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Arbeitshypothese und Fragestellung

1 Arbeitshypothese und Fragestellung

In Neuronen des Zentralen Nervensystems (ZNS) vermitteln die spannungsgesteuerten
Kv4.2-Kanile einen somatodendritischen A-Typ-Strom (Isa), der bei der Kontrolle der
dendritischen Erregung eine zentrale Rolle spielt. Verschiedene Kv-Kanal-Inter-
agierende Proteine (KChIPs) konnen sich als akzessorische B-Untereinheiten an
Kv4.2-Kanile anlagern und deren Membranexpression und Stromeigenschaften beein-
flussen. Dabei stellt KChIP3 eine Besonderheit dar: Es kann nicht nur mit Kv4.2-
Kanilen Komplexe bilden, sondern interagiert auch mit dem Ca**-Signaling-Protein
Presenilin und fungiert im Zellkern als DNA-Transkriptionsrepressor. Dariiber hinaus
wurden kiirzlich Interaktionen von KChIP3 mit dem lysosomalen Protein Ceroid
Lipofuscinosis, Neuronal, 3 (CLN3) entdeckt (Chang et al. 2007). CLN3 findet sich als
Transmembranprotein in Lysosomen. Seine Funktion ist noch weitestgehend unbe-
kannt, jedoch werden bestimmte Mutationen im CLN3-Gen fiir das Auftreten der
Juvenilen Neuronalen Ceroidlipofuszinose (JNCL) verantwortlich gemacht; JNCL ist
eine neuropidiatrische Erkrankung, bei der es zum Absterben von Neuronen des ZNS
kommt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, ob die Interaktion von
CLN3 mit der akzessorischen [B-Untereinheit KChIP3 die Funktion von Kv4.2-
Kanilen indirekt beeinflussen kann und ob gegebenenfalls Mutationen im CLN3-
Protein oder die intrazelluldre Calciumkonzentration Auswirkungen auf die CLN3-
Effekte haben. Hierzu wurden nach heterologer Coexpression der entsprechenden

Proteine in HEK293-Zellen Experimente mit der Patch-Clamp-Technik durchgefiihrt.
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2 Einleitung

2.1 Kaliumkanale

Unter den Ionenkanélen stellen die kaliumselektiven Kandle mit einer Reihe unter-
schiedlicher Eigenschaften und Funktionen die vermutlich grofite Gruppe dar, wie
Nukleotidsequenzanalysen zeigen (Coetzee et al. 1999; Birnbaum et al. 2004). Kalium-
kanile spielen in vielen physiologischen Prozessen eine Rolle, wie bei der Aufrecht-
erhaltung des Ruhemembranpotentials, der Signaltransduktion, Zellproliferation und
der Kaliumhomoostase. Man findet sie in den Geweben samtlicher Organismen, z. B.
in Pflanzen, Bakterien und Tieren. Spannungsgesteuerte Kaliumkanédle werden Kv-
Kanile (voltage dependent) genannt. Als erster Kv-Kanal wurde der Shaker-Kanal in
der Fruchtfliege Drosophila melanogaster entdeckt. Drei weitere Gene, die in ihrer
Sequenz dem Shaker-Kanal sehr dhnlich sind, wurden ebenfalls in der Fruchtfliege
gefunden: Shab, Shaw und Shal. Inzwischen unterscheidet man anhand der Amino-

sduresequenzen zwdlf Untergruppen (Abbildung 2.1) (Gutman et al. 2005).

Kv12.2
—
Kv12.3
_E Kv10.1
Kv10.2

Kvil.1
_r_‘:Kvu.z
Kvil.3

Abbildung 2.1: Phylogenetischer Baum fiir Kv-Kanidle (modifiziert nach Gutman et al.
2005)
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Aufgebaut sind die Kv-Kanile aus vier a-Untereinheiten (Abbildung 2.2 A). Eine
a-Untereinheit besteht aus sechs Membran-durchspannenden a-helikalen Segmenten
(ST bis S6) und den im Zytoplasma liegenden Doménen der Amino(N)- und
Carboxy(C)-Termini (Abbildung 2.2 B) (Tempel et al. 1987). Wihrend die Trans-
membranregionen stark konserviert sind, unterscheiden sich die Kv-Untergruppen im
Wesentlichen durch ihre Proteintermini (Birnbaum et al. 2004). Es ist moglich, dass
sich verschiedene a-Untereinheiten derselben Kv-Familie zusammenlagern (Isacoff et

al. 1990; Covarrubias et al. 1991).

29 &%

Abbildung 2.2: Aufbau von Kaliumkanélen

A: Kv-Kanale setzen sich aus vier a-Untereinheiten zusammen und bilden eine zentrale Pore
(P). B: Die a-Untereinheit eines Kv-Kanals besitzt sechs Transmembrandomanen (S1 bis S6).
Sowohl N- als auch C-Terminus liegen intrazellular. Am N-Terminus befindet sich die Tetra-
merisierungsdomane (T1) C: Kristallstruktur von zwei a-Untereinheiten eines Kaliumkanals am
Beispiel des Streptomyces-lividans-Kaliumkanals (modifiziert nach Doyle et al. 1998). Die
Poren-formende Doméane besteht aus der inneren und &uferen Helix (blau) sowie dem
Selektivitatsfilter (rot).

Fiir die Zusammenlagerung der a-Untereinheiten Kv1 bis 4 ist die Tetramerisierungs-
doméne (T1) verantwortlich (Abbildung 2.2 B). Sie liegt intrazelluldir am N-Terminus
unmittelbar vor der ersten Transmembrandomine S1 (Birnbaum et al. 2004). Die vier
T1-Doménen eines Kanals ergeben zusammen eine Struktur, die einer hingenden
Gondel (hanging gondola) gleicht (Kobertz et al. 2000). Diese Doméne ist auch fiir die
Bindung von zytoplasmatischen [B-Untereinheiten von Bedeutung. Die o-Unter-
einheiten ordnen sich symmetrisch an und bilden in ihrem Zentrum eine Pore
(Abbildung 2.2 C). Die vier zusammengelagerten Porenschleifen, die sich zwischen
den Segmenten S5 und S6 befinden, bezeichnet man als P-Doméne. Sie enthalten die
Aminosduresequenz TXGYGD, die als Selektivititsfilter dient (Li et al. 1992; Doyle et
al. 1998; Birnbaum et al. 2004). Als Spannungssensor fungiert vermutlich das S4-
Segment. Es enthilt an etwa jeder dritten Position die positiv geladenen Aminoséduren

Arginin oder Lysin (Birnbaum et al. 2004). Aufgrund von Rontgenstrukturanalysen
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wird angenommen, dass bei einer Anderung des Membranpotentials die stark positive
Transmembrandomidne um ihre Léngsachse kippt. Dabei kommt es zu einer
Konformationsdnderung der a-Untereinheiten. Erst durch Aktivierung aller vier
Spannungssensoren wird eine kooperative Bewegung der S6-Segmente hervorgerufen,
die als Tor (gate) fungieren, sodass sich der Kanal 6ffnet (Ledwell und Aldrich 1999).
Man kann Kanalzustdnde grob in drei Konformationen einteilen: offen, geschlossen,
inaktiviert (Abbildung 2.3) (Ashcroft 1999). Im geschlossenen Zustand transportieren
die Kanile keine Ionen, konnen aber durch einen aktivierenden Reiz gedffnet werden.
Im offenen Zustand sind die Kanéle durchldssig fiir Ionen. In der inaktivierten
Konformation ist der Kanal nicht ionengéngig und ldsst sich auch nicht durch einen
Stimulus 6ffnen (Refraktéritit). In diesen Zustand gehen Kanile hiufig nach einer
Aktivierung tber, was als Offen-Inaktivierung bezeichnet wird. Nach Ablauf der
Refraktérzeit wechselt der Kanal zuriick in den geschlossenen (aktivierbaren) Zustand.
Der Ubergang in die verschiedenen Zustéinde wird Gating genannt und kann abhingig

vom lonenkanaltyp charakteristische Kinetiken aufweisen.

offen geschlossen inaktiviert

HiotjiS

Inaktivierungs-
domaéne

Abbildung 2.3: Kanalkonformationen (modifiziert nach Ashcroft 1999)

Beim Shaker-Kanal unterscheidet man zwei Mechanismen. Die schnelle N-Typ-
Inaktivierung ldsst sich gut durch einen Ball an einer Kette veranschaulichen (ball and
chain inactivation) (Birnbaum et al. 2004). Als Kette fungiert der bewegliche Teil des
N-Terminus. An ihm sitzt eine Inaktivierungsdoméne, deren Aminosduresequenz mit
dem Poreninneren interagiert und wie ein Ball den Kanal verschliet (Zhou et al.
2001). Daneben gibt es noch eine langsame Inaktivierungsform, die C-Typ-
Inaktivierung, die im Wesentlichen auf einer Konformationsinderung im extra-

zelluldren Bereich der Pore beruht (Hoshi et al. 1990; Hoshi et al. 1991). Treten die
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Kanile bei anhaltender Depolarisierung zunehmend in einen inaktivierten Zustand
iiber, sodass ihre Offenwahrscheinlichkeit stark abnimmt, beobachtet man einen Abfall

des kanalvermittelten Stroms, den man als makroskopische Inaktivierung bezeichnet.

2.2 Kv4-Kanale und ihre akzessorischen
Untereinheiten

Zur Kv4-Familie gehoren Kv4.1, Kv4.2 und zwei Spleif3varianten des Kv4.3 (Isbrandt
et al. 2000). Bei allen Varianten handelt es sich um schnell aktivierende und schnell
inaktivierende Kaliumkandle. AuBerdem zeichnen sich die Kanile durch eine sehr
rasche Erholung von der Inaktivierung aus, die im Millisekundenbereich liegt
(Birnbaum et al. 2004). Gesteuert durch Membrandepolarisation vermitteln sie einen
transienten Auswartsstrom, der als A-Typ-Strom bezeichnet wird. Fiir den A-Typ-
Strom vieler Neurone des Zentralen Nervensystems (ZNS) ist die Subgruppe der
Kv4.2-Kanile zustindig. Diese Kanéle kontrollieren die neuronale Erregbarkeit durch
einen unterschwellig aktivierten A-Typ-Strom Isa (subthreshold activated) und sind
fiir die Repolarisation nach einer Zellerregung zustéindig (Coetzee et al. 1999). Durch
thre Aktivierung unterhalb der Schwelle flir Aktionspotentiale wirken sie einer
Depolarisation friithzeitig entgegen und konnen so die Generierung eines Aktions-
potentials hemmen (Serddio et al. 1994). Die Kv4.2-Kanile finden sich hauptsidchlich
postsynaptisch in den somatodendritischen Regionen der Nervenzellen, wobei ihre
Dichte mit der Entfernung vom Soma und in den distalen Bereichen der Dendriten
zunimmt. Diese besondere Verteilung unterstiitzt ihre Aufgabe, durch repolarisierende
Kaliumstrome die retrograde Ausbreitung der Erregung in die Dendriten
(backpropagating Action Potentials = bAPs) zu verhindern bzw. abzuschwéchen
(Abbildung 2.4 A) (Hoffman et al. 1997; Cai et al. 2004). AuBBerdem verringern die
Kanile die Amplitude von exzitatorischen postsynaptischen Potentialen (EPSP)
(Abbildung 2.4 B). Wenn allerdings mehrere EPSPs innerhalb von 15 bis 20 ms
aufeinanderfolgen, sodass sich die Kanile von der initialen Inaktivierung nicht erholen
konnen, fiihrt dies zu einer Verstirkung des Potentials (Koinzidenzdetektion)
(Abbildung 2.4 C). Dieser Prozess ist fiir die Langzeitpotenzierung von Bedeutung
(Hoffman et al. 1997; Kim et al. 2005). Die Inaktivierung der Kv4-Kanéle dhnelt zwar
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der N- und C-Typ-Inaktivierung des Shaker-Kanals, lédsst sich allerdings nicht allein
dadurch erkldren. Die makroskopische Inaktivierung des Kv4-Kanals weist eine multi-
phasische Kinetik auf, sodass eine Beteiligung mehrerer Inaktivierungsmechanismen
vermutet wird. Am besten lésst sich der Verlauf mit der Summe aus drei Exponential-

funktionen beschreiben.

bAPs

0

l ls, aktiviert /NA inaktiviert
SN o
'f‘ EPSP ?
'f
¢

Abbildung 2.4: Physiologische Rolle des neuronalen Isa

A: Aufgrund der besonderen somatodendritischen Verteilung der Kv4.2-Kandle wird die retro-
grade Ausbreitung der Erregung (bAPs) abgeschwacht (Hoffman et al. 1997; Cai et al. 2004).
B: Der Isa verringert die Amplitude von exzitatorischen postsynaptischen Potentialen (EPSP).
C: Koinzidenzdetektion: Bei einer Folge mehrerer EPSPs innerhalb von 15 bis 20 ms kdnnen
sich die Kanale von der initialen Inaktivierung nicht erholen, was zu einer Verstarkung des
Potentials flhrt (Hoffman et al. 1997).

