv4.2-a-
Untereinheiten haben. Hier konnten wiederum die DPPs eine Rolle spielen, von denen
bekannt ist, dass sie die Oberflichenexpression der Kv4.2-a-Untereinheit steigern kon-
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 a-Untereinheiten nach Bindung von DPPs an die Oberfliche trans-
portiert werden. Mit diesem Modell ist der beobachtete effizientere Membrantransport
KChIP-bindender a-Untereinheiten bei zusitzlicher KChIP2-Uberexpression verein-
bar.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigen, dass der Mechanismus der KChIP-
vermittelten Erhchung der funktionellen Oberflachenexpression auch in Neuronen exis-
tiert. Allerdings miissen in diesen Zellen weitere Faktoren vorhanden sein, die den
Transport des Kv4.2-Kanals zur Oberfliche fordern konnen. Weiterhin zeigen die
durchgefiihrten Experimente, dass transient transfizierte Kv4.2-Kanéle bereits an DIV8
in den Dendriten nachgewiesen werden konnen. Zu diesem Zeitpunkt beginnt in kul-
tivierten hippokampalen Neuronen der Transport des endogenen Kv4.2-Kanals in die
Dendriten, der bis dahin ausschlieflich in intrazellularen Kompartimenten nachweisbar

ist (Maletic-Savatic et al., 1995).

In heterologen Expressionssystemen fordern DPPs den Transport der Kv4.2-a-Unter-
einheit zur Zelloberfliche (Nadal et al., 2003; Jerng et al., 2004b; Chen et al., 2006a).
Fiir eine effiziente Regulation der Oberflichenexpression sollten nur vollsténdig as-
semblierte Kanal-Komplexe an die Zelloberfliche gelangen kénnen. Das wiirde einer-
seits bedeuten, dass Kv4.2-a-Untereinheiten nicht ohne akzessorische S-Untereinheiten
zur Membran gelangen wiirden, andererseits sollten auch akzessorische Untereinheiten
nicht ohne a-Untereinheit an die Zelloberfliche gelangen. Genau dieses Verhalten wur-
de in der vorliegenden Arbeit in kultivierten hippokampalen Neuronen beobachtet. So
zeigten Neuronen, die ausschlieflich mit DPPX-d2EGFP transfiziert worden waren,
zwar eine deutliche Expression des Fusionsproteins, eine Oberflachenexpression 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 ablauft und dass nur vollstdndige Kanal-Komplexe an die Zelloberflache ge-
langen kénnen. 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-Kanéle erinnernde Vertei-
lung. Diese Daten lassen vermuten, dass Kv4.2-Kanile 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-a-Untereinheit zur neuronalen Zelloberfliche
transportiert wird. Dartiber hinaus konnten die in immortalisierten Zelllinien beschrie-
benen Effekte der akzessorischen -Untereinheiten auf den Kv4.2-Kanal hier erstmals
auch auf kultivierte hippokampale Neuronen iibertragen werden. Dabei wurde deutlich,
dass die akzessorischen KChIP-Untereinheiten nicht essentiell fiir die Expression der
Kv4.2-a-Untereinheit, den Transport in die Dendriten oder die Oberflachenexpression
sind. Allerdings ist KChIP2 in der Lage, die Oberflichenexpression der Kv4.2wt-a-
Untereinheit, nicht aber die einer KChIP2-bindungsdefizienten Mutante signifikant zu
steigern. Die hier erhobenen Daten deuten darauf hin, dass ein funktioneller Kv4.2-
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kiirzungen

Auf die Erlduterungen von Standardeinheiten (min, g) und gebrauchlichen Vorsétzen

bei Einheiten (m, ) wurde verzichtet.

AraC
AS
asRNA
BK

bp
BSA
CALP
CHO

CMV
COS-1
d2EGFP
DIV...
DMP
DNA
DPP
DPPX
DREAM
eag

EF

Cytosinarabinosid

Aminosédure(n)

Antisense-RNA

large conductance voltage- and calcium-activated K -channel
Basenpaar(e)

bovine serum albumine (Rinderserum-Albumin)
calsenilin-like protein

chinese hamster ovary (immortalisierte Zelllinie, gewonnen aus den
Eierstocken des Chinesischen Hamsters (Cricetulus griseus))

Cytomegalovirus

Nierenzelllinie der Griinen Meerkatze (Cercopithecus aethiops)
destabilisiertes EGFP

days in-vitro (Tage in Kultur)

Dimethylpimelimidat

deozyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure, DNS)
Dipeptidylaminopeptidase