EPSP - Folge

Das Besondere an Kv4-Kanélen ist ihre Fahigkeit, schon bei Potentialen unterhalb der
Aktivierungsschwelle zu inaktivieren. Demnach kann der Kanal auch ohne vorheriges
Offnen eine Geschlossen-Kanalinaktivierung durchlaufen. Es wird vermutet, dass die
Kanile auch nach dem Offnen in einem geschlossen-inaktivierten Zustand akkumu-
lieren. Demnach miissen sie schon wihrend der Depolarisation schlieBen und in den
geschlossen-inaktivierten Zustand iibergehen. Dadurch lieBen sich auch die drei
Phasen der makroskopischen Inaktivierung erkldren. Bei negativen Membran-
potentialen erholt sich der Kanal von der Inaktivierung und kehrt monophasisch in den
geschlossen-aktivierbaren Zustand zuriick (Béhring et al. 2001a). Wenn man den

nativen Isa-Strom in Neuronen betrachtet, entdeckt man Unterschiede zu den Stromen
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von heterolog exprimierten Kv4-Kandlen. Dies ldsst sich durch Anwesenheit von
Kanal-modulierenden B-Untereinheiten in Neuronen erkldren, wie z. B. die Kv-Kanal-
Interagierenden Proteine (Kv Channel-Interacting Proteins = KChIPs). KChIPs sind
kleine zytoplasmatische Proteine, die zur Familie der Neuronalen Calciumsensoren
(NCS) gehoren (An et al. 2000; Burgoyne und Weiss 2001). Bisher sind vier
Subgruppen (KChIP 1 bis 4) bekannt, die wiederum in verschiedene Spleilvarianten

unterteilt werden konnen (Jerng et al. 2004a).

A B

EF-Handmotive
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Abbildung 2.5: Aufbau von KChIPs und Kv/KChIP-Kanalkomplexen

A: Schematischer Aufbau einer KChIP-Untereinheit mit vier EF-Handmotiven (1 bis 4), wovon
eine inaktiv ist und kein Calcium binden kann (Burgoyne und Weiss 2001). B: Atomare
Struktur des KChIP3, welches in Calcium-gebundenem Zustand vermutlich als Dimer vorliegt
(modifiziert nach Lusin et al. 2008). C: Bindung der KChIPs als 3-Untereinheiten an den N-
Terminus des Kv4-Kanals auf der zytoplasmatischen Seite. D: Oktamerbildung mit je vier o-
und B-Untereinheiten.

Die C-terminale Kernregion ist zu ca. 70% konserviert und enthélt vier EF-
Handmotive, von denen jedoch nur drei funktionell Calcium binden ko&nnen
(Abbildung 2.5 A) (Burgoyne und Weiss 2001). Die variablen N-Termini dagegen
machen die wesentlichen Unterschiede zwischen den verschiedenen KChIP-Unter-
gruppen aus. KChIPs besitzen eine hydrophobe Tasche, mit der sie am zyto-
plasmatischen N-Terminus einer Kv4-Untereinheit binden kdnnen (Abbildung 2.5 C).
AulBlerdem kann sich eine Verbindung zwischen KChIP und der T1-Doméne einer
benachbarten a-Untereinheit des Kanals ausbilden, um den Komplex zu stabilisieren.

Insgesamt lagern sich so vier B-Untereinheiten mit den Kanaluntereinheiten zu einem
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Oktamer zusammen (Abbildung 2.5 D). In Untersuchungen mittels Kernspinresonanz-
spektroskopie zeigten Lusin et al., dass KChIP3 in Calcium-gebundener Form als
stabiles Dimer vorlag (Abbildung 2.5 B) (Lusin et al. 2008). Alle vier Mitglieder der
KChIP-Familie kénnen mit Kv4-Kanélen interagieren, wobei KChIP 1 bis 3 sehr
dhnliche Effekte auf deren Stromeigenschaften ausiiben. Es konnte gezeigt werden,
dass Kv4-Untereinheiten im Endoplasmatischen Retikulum (ER) zuriickgehalten
werden. Coexpression von KChIP steigert den Transport zur Plasmamembran,
vermutlich aufgrund der Maskierung eines N-terminalen ER-Retentionssignals durch
die KChIP-Bindung. Zusétzlich zur Erhohung der Membranexpression bewirken
KChIP 1 bis 3 typische Verdnderungen im Schaltverhalten, wie eine Verlangsamung
der initialen Komponente der Kanalinaktivierung, eine Beschleunigung der Erholung
von der Inaktivierung, eine Rechtsverschiebung der spannungsabhingigen Steady-
State-Inaktivierungskurve zu weniger negativen Potentialen und eine Links-
verschiebung der Aktivierungskurve zu niedrigeren Potentialwerten (An et al. 2000;
Béhring et al. 2001b). Neben den KChIPs modulieren auch die Dipeptylamino-
peptidase-dhnlichen Proteine (DPPs) die Kv4-Stromeigenschaften. Bekannt sind bis-
lang zwei Subgruppen: DPPx (DPP6) und DPPy (DPP10). Bei beiden handelt es sich
um Membranproteine, die aus einem kurzen intrazelluliren N-Terminus, einer
Transmembrandoméne und einem langen extrazelluldren C-Terminus bestehen. Die
C-terminale Region sowie die Transmembrandoméne sind zu ca. 50% konserviert,
wéhrend der N-Terminus sehr variabel ist (Nadal et al. 2003; Jerng et al. 2004b;
Radicke et al. 2005; Zagha et al. 2005). Coexpression von DPPx oder DPPy steigert
die Membranexpression der Kv4-Kanile, beschleunigt die Kanalaktivierung und
-inaktivierung sowie die Erholung von der Inaktivierung. Aulerdem bewirken sie eine
Linksverschiebung der Spannungsabhingigkeit der Steady-State-Inaktivierungskurve
sowie der Aktivierungskurve (Nadal et al. 2003; Radicke et al. 2005; Zagha et al.
2005; Amarillo et al. 2008). Beide DPP-Gruppen konnten in Neuronen des ZNS
nachgewiesen werden (Nadal et al. 2003; Jerng et al. 2004b).
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2.3 Lysosomales Protein CLLN3

Beim Ceroid Lipofuscinosis, Neuronal, 3 (kurz CLN3-Protein oder Battenin genannt)
handelt es sich um ein Membranprotein, das iiberwiegend in Lysosomen bzw.
Endosomen sitzt. Das CIn3-Gen ist im Chromosom 16p11.2 — 12.1 lokalisiert (Jarvela
et al. 1998). Es ist stark konserviert nicht nur im Menschen zu finden, sondern z. B.
auch in Hunden, Méiusen und Hefen. Zudem kommt es in nahezu allen Geweben des
menschlichen Korpers vor (Phillips et al. 2005). Als vesikuldres Membranprotein wird
es physiologisch in sehr geringen Mengen exprimiert und ist daher schwierig zu unter-
suchen (Getty und Pearce 2011). Das CLN3-Protein besteht aus 438 Aminoséduren. Es
besitzt sechs Transmembrandoménen, wobei sowohl der C- als auch der N-Terminus
im Zytosol liegen (Abbildung 2.6). Das Protein enthélt vermutlich drei lysosomale
Sorting-Sequenzen (Phillips et al. 2005; Getty und Pearce 2011).

Lumen

Zytosol

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des CLN3-Wildtyp-Proteins

Aufbau des CLN3-Wildtyp-Proteins mit sechs Transmembrandomanen und C-terminaler
CAAX-Box (bestehend aus Cystein, zwei aliphatischen Aminosauren und einer beliebigen
Aminosaure). N- und C-Terminus (letzterer ab Aminosaure L379) liegen im Zytosol. Die
Bindungsstelle fir KChIP3 befindet sich C-terminal ab Aminosaure S314 (Chang et al. 2007).

Es wird angenommen, dass das CLN3-Protein posttranslational durch Glykosylierung,
Lipidmodifikation und Phosphorylierung modifiziert wird, was fiir eine korrekte
Lokalisation und die Funktionsfdhigkeit des Proteins notwendig sein konnte (Phillips
et al. 2005). Einige Untersuchungen lassen vermuten, dass CLN3 {iber das ER und den
Golgi-Apparat zundchst zur Plasmamembran der Zelle und erst anschlieBend ins

Lysosom transportiert wird (Jarveld et al. 1998; Jarveld et al. 1999; Mao et al. 2003;
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Phillips et al. 2005). Uber die Funktion ist bisher nur wenig bekannt. Es wird
angenommen, dass CLN3 den pH-Wert der Lysosomen beeinflusst und eine Rolle bei
der Sezernierung lysosomaler Enzyme, dem Abbau von Proteinen, Organellfusionen
und der Apoptose spielt (Phillips et al. 2005). In den letzten Jahren wurden einige
Interaktionen von CLN3 mit verschiedenen Proteinen entdeckt, was eine multi-
funktionelle Rolle vermuten ldsst. Beispielsweise wurde herausgefunden, dass CLN3
mit der Na'/K*-ATPase, mit dem SBDS(Shwachman-Bodian-Diamond-Syndrom)-
Protein, das u.a. an RNA-Untereinheiten bindet und eine Rolle im DNA-Meta-
bolismus spielt, sowie mit Myosin-IIb interagiert (Myosin-IIb wird v. a. im Gehirn
exprimiert und ist von Bedeutung bei der Teilung, Motilitdt und Polaritdt der Zelle)
(Getty und Pearce 2011). Chang et al. entdeckten, dass CLN3 mit seinem
C-Terminus an der akzessorischen -Untereinheit KChIP3 bindet (Chang et al. 2007).
Durch Mutationen im CIn3-Gen wird eine Juvenile Neuronale Ceroidlipofuszinose
(JNCL), auch Batten-Disease oder Spielmeyer-Vogt-Krankheit genannt, hervor-
gerufen. Dabei handelt es sich um die hdufigste neurodegenerative Erkrankung bei
Kindern mit einer weltweiten Inzidenz von 0,2 bis 7,0 auf 100.000 Geburten (Adams
und Mink 2013). Sie wird autosomal rezessiv vererbt und zdhlt zur Gruppe der
Neuronalen Ceroidlipofuszinosen (NCL), die in acht Formen klassifiziert wird.
Obwohl bei jeder dieser Formen sowohl strukturell als auch in ihrer Lokalisation vollig
unterschiedliche Proteine mutiert sind, ist der Krankheitsverlauf bei allen NCL-
Erkrankungen sehr &hnlich. Der Hauptunterschied der Krankheitsverldufe liegt im
Manifestationsalter (Mink et al. 2013). Bei der juvenilen Form treten die ersten
Symptome im Grundschulalter (um das 8. Lebensjahr) auf. Die Erkrankung beginnt
meist mit einer Sehschwiche, die sich auf einer Retinopathie begriindet und sich daher
nicht mit einer Sehhilfe korrigieren ldsst. Dann kommen weitere typische ZNS-
Symptome wie Lahmungen, Epilepsie, Depression, Konzentrationsstérungen, Demenz
und psychotische Symptome hinzu. Die Krankheit verlduft schnell progredient, sodass
die Betroffenen meist vor dem 30. Lebensjahr versterben (Adams und Mink 2013).
NCL verursacht eine Stérung im Zellstoffwechsel, bei der sich in den Lysosomen
autofluoreszierende Lipoproteine (sogenannte Ceroide) und bei der juvenilen Form
auch die Untereinheit C der mitochondrialen ATP-Synthetase ablagern (Getty und

Pearce 2011). Obwohl es in fast allen Geweben des Korpers zu Ceroidablagerungen
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kommt, gehen bei NCL nur Neuronen des ZNS zugrunde. Bislang gibt es keine
Heilungsmoglichkeiten und die Therapie ist auf eine palliative Symptombehandlung

beschrankt.
A B
R334C
C
Lumen C153 Lumen
Zytosol Zytosol
N N
CAAX

C

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Mutanten CLN3ac und CLN3R334c

A: Deletionsmutante CLN3ac: Verkirztes CLN3-Protein mit 181 Aminosauren und einer
Frameshift-Mutation der letzten 28 Aminosauren nach C153 (Getty und Pearce 2011). Es
fehlen drei Transmembrandomanen, sodass der C-Terminus luminal liegt. B: Punktmutante
CLN3Rrs3sc: Eine Missense-Mutation an der intralysosomalen Aminosaure 334 fuhrt zum
Einbau eines Cysteins statt Arginin.

Inzwischen sind 57 Mutationen im Cln3-Gen bekannt, die mit der juvenilen Form der
NCL assoziiert sind (NCL mutation database; MRC Laboratory for Molecular Cell
Biology, University College London). Die hdufigste unter ihnen ist eine 1,02-kb-
Deletion. Etwa 85% aller JNCL-Erkrankten tragen diese Mutation (Phillips et al.
2005). Diese Genmutation fiihrt durch einen vorzeitigen Stopp zu einem verkiirzten
Protein mit 181 Aminosiuren, von denen die letzten 28 Aminosduren am C-Terminus
aufgrund einer Verschiebung des Leserasters (Frameshift-Mutation) verdndert sind
(Abbildung 2.7 A) (Getty und Pearce 2011). Es gibt bisher keine Hinweise dafiir, dass
dieses neue Proteinende eine Funktion haben konnte (Phillips et al. 2005). Dem
mutierten Protein fehlen drei Transmembrandoménen und zwei Schleifen. Dies fiihrt
zum einen dazu, dass der C-Terminus im Lumen lokalisiert ist, zum anderen gehen die
lysosomalen Sorting-Sequenzen verloren (Ezaki et al. 2003; Phillips et al. 2005).
Neben der verkiirzten Deletionsmutante gibt es auch zahlreiche Punktmutationen im
CIn3-Gen, die zum Austausch einer einzelnen Aminosdure fiihren (Abbildung 2.7 B).
Auch diese konnen JNCL hervorrufen, verursachen jedoch héufig einen atypischen

milderen Verlauf der Erkrankung (Phillips et al. 2005).
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Basierend auf dem Befund, dass CLN3 mit KChIP3 interagiert, ist es denkbar, dass
CLN3 neuronale Kv4.2-Kanile {iber deren akzessorische [-Untereinheit indirekt
beeinflusst. Ob dies der Fall ist und ob die CLN3-Effekte gegebenenfalls durch JNCL-
assoziierte Mutationen oder durch pathophysiologisch hohe Calciumkonzentrationen
abgewandelt werden, sollte in der vorliegenden Arbeit herausgefunden werden. Dazu
wurden die entsprechenden Proteine in HEK293-Zellen heterolog exprimiert und die

Kanile mit der Patch-Clamp-Technik funktionell charakterisiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Molekularbiologie

3.1.1 Verwendete Klone

Fiir die heterologe Proteinexpression wurde Plasmid-DNA in Zellen eingebracht

(transiente Transfektion, Kapitel 3.2.4). Folgende DNA-Klone wurden in der vor-

liegenden Arbeit verwendet:

pcDNA3®

Kv4.2-HA

Kv4.2-HA-EGFP

KChIP3

CLN3wt

CLN3ac

(Invitrogen, Carlsbad, USA) Expressionsvektor, der zum Ein-
schleusen von fremdem Genmaterial in Wirtszellen diente. Alle
folgenden Klone lagen in diesem Vektor vor. Zusitzlich wurde
pcDNA3® als  leerer Vektor transfiziert, um die DNA auf eine

konstante Menge zu erginzen.

humaner Klon der o-Untereinheit des Kv4.2-Kanals, in die ein
Héamagglutinin(HA)-Epitop in die erste extrazellulire Schleife
kloniert war. Dieses Epitop diente zum immunzytochemischen
Nachweis des Kanals und hatte dabei keinen Einfluss auf seine
Funktionalitét. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Kanal fiir

die transiente Transfektion der Zellen verwendet.

humaner Klon der a-Untereinheit des Kv4.2-Kanals, in die sowohl
ein HA- als auch ein EGFP-Epitop (siehe unten) kloniert war.
Beide Epitope dienen zum Nachweis des Kanals. Dieser Kanal lag

in einer stabilen Kv4.2-HEK293-Zelllinie vor (Kapitel 3.2.1).

humaner Klon des Kv-Kanal-Interagierenden Proteins 3, einer

zytoplasmatischen akzessorischen B-Untereinheit der Kv4-Kanile.
Wildtyp des lysosomalen Proteins CLN3 (Battenin).

Deletionsmutante des CLN3-Proteins, bei der nach den ersten 153
Aminosduren der C-Terminus deletiert ist und die aufgrund eines
Frameshifts 28 neue Aminosduren enthilt. Bei dem Konstrukt
fehlt die putative KChIP3-Bindungsstelle. In 85% der JNCL-
Patienten liegt diese Mutante vor (Phillips et al. 2005).
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CLN3R334c Punktmutante des CLN3-Proteins, die JNCL hervorrufen kann. Es
handelt sich dabei um die Missense-Mutation 1000C>T im
Exon 13 (Munroe et al. 1997), die zum Aminosdureaustausch von

Arginin zu Cystein an der intralysosomalen Stelle 334 fiihrt.

EGFP Enhanced Green Fluorescent Protein, das in der vorliegenden
Arbeit als Transfektionskontrolle diente. Da es durch UV-Licht
zur Fluoreszenz angeregt wird und griinlich leuchtet, sind Zellen,
die EGFP exprimieren, leicht zu identifizieren. Diese Zellen
haben erfolgreich Plasmid aufgenommen. ,,Enhanced steht fiir
eine Variante des GFP, die durch eine Punktmutation iiber eine

langere Fluoreszenzdauer auch unter UV-Strahlung verfiigt.

ds-RED wie EGFP ein Reporter fiir die erfolgreiche Plasmidaufnahme in
die Zelle. Da die Kv4.2-Kanile der stabilen Kv4.2-HEK293-Zell-
linie bereits mit EGFP markiert waren, musste zur Unterscheidung
ein anderer Reporter fiir die Transfektionskontrolle verwendet

werden.

3.1.2 Herstellung von DNA

Mithilfe von Bakterienkulturen lassen sich Plasmide sehr schnell (innerhalb von
3 Tagen) in groBen Mengen erzeugen. Fiir die Retransformation der Bakterien wurden
transformationskompetente Escherichia coli DH5a oder JM109 verwendet. Da diese
Bakterien bei -80° C tiefgefroren gelagert wurden, mussten sie zundchst langsam tiiber
ca. 30 min auf Eis auftauen. Danach wurden 50 pl dieser Bakteriensuspension mit 1 pl
des gewiinschten DNA-Konstrukts in einem sterilen Eppendorftube durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren vermischt und fiir 20 bis 30 min auf Eis gestellt. Damit die
Bakterienzellen die DNA besser aufnehmen konnten, wurden sie fiir 90 s einem Hitze-
schock bei 42° C ausgesetzt. Zur Erholung kamen sie anschlieend 2 min wieder auf
Eis. Dann wurden ca. 500 pl auf 37° C vorgewidrmtes Nahrmedium dazugegeben.
Nach ca. 1 Std. Inkubation in einem Schiittler (225 U/min) bei 37° C wurden 100 pul
der Bakteriensuspension auf mit Ampicillin behandelten Agarplatten mithilfe eines

Einmalspatels ausplattiert. Fiir die Vermehrung der Bakterien kamen die Platten {iber
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Nacht (ca. 18 bis 20 Std.) bei 37° C in den Brutschrank; zunichst fiir 30 min ohne
Deckel, im Anschluss daran umgedreht, um sicher zu gehen, dass kein Kondenswasser
auf den Agar lauft und die Bakterien ertrdnkt. Zur Isolierung der DNA aus den
Bakterienkulturen wurden zunéchst Fliissigkulturen hergestellt, indem 40 ml Nihr-
medium mit 40 pl Ampicillin (entsprechend einer Endkonzentration von 100 pg/ml)
vermischt und auf 10 Bakterienkultur-Tubes verteilt wurden. Jedes Tube wurde mit je
einer Einzelkolonie plasmidtragender Escherichia coli beimpft, indem die Kultur
mithilfe einer Pipettenspitze steril vom Agar entnommen und zusammen mit der Spitze
in das Tube gegeben wurde. Die Anséitze wurden fiir 2 bis 4 Std. zunéchst im Kiihl-
schrank (bei ca. +4,0° C) gelagert, bis sie im Anschluss iiber Nacht (ca. 15 Std.) bei
37° C in einem Warmluftschiittler (225 U/min) inkubierten. Je 2 ml dieser Fliissig-
kulturen wurden 10 min bei 6000 U/min abzentrifugiert und der Uberstand mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Mit den daraus erhaltenen Pellets erfolgte anschlieBend
die Aufreinigung der Plasmide nach Herstellerangaben des QIAprep MiniKit. Dabei
wurde fiir die Elution der DNA im letzten Schritt der Aufreinigung 50 pl hochreines
Wasser verwendet. AbschlieBend wurde die DNA-Konzentration der hergestellten
Losungen durch photometrische Messung der Absorption bei den Wellenlédngen 269,
280 und 320 nm in einer Quarzkiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm bestimmt.
Dafiir wurden die DNA-Losungen 1:100 mit Wasser verdiinnt (1 pl der Losung auf
99 ul Wasser). Als Leerwert wurden 100 ul Wasser verwendet. Da bei dieser Methode
ausschlieBlich das hinzugefiigte Konstrukt vervielfaltigt wurde, konnte auf die Durch-
fiihrung eines Restriktionsverdaus und einer anschlieBender Gelelektrophorese zur
Uberpriifung der priparierten DNA verzichtet werden. Die DNA-Losungen wurden bei
ca. +4 ° C im Kiihlschrank gelagert.

3.2 Zellkultur

3.2.1 Verwendete Zelllinien

HEK293 Humane embryonale Nierenzellen (Human Embryonic

Kidney), die sich gut fiir heterologe Proteinexpression eignen.
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Kv4.2-HEK293 stabile Zelllinie von humanen embryonalen Nierenzellen, in
der ein EGFP- und HA-markierter Kv4.2-Kanal konstitutiv
exprimiert wurde (Kapitel 3.1.1). Als Selektionsantibiotikum
diente Hygromycin. Die Resistenz gegen Hygromycin wurde

mittels Vektor in das Genom der Zelllinie eingeschleust.