DPP6

downstream-requlatory-element antagonist modulator
embryonaler Tag (Tage nach der Begattung)

ether a go-go

Calcium-bindendes Motiv, benannt nach Helices im Parvalbumin-Protein
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EGFP

ELK
ER
FACS
GFP
GRK
HA
HBS
HBSS
HCN
HEK

HEPES
hERG
HRP
KChIP
KCNIP

KCNQ

KcsA
Kir
Kv
LB
MAP
MODC
MthK
NA
NCS
NEC
NFH
NIC

A ABKURZUNGEN

enhanced green fluorescent protein (verbessertes griin fluoreszierendes
Protein)

ether d go-go like K'-channel

endoplasmatisches Retikulum

fluorescence activated cell sorting (fluoreszenzgestiitzte Zell-Sortierung)
green fluoreszent protein (griin fluoreszierendes Protein)

G protein-coupled receptor kinase

Hamagglutinin

HEPES-buffered saline

Hank’s balanced salt solution

hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated

human embryonic kidney (immortalisierte Zelllinie, gewonnen aus einer
menschlichen embryonalen Niere)

4-(2-Hydroxyethyl-)Piperazin-1-Ethansulfonat

human ether-d-go-go-related gene

horseradish peroxidase

K*-channel-interacting protein (Kaliumkanal-interagierendes Protein)

K*-channel-interacting protein (Kaliumkanal-interagierendes Protein,
offizieller Genname)

KQT-like subfamily of wvoltage-gated potassium channels (Unterfami-
lie Q der spannungsgesteuerten Kaliumkanile, Kv7-Kanile, offizieller
Genname)

Streptomyces-lividans-K*-Kanal

inward rectifying KT channel (Kalium-Einwartsgleichrichter-Kanal)
voltage-gated K*-channel (spannungsgesteuerter Kaliumkanal)
Luria broth

Mikrotubuli-assoziiertes Protein

murine Ornithindecarboxylase
Methanobacterium-thermoautotrophicum-K*-Kanal
numerische Apertur

Neuronaler Calciumsensor

Neuronen-Extrazellularlosung

neurofilament heavy chain (schwere Kette des Neurofilament)

Neuronen-Intrazellularlosung
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OEC
OPA

PBS
PCR
PEST

PS

PSD
PSG
RISC
RNA
RNAi
RT
RT-PCR
SEM
siPlasmid
siRNA
slo

TEA

tiff

™
TOK
TREK
Tris
TTX

TWIK

wt

A ABKURZUNGEN

Oozyten-Extrazellularlosung

Operationsverstarker

postnataler Tag (Tage nach der Geburt)
phosphate-buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlosung)
polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)

Signalsequenz, die Proteine fiir den Abbau in den Proteasomen markiert

und reich an den Aminoséuren Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und
Threonin (T)

Penicilin-Streptomycin

Post-Synaptic Density

Penicillin-Streptomycin-Glutamin

RNA-induced silencing complex

ribonucleic acid (Ribonukleinsdure, RNS)

RNA-Interferenz

Raumtemperatur

Reverse-Transkriptase-PCR

standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes)
Haarnadelvektor

short interfering RNA

slowpoke calcium-dependent

Triethanolamin

tagged image file format

Transmembransegment

two pore domains outward-rectifying K™ channel
TWIK-related potassium channel (TWIK-verwandter Kaliumkanal)
Tris(-Hydroxymethyl)-Aminomethan

Tetrodotoxin (Gift aus dem Kugelfisch (Fugu sp.), blockiert spannungs-
aktivierte Natriumkanéle)

Tandem of Pore loop domains in a Weak Inward rectifying Kt channel

Wildtyp
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fur RNAIi

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten siPlasmide bzw. synthetischen siRNAs

waren gegen die unten aufgefithrten Sequenzen gerichtet.

KChIP2sil
KChIP2si2

DPPXsil
DPPXsi2
DPPXsi3
DPPXsi4

siRNA1
siRNA2
siRNA3

AAGTCCATCTATGACATGATG
ATGTCCCAGCGGAATTGTCAA

AAGATCTCTTCAGTGAAGACT
CTCTCCAATAACAGACTTCAA
CTGGCTCCACAGACAGAATGA
CTGGCTGTATGAAGAGGAGAT

GAGGATGAGTTTGAACTATCC
GAGGAATTCATTGAGTCTTGT
CAGGAACAAACCAAGTTCACA

siPlasmid
siPlasmid

( )
( )
(siPlasmid)
(siPlasmid)
(siPlasmid)
( )
(
(
(

siPlasmid

synthetische siRNA)
synthetische siRNA)
synthetische siRNA)
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id-Karten

In den Plasmid-Karten wurden die Abschnitte, die fiir die Expression des Zielproteins

nicht von unmittelbarer Bedeutung sind, zur besseren Ubersicht halbtransparent dar-

gestellt.