3.2.2 Losungen und Medien
Transfektionsreagenz ~ Lipofect AMINE (Invitrogen)

Transfektionsmedium  OPTI-MEM (Invitrogen)

HEK?293-Ndhrmedium Zu 500 ml Dulbecco’s Minimal Essential Medium / NUT Mix
F12 (Invitrogen) wurden 50 ml Hitze-inaktiviertes fotales
Kaélberserum (Seromed Biochrom) und 5 ml einer Penicillin-

Streptomycin-Glutamin-Losung (Invitrogen) zugegeben.
PBS Dulbecco’s Phosphat-gepufferte Salzlosung (Invitrogen)

Trypsin-Losung Trypsin-Ethylendiamintetraessigsdure (-EDTA) (1x) in Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS) (Invitrogen)

3.2.3 Zellhaltung

Die Zellen wurden in Kulturflaschen (Nunc, Wiesbaden) in einem Brutschrank bei
37° C, 5%-igem CO2-Gehalt der Luft und 95% relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Fiir
die Passagierung der Zellen, die alle 2 bis 3 Tage erfolgte, wurde das Kulturmedium
mithilfe einer Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Zum
Ablosen der Zellen wurden 1,5 ml Trypsin-Losung hinzugegeben. Dann inkubierten
sie fiir 1 bis 2 min im Brutschrank. AnschlieBend wurde der Abldseprozess durch
Zugabe von 5 ml Nahrmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde bei 1200 U/min
2 min lang zentrifugiert und das Sediment in 10 ml Ndhrmedium resuspendiert. Fiir die
Transfektionsansdtze wurden je 2 ml Zellsuspension mit einer Zellkonzentration von
1 bis4x 10* in 35 mm-Schilchen ausplattiert und iiber Nacht im Brutschrank

inkubiert. Die Zellschilchen fiir die HEK293-Zellen waren fiir eine bessere Haftung
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der Zellen mit Poly-L-Lysin beschichtet. Bei der stabilen Kv4.2-HEK?293-Zelllinie

wurde diese Beschichtung nicht verwendet.

3.2.4 Transiente Transfektion

Unter einer Transfektion versteht man das Verfahren, zellfremde DNA in eine
Wirtszelle einzuschleusen, damit diese anschlieend die im eingebrachten Genmaterial
codierten Proteine exprimiert. Dabei unterscheidet man zwischen der transienten
Transfektion, bei der die Fremd-DNA mittels eines Plasmids nur voriibergehend in die
Zelle eingebracht wird, und der stabilen Transfektion. Stabil bedeutet, dass die DNA
dauerhaft ins Genom der Wirtszelle eingebaut wird. So wurde in der vorliegenden
Arbeit bei einem Teil der Experimente eine stabile Kv4.2-HEK293-Zelllinie
verwendet, die den Kanal konstitutiv und relativ gleichmafBig in der Plasmamembran
exprimierte. Ansonsten kam die transiente Methode zum FEinsatz. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Liposomen-Einschluss-Methode (Lipofektion) angewendet. Das
Prinzip beruht auf einer Komplexbildung zwischen der negativ geladenen DNA und
positiv geladenen Lipidvesikeln (Transfektionsreagenz). Da dieser Komplex lipophil
ist, kann er leicht mit der Zellmembran verschmelzen und so kann die hydrophile DNA
in die Wirtszelle gelangen. Die Transfektion erfolgte ca. 24 Std. nach der Aus-
plattierung der Zellen. Als erster Schritt wurde die zu exprimierende DNA je nach
gewiinschter Konstellation geméll folgendem Schema zusammengestellt (Mengen-

angaben pro Kulturschilchen):

DNA fiir die transiente Transfektion von HEK293-Zellen:
0,1 ng Kv4.2-Kanal

0,25 ng KChIP3

2,5 ng CLN3 (Wildtyp bzw. Deletions- oder Punktmutante)
0,5 ng EGFP

DNA fiir die transiente Transfektion der stabilen Kv4.2-HEK293-Zelllinie:
0,1 pug bzw. 0,25 ng KChIP3

2,0 ug bzw. 2,5 ng CLN3 (Wildtyp bzw. Deletions- oder Punktmutante)
0,5 pg ds-RED
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Die nun aufgefiihrten Arbeitsschritte wurden unter der Sterilwerkbank durchgefiihrt.
Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf ein Zellkulturschilchen. Die
zusammengestellte DNA wurde mit 100 ul OPTI-MEM und einer Mischung aus 2,5 pl
LipofectAMINE und ebenfalls 100 ul OPTI-MEM griindlich gemischt. Es folgte eine
mindestens 30-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Wahrenddessen wurden die
Zellkulturschélchen mit 2 ml OPTI-MEM gewaschen und mit 800 ul OPTI-MEM
befiillt. Da Zellen sehr kidlteempfindlich sind, musste das Transfektionsmedium zuvor
in einem Wasserbad bei 37° C mindestens 15 min vorgewédrmt werden. AnschlieBend
kamen die Zellen in den Brutschrank (37° C, 5% CO2). Nach der Inkubation des DNA-
Ansatzes wurden 200 ul davon tropfchenweise in dem mit OPTI-MEM vorbereiteten
Schélchen verteilt. Im Anschluss inkubierten die Zellen erneut im Brutschrank. Zum
Stoppen der Transfektion wurde nach 5 bis 6 Std. das Transfektionsmedium durch
2 ml auf 37° C vorgewiarmtes HEK293-Ndhrmedium ersetzt. Die Zellen wurden an
den beiden darauffolgenden Tagen (ca. 15 bis 60 Std. nach Abschluss der Trans-
fektion) fiir die elektrophysiologischen Messungen genutzt. Bis unmittelbar vor der

Messung lagerten die Zellen im Brutschrank.

3.3 Elektrophysiologie
3.3.1 Die Patch-Clamp-Technik

Die Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden alle mit der Patch-Clamp-
Methode durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine Methode, mit der man Strom
messen kann, der durch Ionenkanile in der Membran einer Zelle flief3t. Sie wurde aus
dem Verfahren der Spannungsklemme (voltage clamp) entwickelt, bei der das
Membranpotential der untersuchten Zelle auf einer vorgegebenen Spannung gehalten
wird. Bei der Patch-Clamp-Methode wird eine Glaspipette, die eine Mikroelektrode
enthélt, dicht auf die Membran einer Zelle aufgesetzt. Dadurch wird der Patch, der
Membranfleck unter der Pipette, elektrisch von der restlichen Membran isoliert. Eine
Verianderung des Membranpotentials aufgrund von Stromen durch die Zellmembran
wird mithilfe eines Kompensationsstroms verhindert, der bei gleichem Betrag der
Stromstirke dem Membranstrom entgegengerichtet ist. Dies erreicht man durch einen
negativen Riickkopplungsmechanismus: Ein Operationsverstiarker (OPA = Operational

amplifier) vergleicht das Membranpotential Vi, der untersuchten Zelle, das mithilfe der
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Mikroelektrode in der Pipette gemessen wird, mit der gewiinschten Kommando-
spannung Vo (Abbildung 3.1). Bei einer Abweichung des Membranpotentials von der
Kommandospannung liefert der Operationsverstirker an seinem Ausgang eine
Spannung Vas, die hoch verstdrkt, aber proportional zur Differenz der beiden
Eingangsspannungen ist. Dadurch fliet ein Strom durch einen Riickkoppelungs-

widerstand (Ry), der den Ausgang des OPA mit der Pipettenelektrode verbindet.

Y %
aus
Strommessung y Ve "
Kommando-
spannung

Abbildung 3.1: Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstarkers bei einer Whole-cell-Ableitung
Ein Operationsverstarker (OPA) vergleicht das Membranpotential Vi mit der Kontrollspannung
Vson und liefert die proportional zur Differenz verstarkte Spannung Vaus, wodurch ein Strom
durch den Rickkopplungswiderstand Rs flief3t. Die Pipette und die Zellmembran lassen sich
am besten durch eine Kopplung von Widerstand und Kondensator beschreiben; Rs = Serien-
widerstand; Ry = Sealwiderstand; Cp, = Pipettenkapazitat; Rm = Membranwiderstand; Cm
= Membrankapazitat.

Aufgrund des sehr hohen Eingangswiderstands des OPA flieft der Strom fast
ausschlieBlich in die Pipette. Sobald keine Spannungsdifferenz mehr an den beiden
Eingéngen des OPA vorliegt, also das Membranpotential der Kommandospannung
entspricht, wird auch keine Spannung am Ausgang erzeugt und folglich kein
Kompensationsstrom durch den Riickkoppelungswiderstand in die Pipette injiziert.
Durch diesen Mechanismus wird eine beginnende Abweichung des Membranpotentials
von der Kommandospannung in der Regel sofort ausgeglichen. Dieser Schaltkreis
befindet sich in dem Vorverstirker direkt am Pipettenhalter (Abbildung 3.1). Er wird
als Strom-Spannungs-Wandler bezeichnet, da er mit nur einer Elektrode ermdoglicht,

das Membranpotential auf die gewiinschte Kommandospannung zu ,.klemmen* und
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gleichzeitig den Kompensationsstrom mithilfe der Ausgangsspannung und der Grof3e
des Riickkoppelungswiderstands zu bestimmen. Der Kompensationsstrom entspricht
dem Membranstrom mit umgekehrtem Vorzeichen. Dieser wird v. a. durch Ionen-
kanile in der Zellmembran verursacht. Mithilfe der Spannungsklemme bei der Patch-
Clamp-Technik lassen sich spannungsabhingige Ionenkanéle gezielt aktivieren durch

Anderung der Kommandospannung.

3.3.2 Ausstattung des Messplatzes
3.3.2.1 Messstand

Da bereits geringste Erschiitterungen die Messungen storen konnen, wurde die Mess-
apparatur auf einem durch Luftkissen schwingungsgeddmpften Tisch aufgebaut. Zur
Reduzierung des Hintergrundrauschens wurde der Messplatz durch einen geerdeten
Faraday’schen Kifig auch von elektromagnetischen Schwingungen abgeschirmt. Als
Messkammern wurden die Kulturschdlchen verwendet, in denen die Zellen ausplattiert
und transfiziert worden waren. Wéhrend der Experimente wurde die Badlosung
kontinuierlich ausgetauscht. Dafiir wurde eine 50 ml-Spritze ohne Kolben verwendet,
an deren Spitze ein Infusionsschlauch {iber einen Dreiwegehahn angeschlossen war.
Der Infusionsschlauch endete in einer gebogenen Glaskapillare, {iber die die Bad-
16sung ausschlielich durch Gravitationskraft in die Messkammer floss. Mithilfe einer
Drehschraubenklemme konnte die Flussgeschwindigkeit auf ca. 25 pl/s eingestellt
werden. Die zulaufende Badlosung wurde auf der gegeniiberliegenden Seite aus der
Messkammer iiber eine weitere gebogene Glaskapillare abgesaugt. Diese war an einen
Infusionsschlauch angeschlossen, {iber den die Absaugung mithilfe einer Membran-
pumpe erfolgte. Die Badtiefe wurde so konstant gehalten und konnte durch die Form
der Glaskapillare variiert werden. Fiir die visuelle Kontrolle der Messdurchfiihrung
wurde ein inverses Mikroskop (Axiovert, Zeiss) verwendet. Bei einem Okular mit
10-facher und Objektiven mit 10-facher bzw. 40-facher Vergroferung war insgesamt
eine maximal 400-fache VergroBerung moglich. Zusétzlich zur normalen Weillicht-
quelle wurde eine Quecksilberdampflampe (HBO-UV-Halogenlampe, Zeiss) benutzt,
in deren Strahlengang ein Griin- bzw. Rotfilter geschaltet war, um die erfolgreiche