Ampicillin-Resistenz — CMV-Promotor
T7-Primer-Bindungsstelle
p EcoRI (953)
UC-Origi
L HA-Epitop
Kv4.2wt-HA
\ in pcDNA3 Kv4.2-HA
SV40-Poly-A-Signal \ 7338 bp
\
Neomycin-Resistenz / EcoRI (2883)
— BGH-rev-Primer-Bindungsstelle
SV40-Early-Promotor BGH-Poly-A-Signal
f1-Origin

Kv4.2wt-HA in pcDNA3. Der humane Kv4.2-Kanal enthilt in der ersten extrazelluldren Schleife ein
HA-Epitop. Das Konstrukt wurde in den pcDNA3-Vektor einkloniert, der eine Expression in Sdugerzellen
ermoglicht.
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C PLASMID-KARTEN

CMV-Promotor
T7-Primer-Bindungsstelle

EcoRl (939)

Ampicillin-Resistenz —

pUC-Origin
HA-Epitop
| Kv4.2-HA-EGFP

SV40-Poly-A-Signal | in pcDNA3
\ 8072 bp

hKv4.2wt-HA-EGFP

Neomycin-Resistenz

SV40-Early-Promoter ¥ — Notl (3610)

f1-Ursprung BGH-rev-Primer-Bindungsstelle

BGH-Polyadenylierungssignal

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.

CMV-Promotor
T7-Primer-Bindungsstelle
EcoRI (939)

Ampicillin-Resistenz

pUC-Origin
HA-Epitop
hKv4.2-600A-HA-EGFP
in pcDNA3

7982 bp

SV40-Poly-A-Signal hKv4.2-600A-HA-EGFP

Deletion des Kv4.2-C-Terminus
Neomycin-Resistenz

SV40-Early-Promotor Notl (3520)

f1-Origin BGH-rev-Primer-Bindungsstelle

BGH-Poly-A-Signal

hKv4.2-600A-HA-EGFP in pcDNA3. Durch Deletion der C-terminalen 30 Aminosduren entstand dieses
Konstrukt, dem die Bindungsstelle des Kinesins Kifl7 fehlt.
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C PLASMID-KARTEN

Ampicillin-Resistenz . CMV-Promotor
\ T7-Primer-Bindungsstelle

AccB5l (918)
pUC-Origin

| hDPPX-d2EGFP —
SV40-Poly-A-Signal { in pcDN A3 Stop-Codon
8659 bp

Neomycin-Resistenz

SV40-Early-Promoter “‘—ﬁ/ d2EGFP

H1-Origin Notl (4211)
BGH-Poly-A-Signal  BGH-rev-Primer-Bindungsstelle

hDPPX-d2EGFP in pcDNA3. Dieses Plasmid diente zur Expression der akzessorischen DPPX-
Untereinheit, an deren C-Terminus eine destabilisierte EGFP-Variante fusioniert wurde.

Ampicillin-Promotor

Ampicillin-Resistenz 31 \CMV-Promolor
/ Acc65| (918)

hKChIP1 ohne

Stop-Codon
pUC-Origin hKChIP1-d2EGFP
in pcDNAS/FRT
6537 bp
d2EGFP

SV40-Poly-A-Signal

\
\—‘\ /" Notl (2447)

BGH-Poly-A-Signal
Hygromycin-Resistenz (ochne ATG) FRT-Stelle

hKChIP1-d2EGFP in pcDNAS5/FRT. Fiir die Erzeugung stabiler HEK293-Zelllinien wurden Fusionspro-
teine aus Kanaluntereinheit und einer destabilisierten EGFP-Variante in den pcDNA5/FRT-Vektor kloniert.
Dieser Vektor ermoglicht die Selektion stabil transfizierter Zellen durch unterschiedliche Resistenzen. Ana-
loge Vektoren wurden fiir weitere Kanaluntereinheiten hergestellt.
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C PLASMID-KARTEN

Ampicillin-Promotor

Ampicillin-Resistenz

EF-1a-Promotor

pUC-Origin
mKChIP1-EGFP in Acc5| (1594)
pEF5/FRT/V5-D-TOPO

7157 bp

SV40-Poly-A-Signal mKChIP1-EGFP

Notl (2998)
V5-Epitop
BGH-Poly-A-Signal

Hygromycin-Resistenz (ohne ATG)