Aufnahme der Transfektionsmarker EGFP bzw. ds-RED in die Zellen zu detektieren.
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3.3.2.2 Patchpipetten und Elektroden
Die Patchpipetten wurden aus diinnwandigen Borosilikatglas-Kapillaren (TW150F-4,

World Precision Instruments; 1,12 mm Innen- und 1,5 mm AuBendurchmesser)
hergestellt. Die Glasrohrchen wurden mithilfe eines horizontalen Pipettenziehgerites
mit einem 3 mm breiten Filament (DMZ-Puller, Zeitz, Augsburg) in drei Schritten fein
ausgezogen und anschlieBend in einem weiteren Schritt hitzepoliert. Die Offnung der
Spitze konnte durch Regulierung der Hitze im Polierschritt auf ca. 1 um und damit der
Pipettenwiderstand in der verwendeten Messlosung auf 2,5 bis 3 MQ eingestellt
werden. Um die Patchpipetten mit auf Eis gekiihlter Elektrolytlosung zu befiillen,
wurde zuerst die Spitze fiir einige Sekunden in die Losung getaucht (¢ip filling) und
aufgrund der Kapillarkraft gefiillt. AnschlieBend wurden mithilfe einer 1 ml-Quarz-
nadelspritze wenige Mikroliter Pipettenlosung von hinten hineingespritzt (back filling),
sodass spdter beim Befestigen der Pipette der Elektrodendraht knapp in die Lésung
eintauchte. Eingeschlossene Luftblasen wurden zuvor durch leichtes Klopfen gegen
die Glaspipette entfernt. Jede Pipette wurde nur fiir eine Zellmessung verwendet und
innerhalb weniger Stunden nach Herstellung verbraucht. Fiir die Messung wurde eine
Pipette liber die Messelektrode gesteckt und im Pipettenhalter am Vorverstirker
befestigt. Als Elektrode wurde ein Silberdraht verwendet. Da Silber leicht polarisierbar
ist und Offset-Potentiale erzeugen kann, wurde die Elektrode vor Verwendung
chloriert. Dafiir wurde sie in eine Kaliumchloridlosung getaucht und mit der Anode
einer Gleichspannungsquelle verbunden, wéhrend die Losung iiber einen Platindraht
mit der Kathode verbunden war. Durch eine Redoxreaktion bildete sich nach ca. 8 min
eine Silberchloridschicht auf der Elektrode, die nach 2 bis 4 Tagen erneuert werden
musste. Die Messelektrode wurde mittels eines Elektrodenhalters direkt am Vorver-
starker angebracht. Ebenfalls mit dem Vorverstirker verbunden wurde die Referenz-
elektrode. Dazu diente ein Silberdraht mit einem Silber/Silber-Chlorid-Pellet, welches
in die Badlosung eingetaucht wurde. Um Druck an das Pipetteninnere anlegen zu
konnen, war iiber einen Silikonschlauch ein mit Wasser gefiilltes U-Rohr am Pipetten-
halter angeschlossen. Mithilfe eines weiteren Infusionsschlauches und eines Dreiwege-
hahns konnte ein konstanter Uberdruck im Schlauch und im U-Rohr angelegt und

anhand des Wasserstandes seine Hohe kontrolliert werden. Bei gedffnetem Dreiwege-
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hahn war es auch moglich durch Saugen an dem Infusionsschlauch einen Unterdruck

zu produzieren.

3.3.2.3 Verstiarker und Datenerfassung

An dem Objekttisch des Mikroskops war der Vorverstirker mit der Pipette und der
Messelektrode angebracht. Mithilfe eines Mikromanipulators konnte der Vorverstarker
bewegt und die Pipettenspitze exakt auf die Zellmembran positioniert werden. Der
Vorverstdrker iibermittelte die gemessenen Spannungssignale an den Hauptverstérker
(EPC9, HEKA Elektronik, Lamprecht), der unter der Kontrolle des Aufnahme-
programms Pulse (HEKA Elektronik, Lamprecht) stand. Dabei wurden die ein-
gehenden Messdaten iiber zwei Besselfilter mit 10 kHz und 2,9 kHz gefiltert. Zur
Digitalisierung und Einspeisung der analogen Signale in den Computer (Dell,
Windows) und fiir die Steuerung des Hauptverstirkers mittels der Software Pulse
diente ein Analog-Digital/Digital-Analog-Wandler im Hauptverstirker. Die Auf-
nahmefrequenz der Digitalisierung betrug 1 bis 20 kHz.

3.3.3 Elektrolytlosungen

Die Patchpipetten wurden mit einer gut leitenden Elektrolytlosung auf der Grundlage
von destilliertem Wasser und verschiedenen Substanzzusammensetzungen (siche
unten) befiillt, welche wiahrend der Messungen als Intrazelluldrlosung diente. Der pH-
Wert wurde mit 1 M Kaliumlauge (KOH) auf 7,2 eingestellt und die Losung
anschlieBend mit einem 0,22 um-Sterilfilter filtriert. Abgefiillt in 200 ml-Flaschen
wurde die Pipettenlosung bei +4° C im Kiihlschrank aufbewahrt und innerhalb von ca.
4 Monaten verbraucht. Soweit nicht anders angegeben wurde die Standard-Pipetten-
16sung mit einer freien Calciumkonzentration von 15 nM verwendet, da diese der
physiologischen Intrazelluldrfliissigkeit sehr dhnlich ist. Bei einigen Experimenten
wurde eine Pipettenldsung, welche nominal Ca?‘-frei war, verwendet oder eine
Pipettenlosung mit einer freien Calciumkonzentration von 50 uM. Mithilfe des
Programms WEBMAXC Extended wurden die Konzentrationen berechnet (pH: 7,2;

Temperatur: 22° C; lonenstirke: 0,1; Magnesiumkonzentration: 0,8 mM).
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Standard-Pipettenlosung

125 mM KCl Berechnung mittels WEBMAXC Extended
1 mM CaCl; (ca. 15 nM freies Ca*") Name Frei (M) Total (M)

1 mM MgCla (ca. 70 uM freies Mg™) | ¢ 1493 - 108 0.001

11 mM EGTA Mg 6.87 - 107 0.001

10 mM HEPES ATP 0.0011069 0.002

2 mM KoATP EGTA  0.0099615 0.011

2 mM Glutathion

Nominal Ca?*-freie Pipettenlosung

125 mM KCl Berechnung mittels WEBMAXC Extended
4,76 mM MgClz (0.8 mM freies Mg™) | \o o pyei ovr) Total (M)

2 mM BAPTA Mg 8- 10% 0.0047626

2 mM EDTA ATP 1.924 - 10 0.002

2 mM EGTA BAPTA  0.0019242 0.002

10 mM HEPES EDTA 65106 0.002

13 mM Saccharose EGTA 0.0019141 0.002

2 mM K>ATP

2 mM Glutathion

Hoch-Calcium-Pipettenlosung

125 mM KCl Berechnung mittels WEBMAXC Extended
3,78 mM CaClz (50 pM freies Ca*") Name Frei (M) Total (M)
2,876 mM MgCla (0,8 mM freies Mg™)| 2+ 5.10°% 0.0037795

2 mM EDTA Mg?* 8-10* 0.0028760

2 mM EGTA ATP 1.873 - 10 0.002

10 mM HEPES EDTA 1-10°% 0.002

9 mM Saccharose EGTA 59-10° 0.002

2 mM K>ATP

2 mM Glutathion

Als extrazellulire Badlosung wurde eine Elektrolytlosung auf der Grundlage von
destilliertem Wasser und untenstehender Substanzzusammensetzung verwendet. Der

pH-Wert wurde mit Natriumlauge (NaOH) auf 7,4 eingestellt. Unter der Sterilwerk-
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bank wurde die Losung mithilfe eines Bottle-Top-Filters steril filtriert und in 250 ml-
Flaschen abgefiillt. Bei Raumtemperatur gelagert wurde die Badlosung innerhalb von

ca. 6 Monaten verbraucht.

Badlosung
135 mM NaCl

5 mM KCl

2 mM CaCl
2 mM MgCl,
5 mM HEPES

10 mM Saccharose

3.3.4 Durchfiihrung der Patch-Clamp-Messungen

Alle Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden bei Raumtemperatur (20° bis
25° C) durchgefiihrt. Zunidchst wurde das Zellkulturschdlchen mit 1 ml Badlosung
gewaschen, mit ca. 1,5 ml der Losung befiillt und als Messkammer in den Objekttisch
des Mikroskops eingesetzt. Ca. 1 bis 2 Std. dauerten die Messungen an einem
Schélchen. Eine unbenutzte mit Pipettenlosung gefiillte Patchpipette wurde fest und
luftdicht verschlossen am Pipettenhalter angebracht. Dann wurde ein Uberdruck von
ca. 4 cm H>O an das Pipetteninnere angelegt, um durch einen kontinuierlichen Fliissig-
keitsausstrom eine Verunreinigung der Pipettenoffnung mit kleinen Schmutzpartikeln
oder eine Vermischung mit der Badlosung zu vermeiden. SchlieBlich wurde mittels des
Mikromanipulators die Pipettenspitze in die Badldsung eingetaucht. An den Uber-
gingen der einzelnen Komponenten der Messkette (Messelektrode — Pipettenlosung —
Badlosung — Referenzelektrode) konnen Offset-Potentiale entstehen, die durch einen
Spannungsabfall zu Abweichungen der tatsdchlich angelegten Membranspannung von
der gewiinschten Kommandospannung fiihren. Daher wurde das Offset-Potential
korrigiert, indem der Nullpunkt des Potentials nach dem Eintauchen der Pipette in die
Badlosung korrigiert wurde. Ein repetitiver rechteckformiger Testpuls mit einer
Amplitude von 5 mV iiber 5 ms erzeugte einen Strom, der am Computerbildschirm
beobachtet werden konnte und Aufschluss liber den Pipettenwiderstand gab. Unter

visueller Kontrolle wurde die Pipette mithilfe des Mikromanipulators nah an eine Zelle
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herangefiihrt und das Offset-Potential ein weiteres Mal korrigiert. Das Aufsetzen der
Pipetten6ffnung auf die Membran konnte man durch eine Erhdhung des Widerstands
bzw. eine Stromabnahme registrieren. Dann wurde der an die Pipette angelegte Uber-
druck vollstdndig abgelassen und durch leichtes Saugen am Silikonschlauch-Pipetten-
System eine Abdichtung (Seal) zwischen der Glaspipette und der Zellmembran
erreicht, durch den der Patch und das Pipetteninnere elektrisch isoliert wurden. Dies
wird als Cell-attached-Konfiguration bezeichnet. Eine gute Abdichtung sorgt dafiir,
dass Strome fast ausschlieBlich iiber die Membran und nur zu einem sehr geringen Teil
als Leckstrom zwischen Zellmembran und Pipette vorbeiflieBen. Um diese bei der
Messung storenden Leckstrome moglichst gering zu halten, wurden die Experimente
nur bei einem Abdichtwiderstand von iiber 1 GQ (Gigaseal) durchgefiihrt. Eine
schnelle Kapazititskomponente, verursacht durch Umladeprozesse in der Pipette,
wurde on-line kompensiert und ein negatives Potential von -50 mV angelegt. Dann
wurde der Membranpatch unter der Pipettendffnung durch kurzes kriftiges Saugen am
Silikonschlauch-Pipetten-System durch den dadurch entstehenden Unterdruck durch-
brochen. Nun lag die Whole-cell-Konfiguration vor, in der man die Summe aller
Einzelkanalstrome der gesamten Zellmembran erfassen konnte, den makroskopischen
Strom. Die langsame Kapazititskomponente, die durch Umladungsvorgédnge an der
Zellmembran entstand, wurde ebenfalls on-line kompensiert und das Haltepotential
auf -80 mV eingestellt. Nach dem Durchbrechen der Membran erhielt man einen
niederohmigen Zugang zur Zelle. Da ein hoherer Serienwiderstand Spannungsspriinge
verzogert, wurden nur Widerstinde bis 7 MQ toleriert. Zusétzlich wurde der Serien-
widerstand zu 80 bis 90% kompensiert. Durch die Offnung in der Membran
vermischten sich die Pipettenlosung und die Intrazellulédrfliissigkeit der Zelle mit-
einander. Da das Zellvolumen in Relation zum Pipettenvolumen vernachldssigbar klein
war, konnte man durch die verwendete Pipettenlosung die Zusammensetzung des

Zellinneren vorgeben.

3.3.5 Kompensation von Kapazitiaten und Serienwiderstand

Da die Pipettenwand und die Zellmembran im Versuchsaufbau eine Isolationsschicht
zwischen den stromleitenden Losungen darstellten, wirkten sie als Kondensatoren und

verzogerten durch Umladungsvorgédnge bei jeder Spannungsinderung den Spannungs-
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aufbau. Dadurch kam es bei der Applikation von rechteckformigen Spannungs-
spriilngen, die in allen Pulsprotokollen angewendet wurden, zu schnell ansteigenden
und exponentiell abfallenden Stromen. Diese kapazitiven Artefakte storten die
Messungen und wurden durch ein RC-Glied (Parallelschaltung von Widerstand und
Kondensator), welches parallel zum OPA zwischen seine beiden Einginge geschaltet
wurde, in den Experimenten kompensiert. Zusétzlich gab es einen in Reihe
geschalteten variablen Widerstand, dessen Wert so gewéhlt wurde, dass ein Strom, der
dem Umladungsstrom bei Spannungsspriingen entsprach, in die Messelektrode injiziert
wurde. Dadurch verschwanden die kapazitiven Artefakte fast vollstindig aus der
gemessenen Stromkurve. Die kapazitiven Artefakte setzten sich aus einer schnellen
und einer langsamen Komponente zusammen. Die schnelle Komponente (Crast)
entstand an Pipettenhalter und Pipette, die langsame an der Zellmembran (Csiow). Die
beiden Komponenten mussten in getrennten Schaltungen kompensiert und der variable
Widerstand bei jedem Versuch den Zell- bzw. Pipetteneigenschaften erneut angepasst
werden. Anhand der Kompensation der langsamen Komponente lie3 sich die Zellgrof3e
abschitzen. Eine Beschleunigung der Umladungsprozesse konnte durch die Serien-
widerstandskompensation erreicht werden. Hauptaufgabe war jedoch, die Spannungs-
verluste, die durch den Serienwiderstand hervorgerufen wurden, auszugleichen. Denn
fallt bereits tiber den Komponenten der Messkette Spannung ab, liegt nur noch ein Teil
der gewlinschten Kommandospannung an der Zellmembran an. Deshalb wurde eine
Spannung, die proportional zum gerade injizierten Strom war, zur Kommando-
spannung hinzuaddiert. In den Experimenten konnte der Serienwiderstand so bis zu

90% kompensiert werden.

3.3.6 Leckstrom und endogene Strome

Beim Leckstrom handelt es sich um einen Strom, der nicht durch spannungsaktivierte
Ionenkanéle entsteht. Er wird u. a. durch den Membranwiderstand, die kapazitiven
Strome an der Zellmembran oder bei nicht ausreichend ausgeprigtem Seal/ durch
Ionenstrome zwischen Zelle und Pipette verursacht. Da diese unspezifischen Strome
die Auswertung der Messsignale erheblich stéren konnen, wurden sie mit einem
Subtraktionsverfahren korrigiert. Angewendet wurde die P/n-Methode, die sich zu

Nutze macht, dass der Leckstrom nach dem Ohm’schen Gesetz linear von der
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Spannung abhéngt. Nach jedem Puls eines Protokolls wurden dieselben Spannungs-
spriinge fiinf weitere Male durchlaufen, allerdings mit nur einem Fiinftel der
Spannung, sodass die spannungsaktivierten lonenkanile wéhrend des Leckprotokolls
nicht aktiviert wurden. Die Stréme wurden gemittelt, mit 5 multipliziert und dann von
der urspriinglichen Stromkurve off-line abgezogen. Die verwendeten HEK293-Zellen
exprimierten z. T. auch ohne Transfektion bereits Kanile in ihrer Membran, die
endogene Strome verursachten, welche sich zu den Messsignalen hinzuaddierten. Sie
lagen bei manchen Experimenten abhéngig von der Zellgrofe bei 0,2 bis 2,5 nA. Auch
wenn durch die Transfektion der gewiinschte Kanal in der Membran iiberexprimiert
wurde, konnte — v. a. bei kleineren Amplituden — der endogene Strom nicht ver-
nachldssigt werden. Deshalb wurde im Anschluss an das Rechteckpuls-Protokoll
(Kapitel 3.3.7.1) dasselbe Protokoll nochmals durchlaufen, allerdings von einer Vor-
pulsspannung von -35 mV aus, bei dem die Kv4.2-Kanile vollstindig inaktiviert
waren. Der gemessene Strom wurde nachtriglich bei der Auswertung mithilfe der
Software PulseFit (HEKA Elektronik, Lamprecht) vom Messsignal abgezogen (Buffer

subtraction).

3.3.7 Protokolle

Fiir die Untersuchung verschiedener Kanaleigenschaften wurden in Pulsprotokollen
mithilfe des Programms Pulse die Abldufe bestimmter Spannungsénderungen vorge-
geben. Die Haltespannung betrug bei allen Messungen -80 mV. Jedem Protokoll folgte
ein Leckstromprotokoll, auch wenn eine Buffer subtraction (Kapitel 3.3.6) durch-

gefiihrt wurde.

3.3.7.1 Rechteckpuls-Protokoll

Als erstes Protokoll eines Experiments wurde immer ein Rechteckpuls durchgefiihrt.
Er bestand aus zwei nacheinander ablaufenden Pulsen. Zunichst wurde nach einem
1500 ms langen Vorpuls bei -100 mV fiir 2500 ms ein depolarisierender Puls auf
+40 mV gegeben (Abbildung 3.2 A), bei dem alle Kv4.2-Kanile aktiviert wurden. Der
darauffolgende Leckpuls (Abbildung 3.2 B) verlief gleich, jedoch mit einem Vorpuls
bei nur -35 mV, durch den alle Kv4.2-Kanile inaktivierten und deshalb wihrend des

anschlieenden depolarisierenden Pulses nur endogener Strom sowie der Leckstrom
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gemessen werden konnte. Bei der anschlieBenden Auswertung wurde der endogene
Strom von der ersten Stromkurve subtrahiert (Buffer subtraction, Kapitel 3.3.6).
Anhand der Stromkurve, die man aus diesem Stimulationsprotokoll erhielt, konnten

die Stromdichte und die Kinetik der makroskopischen Inaktivierung bestimmt werden.

A +40 mV & +40 mV
2500 ms 2500 ms
-35 mV
80 mvV_ 100 mV -80 mV / | 1500 ms -80 mV
1500 ms
Testpuls Leckpuls

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Rechteckpuls-Protokolls
A: Testpuls. B: Leckpuls zur Subtraktion des Leckstroms und des endogenen Stroms vom
Teststrom (Buffer subtraction).

3.3.7.2 Recovery-Protokoll

Inaktivierte Kanéle bendtigen Zeit, um wieder in den aktivierbaren Zustand zuriickzu-
kehren. Um die Recovery (Erholung von der Inaktivierung) zu charakterisieren,

wurden zwolf Doppelpulse (vom Haltepotential -80 mV auf +40 mV) durchgefiihrt.

A +40 mV B +40 mV
1500 ms
-80 mV -80 mV -80 mV
m m / m
2,5ms—-5120 ms
Kontrollpuls Testpuls

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Recovery-Protokolls
A: Kontrollpuls zur Messung aller Kanale. B: Testpuls nach variabler Dauer des Zwischenpuls-
intervalls von 2,5 bis 5120 ms bei -80 mV zur Messung der erholten Kanale.

Der erste Puls (Kontrollpuls, Abbildung 3.3 A) diente bei jedem Durchlauf zur
Aktivierung und Inaktivierung nahezu aller Kanéle und dauerte deswegen 1500 ms.
Der zweite Puls (Testpuls, Abbildung 3.3 B) diente als MaB fiir die wieder aktivier-
baren (erholten) Kanéle. Zur Bestimmung der Erholungskinetik wurden die Zwischen-

pulsintervalle variiert. Sie begannen mit einem Wert von 2,5 ms und verdoppelten sich

bei jedem Durchgang bis zu einem Zeitintervall von 5120 ms.
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3.3.7.3 Steady-State-Inaktivierungs-Protokoll

Um die Spannungsabhingigkeit der Steady-State-Inaktivierung zu untersuchen,
wurden kurze Doppelpulse verwendet. Nach einem Vorpuls bei -100 mV und einem
Kontrollpuls bei +40 mV wurden unterschiedliche Spannungen von -100 mV bis 0 mV
(in 5 mV-Schritten) fiir 1750 ms angelegt (Abbildung 3.4 A). Der anschlieBende
Testpuls bei +40 mV diente zur Bestimmung der noch aktivierbaren Kanile

(Abbildung 3.4 B).

+40 mV +40 mV

omV

—— ASmV —

—-100 mV To0mv
1500 ms 1750 ms

-80 mV

Kontrollpuls Testpuls
Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des Steady-State-Inaktivierungs-Protokolls

A: Kontrollpuls zur Messung aller Kanale. B: Testpuls nach unterschiedlichen Spannungen zur
Messung der noch aktivierbaren Kanale.

3.3.7.4 1V-Aktivierungs-Protokoll

[ A10mV ]
30 mV -80 mV
-110 mV | 1200 ms

1500 ms

Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des IV-Aktivierungs-Protokolls
Nach einem Vorpuls bei -110 mV folgte ein Testpuls bei unterschiedlichen Spannungen

zwischen -80 und +60 mV.

Das IV-Aktivierungs-Protokoll ermittelte die maximale Stromstirke in Abhdngigkeit
von der Spannung des Testpulses und diente damit zur Bestimmung der Spannungs-
abhéngigkeit der Aktivierung. Einem 1500 ms langen Vorpuls bei -110 mV folgte fiir
1200 ms ein Testpuls von unterschiedlichen Spannungen. Beginnend bei -80 mV stieg

das Potential in 10 mV-Schritten auf +60 mV (Abbildung 3.5).
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3.3.8 Datenauswertung

Zur Auswertung der Stromaufnahmen wurde die Software PulseFit verwendet. Damit
konnten u. a. die Zeitkonstanten der Inaktivierung, die Stromamplituden und Zell-
kapazititen bestimmt werden. Die mit PulseFit aufbereiteten Daten wurden mithilfe
des Computerprogramms Kaleidagraph (Synergy Software, Reading, PA, USA)
graphisch dargestellt. Mit diesem Programm wurden auch einige weiterfiihrende
Analysen zur Bestimmung der Kinetik der Erholung von der Inaktivierung sowie der
Spannungsabhéngigkeit von der Inaktivierung und der Aktivierung durchgefiihrt. Fiir
die statistische Auswertung wurde mit der Software Prism 5 (GraphPad Software,
USA) ein ungepaarter zweiseitiger t-Test nach Student mit Welch-Korrektur fiir
ungleiche Varianzen (bei zwei Vergleichsgruppen) bzw. ein ANOVA-Test mit Posttest
nach Dunnett (bei mehr als zwei Vergleichsgruppen) durchgefiihrt. Als statistisch
signifikant wurden Unterschiede bei p-Werten < 0,05 definiert und mit einem
Sternchen (*) gekennzeichnet. Daten mit p-Werten <0,0001 sind durch drei
Sternchen (***) markiert. Bei Verwendung der Hoch-Calcium-Pipettenldsung wurden
die Werte unmittelbar nach Zelloffnung mit den Werten u. a. nach 6 min, 12 min,
15 min, 20 min und 25 min verglichen. Dazu wurden die Messwerte der einzelnen
Zellen paarweise betrachtet, um so die Abhéngigkeit des Einflusses der Hoch-
Calcium-Pipettenlosung auf die individuelle Zelle darzustellen. Es wurde eine

Korrelationsanalyse nach Pearson durchgefiihrt.