FRT-Stelle

mKChIP1-EGFP in pEF5/FRT/V5-D-TOPO. Fiir die Erzeugung stabiler 3T3-Zelllinien wurden Fu-
sionsproteine aus Kanaluntereinheit und EGFP in den pEF5/FRT/V5-D-TOPO-Vektor kloniert. Dieser
Vektor ermdglicht die Selektion stabil transfizierter Zellen durch unterschiedliche Resistenzen. In diesem
Vektor steht das Fusionsprotein unter Kontrolle des EF-1a-Promotors, da der CMV-Promotor in 3T3-Zellen
mit der Zeit deaktiviert wird. Analoge Vektoren wurden fiir weitere Kanaluntereinheiten hergestellt.

Hindlll (400)
A Haarnadelkonstrukt
/ BamHlI (463)
Ampicillin-Resistenz U6-Promotor
KChiP2si1
in pSilencer2.0-U6
3131 bp
ColE1-Origin

KChIP2sil 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

N H1-Promotor
BamH] (496)
Haarnadelkonstrukt
. L Hindlll (559)
Ampicillin F |
-ResFiJstenz KChIP2si1 '|'
in pSilencer3.0-H1
2797 bp
ColE1-Origin

KChIP2sil 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 Losungen

Hier wird die Zusammensetzung der im Kapitel Methoden erwéhnten Puffer und Lo-

sungen in alphabetischer Reihenfolge wiedergegeben.

BSA-Losung

Diethylpyrocarbonat-
behandeltes Wasser
ECL-Losung

EDTA

Extrazellularlosung

Gentamycin-Losung

HBS (2x)

Intrazellulérlosung

KCM (5x)
Lysispuffer

NEC

2% in PBS
DEPC, 0,1% (v/v)

50 uM Luminol, 41 uM p-Cumarsiure, 0,3 %o HoOo, 100 mM
Tris-HCI, pH 8,5

0,5%0 (w/v), pH 7,4

135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCly, 5 mM
HEPES, 10 mM Sacharose, pH 7,4 mit NaOH

7,5 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM CaCly, 1 mM MgCly, 5 mM
Na-Pyruvat, 5 mM HEPES, 50 pug/ml Gentamycin, pH 7,5
mit NaOH

280 mM NaCl, 10mM KCl, 1,5 mM NayHPO,, 12 mM Dex-
trose, 50 mM HEPES, pH 7,05, steril filtriert, Aliquots bei
-20°C gelagert

125 mM KCI, 1 mM CaCly, 1 mM MgCly, 11 mM EGTA,
10 mM HEPES, 10 mM Sacharose, 2 mM Glutathion, 2 mM
Ky-ATP, pH 7,2 mit KOH

0,5 M KCI, 0,15 M CaCl,, 0,25 M MgCl,

150 mM NaCl, 50 mM HEPES, 2 mM EDTA, pH 74
mit NaOH, 0,5% Triton X-100, 10 ul/ml Proteaseinhibitor-
Cocktail (Sigma, Taufkirchen), 4°C

160 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 2 mM CaCly, 1 mM MgCls,
10 mM HEPES, 10 mM Glukose, Phenolrot 0,01 g/1, pH 7,3
mit NaOH, steril filtriert, Zugabe von 500 nM TTX direkt vor
Gebrauch
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Neurobasalmedium
NIC

OEC

Oozyten-Ringer-
Losung (Ca?*-frei)

PBS

PBST
Plattierungsmedium
TAE-Puffer
TE-Puffer

Triton X-100
TSS-Puffer

D PUFFER UND LOSUNGEN

2% B27-Supplement, 0,5 mM L-Glutamin, 25 uM Glutamat

140 mM K-MeSO3, 5 mM KCI1, 0,5 mM CaCls,, 0,5 mM MgCl,,
5 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7,2 mit KOH, Zugabe von
2 mM Mg-ATP direkt vor Gebrauch

79,5 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM
HEPES, pH 7,5 mit NaOH

82,5 mM NaCl, 2 mM KCIl, 1 mM MgCl,, 55 mM HEPES,
pH 7.5 mit NaOH

150 mM NaCl, 8 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,
Zusatz von 0,5% (v/v) Tween zu PBS

MEM, 0,6 % Glukose, 10 % Pferdeserum

0,05 mM Tris-Acetat, 2 mM EDTA, pH 8,0

10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.5

0,25% in PBS

73% LB-Medium, 10% PEG3350, 5% DMSO, 20 mM MgSOy,
pH 6.5, sterilfiltriert
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