3.3.8.1 Stromdichte

In der Whole-cell-Konfiguration wird die Summe aller Einzelkanalstrome der
gesamten Zelle gemessen. Da die Stromamplitude hdufig mit der ZellgroBe korreliert
(in der Regel gilt, je groBer die Zellmembran umso mehr Kanéle enthélt diese), wurde
zur besseren Vergleichbarkeit die Stromdichte aus dem Quotienten von maximaler

Stromamplitude (Amax) und Membrankapazitit (Csiow) berechnet:
Stromdlchte = Amax / Cs]ow

Amax entsprach dem Spitzenwert der Stromkurve, die man beim Durchfiihren eines
Rechteckpulses erhielt. Csow wurde beim Offnen der Zelle on-line registriert und

gespeichert. Cgow kann direkt als MalB fiir die ZellgroBBe verwendet werden, denn die
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2

spezifische Kapazitidt biologischer Membranen ist mit ca. 1 pF/cm” anndhernd

proportional zur Zelloberflache (Ashcroft 1999).

3.3.8.2 Makroskopische Inaktivierung
Die Inaktivierungskinetik lie§ sich am besten durch drei Zeitkonstanten beschreiben,
die man erhielt, indem man eine dreifach-exponentielle Funktion der Stromkurve

anpasste:
I(‘[):Ao—i-A1 - g -t/7y +AE ’”T2+A3 e /14
T1, T2 und T3 = Zeitkonstanten

A1, Az und Az = Amplituden der drei Zeitkonstanten
Ao = Amplitude der nicht-inaktivierten Stromkomponente (Offset-Amplitude)

Der prozentuale Anteil der Zeitkonstanten an der Amplitude wurde aus den erhaltenen
Daten berechnet:

%Tx =Ax/ (A1 + Ax+ Az) - 100

%71x = prozentualer Anteil der Zeitkonstante

Ax: Amplitude von Tx

3.3.8.3 Erholung von der Inaktivierung (Recovery)

Die Erholung von der Inaktivierung wurde mithilfe eines Doppelpuls-Protokolls
analysiert. Der Peakstrom des Testpulses (Iiest) wurde auf das Maximum des jeweiligen
Kontrollpulses (Icontrol) normiert und prozentual gegen die Dauer des Zwischenpuls-
intervalls logarithmisch aufgetragen. Die Datenpunkte konnten auf vier verschiedene

Arten exponentiell gefittet werden:

Einfach-exponentiell ohne Offset-Strom:

Tiest / Teontro = 100 - € ~*/7
Einfach-exponentiell mit Offset-Strom:

Tiest / Teontrol = (100 — Ag) - (1 — € " T) + Ag
Doppelt-exponentiell ohne Offset-Strom:

Trest / Teontrol = (100 = %T2) - (1 — € /) + %1 - (1 — & /™)
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Doppelt-exponentiell mit Offset-Strom:
Ttest / Tcontrol = (100 —%T2 — A()) : (1 — £ 7t/11) +9%T> - (1 —F 7t/‘52) + Ao

Tx = Zeitkonstante

%Tx = Anteil der Zeitkonstante an maximaler Amplitude

Ao = Offset-Amplitude

Welche dieser Gleichungen angepasst wurde, hing vom jeweiligen Kurvenverlauf ab.
Lag Ao unter 5% der maximalen Amplitude, wurde eine Gleichung ohne Offset-
Anpassung gewdhlt (folglich der Offset-Strom gleich 0 gesetzt). Ein doppelt-
exponentieller Fit wurde verwendet, wenn beide Zeitkonstanten zwischen 1 und 2000
lagen, jeweils einen Anteil von mindestens 1% der maximalen Amplitude aufwiesen
und T» mindestens dreimal so gro3 wie T: war. Anderenfalls wurde den Datenpunkten
eine einfach-exponentielle Funktion angepasst. Um die Werte der einfach- und
doppelt-exponentiellen Fits vergleichen zu kdnnen, wurde aus den beiden Zeit-
konstanten der doppelt-exponentiell gefitteten Kurven eine gewichtete Zeitkonstante
(Tw) ermittelt, wodurch man allerdings nur eine anndhernde Beschreibung des Kurven-

verlaufs erhielt;

Tw = (T1 - %T1 + T2 - %T2) / 100

3.3.8.4 Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung (Steady-State-
Inaktivierung)

Zur Auswertung der Steady-State-Inaktivierung wurden die Peakstrome des Test-
pulses (liest) zundchst auf den dazugehorigen Kontrollpuls normiert. Anschlieend
wurde eine zusdtzliche Normierung auf den maximal erreichten Wert unter diesen
Testpulsen (Imax) durchgefiihrt. Diese Werte wurden gegen die Spannung des
Zwischenpulsintervalls V aufgetragen. Als Fitfunktion diente eine Boltzmann-

gleichung:
Ttest / Imax = (1 - AO) / (1 + e V-Vin / k) + Ao

Vi = Spannung der halbmaximalen Inaktivierung
k = Steigungsfaktor der Kurve bei Vi
Ao = Offset-Amplitude
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Der Steigungsfaktor k beschreibt den Kurvenverlauf im Bereich der grofSten Dynamik.
Er gibt den Spannungsbereich an, in dem die Stromamplitude um den Faktor ¢ steigt.
Je hoher der Steigungsfaktor, desto flacher der Kurvenverlauf. In der vorliegenden
Arbeit wird eine Verschiebung der Inaktivierungskurve zu negativeren bzw. zu
weniger positiven Potentialen als Linksverschiebung und zu weniger negativen bzw.

positiveren Potentialen als Rechtsverschiebung bezeichnet.

3.3.8.5 Spannungsabhingigkeit der Aktivierung
Um die Spannungsabhingigkeit der Aktivierung darzustellen, wurde die maximale
Stromamplitude (Imax) im IV-Aktivierungs-Protokoll gemessen und in die Leitfahig-

keit (G) umgerechnet:

G = Imax / (Viest — Vo)

Viest = angelegtes Testpotential

Vo = Membranpotential, bei dem der Nettostrom 0 ist; hier bei -80 mV
(Umkehrpotential)

Die Werte fiir die Leitfahigkeiten wurden auf ihr jeweiliges Maximum (Gmax) normiert
und gegen das Membranpotential (Viest) aufgetragen. Den daraus resultierenden Daten-

punkten wurde eine Boltzmanngleichung 4. Ordnung angepasst:

G/Gmax=1/(1+eV-V12)/K)*
V12" = Spannung bei 6,5% der maximalen Aktivierung

k = Steigungsfaktor der Kurve bei Vi,

Vi wurde in der Software Kaleidagraph anhand der Kurven abgelesen, indem manuell
mittels Cursor der Punkt der Kurve ermittelt wurde, der auf der y-Achse den Wert 0,5
hatte. Die zugehorige x-Koordinate entspricht Vi,. Genau wie bei der Steady-State-
Inaktivierung wurde in der vorliegenden Arbeit eine Verschiebung der Aktivierungs-
kurve zu weniger positiven bzw. negativeren Potentialen als Linksverschiebung und
eine Verschiebung zu weniger negativen bzw. positiveren Potentialen als Rechts-

verschiebung bezeichnet.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und wie die Coexpression des
lysosomalen Proteins CLN3 die KChIP3-vermittelte Modulation von Kv4.2-Kanilen
beeinflusst. Hierfiir sollte zundchst die bereits bekannte KChIP3-vermittelte
Modulation von Kv4.2-Kanédlen bestitigt werden (Kapitel 4.1). Im nédchsten Kapitel
(4.2) werden die Effekte von CLN3-Coexpression auf Kv4.2-Kanéle beschrieben. Das
letzte Kapitel (4.3) behandelt schlieBlich die Stromeigenschaften des Kv4.2/KChIP3-
Kanalkomplexes bei zusitzlicher Coexpression von CLN3 (Wildtyp und Mutanten).

4.1 Modulation von Kv4.2-Kanalen durch KChIP3
(Kontrolle)

KChIP3 bindet als B-Untereinheit an Kv4.2-Kanidle und beeinflusst deren Strom-
eigenschaften. Zu dieser Modulation gehoren eine Erhdhung der Stromdichte, eine
initiale Verlangsamung der makroskopischen Inaktivierung, eine Beschleunigung der
Erholung von der Inaktivierung sowie eine Rechtsverschiebung der Spannungs-
abhédngigkeit der Steady-State-Inaktivierung und eine Linksverschiebung der
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung (An et al. 2000). Um diese Modulation zu
bestitigen, wurden Kv4.2-Kanéle allein oder zusammen mit KChIP3 in HEK293-
Zellen exprimiert und die Kanaleigenschaften an den folgenden zwei Tagen unter-
sucht. Bei der Stromdichte und der Erholung von der Inaktivierung wurden die Daten
vom 1. und 2. Tag nach Transfektion getrennt dargestellt, da sich in diesen Parametern

wesentliche Unterschiede zwischen den Messtagen zeigten.

4.1.1 Stromdichte

Bekannt ist, dass Coexpression von KChIP3 zu einer Erh6hung der Kv4.2-Kanaldichte
in der Zellmembran fiihrt. Aufgrund der hoheren Anzahl an Kanilen sollte sich auch
die Stromamplitude bei einem definierten Testpotenzial erhohen. Bereits am 1. Tag
nach Transfektion lielen sich durch depolarisierende Pulse typische A-Typ-Strome mit
schneller Aktivierung und schneller Inaktivierung messen. Die Stromamplitude von

homomeren Kv4.2-Kanilen lag am 1. Tag bei 2,16 + 0,41 nA (n=7) bzw. am 2. Tag
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nach Transfektion bei 3,31 +0,62nA (n=12). Abbildung4.1 A+ B zeigen die
Erhohung der Stromamplituden bei Coexpression von KChIP3 an beiden Messtagen.
Die Stromamplituden erhohten sich am 1. Tag nach Transfektion auf 12,7 + 2,6 nA
(n=15) und am 2.Tag auf 194+29nA (n=9). Die Stromdichte lag bei den
homomeren Kv4.2-Kandlen bei 125 + 16 pA/pF (n=7) am 1. Tag nach Transfektion
bzw. 216 £ 39 pA/pF (n = 12) am 2. Tag.

A 1. Tag B 2 Tag C [1Kv4.2
[ Kv4.2 + KChiP3

Kvd.2 + ) e

KchiP3 ™ L
1500
Kvd.2 + m :

KChIP3 £
< ]
= 1000 -
|3nA 2 1 =
Kv4.2 150ms = ]
Kv4.2 § 500
+40 mV +40 mV :
O -
—| < «<®
100 mV -100 mV N Q-

Abbildung 4.1: KChiP3-Modulation von Amplitude und Dichte Kv4.2-vermittelter Strome
A u. B: Stromkurven bei einem Rechteckpuls von -100 mV auf +40 mV von Kv4.2 und
==Kv4.2 + KChIP3 am 1. und 2. Tag nach Transfektion. C: Stromdichten von Kv4.2 £ KChIP3
(unterteilt in 1. und 2. Tag) (Signifikanz: * p < 0,05; *** p < 0,0001).

Durch Coexpression von KChIP3 wurden die Stromdichten signifikant am 1. Tag um
das 5-fache auf 645 = 114 pA/pF (p <0,05; n = 15) gesteigert und am 2. Tag um mehr
als das 6-fache auf 1370 = 340 pA/pF (p <0,0001; n=9) (Abbildung 4.1 C). AuBer-
dem zeigte sich, dass am 2. Tag nach Transfektion die Stromdichte sowohl fiir Kv4.2
als auch fiir Kv4.2 + KChIP3 im Vergleich zum 1. Tag signifikant zugenommen hatte
(beide: p <0,05).

4.1.2 Makroskopische Inaktivierung

Wie in Abbildung 4.2 A zu sehen ist, weisen Kv4.2-Kanéle nach Depolarisation eine
schnelle makroskopische Inaktivierung auf. Die komplexe Inaktivierungskinetik wurde
durch die Summe von drei Exponentialfunktionen beschrieben (Kapitel 3.3.8.2). Dabei

erhielt man folgende Zeitkonstanten mit ihren relativen Amplituden: t1 = 12,8 £ 0,7 ms
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(72,4 +2,8%; n=19), 120=574+51ms (22,8+2,7%) und 713=1530+ 240 ms
(4,8 +£0,4%) (Abbildung 4.2 B). Bei Coexpression von KChIP3 veridnderte sich die
Inaktivierungskinetik der Kanile wie folgt: Die initiale und mittlere Komponente der
Inaktivierung verlangsamten sich, sodass sich die Zeitkonstanten signifikant auf einen
Wert von 11 =29,9 + 1,4 ms (26,2 + 1,6%; p <0,0001; n=22) und 12 = 81,6 £ 5,1 ms
(69,9 £2,0%; p<0,05) erhohten. Die langsame Komponente dagegen wurde auf
13 = 608 £ 80 ms (3,9 + 0,4%; p < 0,05) vermindert (Abbildung 4.2 B).

A B
100004 . kxE
3 O\ *
@
hl X
— - =
£ 1000 o
2 ] =
- Kv4.2 + KChIP3 g 100 i
||norm = 13
U] ~
/Kv4.2 250ms N 104
- ]
+40 mV L .
¥ <2
100 mV -80mV W \(\O‘(\\
X
e
S

Abbildung 4.2: KChIP3-Modulation von der makroskopischen Inaktivierung Kv4.2-
vermittelter Strome

A: Normierte Stromkurven bei einem Rechteckpuls von -100 mV auf +40 mV von == Kv4.2 und
= Kv4.2 + KChIP3 (1. und 2.Tag kumuliert). B: Zeitkonstanten der makroskopischen
Inaktivierung von Kv4.2 £+ KChIP3 (1. und 2.Tag kumuliert) (Signifikanz: *p <0,05;
***p <0,0001).

Daher kreuzten sich die aufeinander normierten Stromkurven von Kv4.2 und
Kv4.2 + KChIP3 (Abbildung 4.2 A). Auch die Anderung der Amplitudenanteile der
Zeitkonstanten bei Coexpression von KChIP3 war signifikant (posins < 0,0001).
Unterschiede zwischen dem 1. und 2. Tag nach Transfektion zeigten sich weder bei

Kv4.2 allein noch bei Kv4.2 + KChIP3.

4.1.3 Erholung von der Inaktivierung

Als néchstes wurde die Erholung der Kv4.2-Kanéle von der Inaktivierung untersucht.

Abbildung 4.3 A + B zeigen solche Experimente. Es ist deutlich zu sehen, dass sich
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mit zunehmender Zwischenpulsdauer mehr Kanile aktivieren lieen, was sich in der
Zunahme der Testpulsamplitude zeigte. AuBerdem ist festzustellen, dass KChIP3 die
Erholung von der Inaktivierung beschleunigte. So lieen sich bei Coexpression von
KChIP3 schon nach kurzen Zwischenpulsintervallen héhere Stromamplituden auslosen

und die vollstdndige Erholung wurde friiher erreicht als bei Kv4.2 allein.
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Abbildung 4.3: KChIP3-Modulation von der Erholung von der Inaktivierung Kv4.2-
vermittelter Strome

A u. B: Normierte Stromkurven von Kv4.2 + KChIP3 am 2. Tag nach Transfektion, evoziert mit
dem Recovery-Protokoll (hier 11 Pulse gezeigt). --- Hohe des Peakstroms wahrend des
Testpulses, welcher die maximal aktivierbaren (vollstdndig erholten) Kv4.2-Kanale
demonstriert. C: Recovery-Kinetik von Kv4.2 + KChIP3 am 2. Tag nach Transfektion (einfach-
exponentiell). D: Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung von Kv4.2 + KChIP3
(unterteilt in 1. und 2. Tag) (Signifikanz: *** p < 0,0001).

In Abbildung 4.3 C sind die relativen Testpulsamplituden semilogarithmisch gegen das
Zwischenintervall aufgetragen. Den Daten wurde eine einfach-exponentielle Funktion

angepasst (Kapitel 3.3.8.3). Am 1. Tag nach Transfektion war die Zeitkonstante der
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Recovery-Kinetik des Kv4.2-Kanals (t=416+40 ms; n=6) durch KChIP3 auf
t=71,8£59 ms (p<0,0001; n=11) signifikant reduziert (Abbildung 4.3 D). Bei den
homomeren Kv4.2-Kanidlen fand sich keine Abhédngigkeit vom Messzeitpunkt mit
t=400+23 ms (n=11) am 2. Tag nach Transfektion. Bei Coexpression von KChIP3
beschleunigte sich die Erholung von der Inaktivierung am 2. Tag auf t=45,7 £ 5,1 ms
(p<0,0001; n=6). Die KChIP3-Modulation zeigte sich demnach wie bei der
Stromdichte (Kapitel 4.1.1) am 2. Tag nach Transfektion stirker (p < 0,05).

4.1.4 Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung
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Abbildung 4.4: KChIP3-Modulation von der Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung
Kv4.2-vermittelter Strome
A: Normierte Stromkurven von Kv4.2 + KChIP3, evoziert mit dem Steady-State-Inaktivierungs-
Protokoll. B: Inaktivierungskurve von Kv4.2 £ KChIP3 (1. und 2. Tag kumuliert). C: V12 und k
der Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung von Kv4.2 £+ KChIP3 (1. und 2. Tag kumuliert)
(Signifikanz: *** p < 0,0001).

L LA N B B N B

Zur Bestimmung der Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung wurde das Steady-
State-Inaktivierungs-Protokoll (Kapitel 3.3.7.3) verwendet. Die hieraus resultierenden
Testpulsamplituden, wie sie in Abbildung 4.4 A zu sehen sind, wurden auf ihr
Maximum normiert und gegen die Vorpulsspannung aufgetragen (Kapitel 3.3.8.4). Bei
Coexpression von KChIP3 kam es zu einer Rechtsverschiebung sowie zu einem

steileren Verlauf der Steady-State-Inaktivierungskurve (Abbildung 4.4 B). Vi, und k
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lagen bei Kv4.2 allein bei Vi, =-63,8 £ 0,4 mV (n= 14) und k = 6,80 + 0,29 mV und
bei Coexpression von KChIP3 bei Vi2=-50,7+1,2mV (p<0,0001; n=11) und
k=4,43+0,07mV (p <0,0001) (Abbildung 4.4 C). Es fanden sich weder bei Kv4.2
noch bei Kv4.2 + KChIP3 signifikante Unterschiede zwischen dem 1. und 2. Tag nach

Transfektion.

4.1.5 Spannungsabhingigkeit der Aktivierung

Um zu untersuchen bei welchen Potentialen die Aktivierung stattfindet, wurde das IV-
Aktivierungs-Protokoll verwendet (Kapitel 3.3.7.4). Abbildung 4.5 A zeigt normierte
Beispiele gemessener Stromkurven. Die maximale Stromamplitude wurde auf die
Leitfdhigkeit der Kandle umgerechnet und gegen die Testpulsspannung aufgetragen.
Durch Angleichen einer Boltzmannfunktion 4. Ordnung erhielt man die Spannung der

halbmaximalen Aktivierung Vi, sowie den Steigungsfaktor k (Kapitel 3.3.8.5).
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Abbildung 4.5: KChIP3-Modulation von der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung
Kv4.2-vermittelter Strome

A: Normierte Stromkurven von Kv4.2 + KChIP3, evoziert mit dem IV-Aktivierungs-Protokoll.
B: Aktivierungskinetik von Kv4.2 + KChIP3 (1. und 2. Tag kumuliert). -=- Darstellung von V1.
C: V12 und k der Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung von Kv4.2 £ KChIP3 (1. und 2. Tag
kumuliert) (Signifikanz: *** p < 0,0001).
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Bei Kv4.2-Kanal allein waren Vi, =+20,0£2,8 mV (n=13) und k=31,7+ 1,6 mV.
Wie Abbildung 4.5 B zeigt, kam es bei Coexpression von KChIP3 zu einer Links-
verschiebung der Aktivierungskurve mit Vi, =-10,1 £1,5mV (p <0,0001; n=12).
Auch der Kurvenverlauf zeigte sich deutlich steiler mit k =21,0 £ 0,7 mV (p <0,0001)
(Abbildung 4.5 C). Es fanden sich weder bei Kv4.2-Kanal allein noch bei

Coexpression von KChIP3 signifikante Unterschiede zwischen den beiden Messtagen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Experimente die bekannte KChIP3-
vermittelte Modulation des Schaltverhaltens von Kv4.2-Kandlen bestétigten. Zudem
wurde gezeigt, dass sich die KChIP3-Modulation der Stromdichte und der Erholung

von der Inaktivierung am 2. Tag nach Transfektion verstérkte.

4.2 Direkte Effekte einer CLN3wt-Coexpression auf
das Schaltverhalten von Kv4.2-Kanalen

Als néchstes wurde untersucht, ob und welche Effekte eine Coexpression von CLN3-
Wildtyp (CLN3wt) auf das Schaltverhalten der Kv4.2-Kanidle hat. Dafiir wurde
CLN3wt in HEK293-Zellen mit homomeren Kv4.2-Kanélen coexprimiert und die
Stromdichte, die makroskopische Inaktivierung, die Erholung von der Inaktivierung
sowie die Spannungsabhdngigkeit der Inaktivierung und die Spannungsabhéngigkeit
der Aktivierung untersucht. Die Ergebnisse wurden mit den bereits ermittelten Werten
fiir Kv4.2 ohne KChIP3-Coexpression aus Kapitel 4.1 verglichen und auf Signifi-

kanzen in Bezug auf die Werte fiir homomere Kv4.2-Kanéle getestet.

4.2.1 Stromdichte
Abbildung 4.6 A + B zeigen die Stromamplituden von Kv4.2 sowie Kv4.2 + CLN3wt

an beiden Messtagen. Bei Coexpression von CLN3wt fand sich weder am 1. Tag nach
Transfektion auf die Stromamplitude mit 3,30+ 0,85nA (n= 9) oder auf die
Stromdichte mit 186 +49 pA/pF ein signifikanter Effekt noch am 2. Tag auf die
Stromamplitude mit 2,92 + 0,77 nA oder auf die Stromdichte mit 161 &+ 37 pA/pF
(n=12) (Abbildung 4.6 C).
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Abbildung 4.6: CLN3wt-Effekt auf Amplitude und Dichte Kv4.2-vermittelter Strome

A u. B: Stromkurven bei einem Rechteckpuls von -100 mV auf +40 mV von

Kv4.2 und

==Kv4.2 + CLN3wt am 1. und 2. Tag nach Transfektion. C: Stromdichten von Kv4.2 + CLN3wt

(unterteilt in 1. und 2. Tag).

4.2.2 Makroskopische Inaktivierung
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Abbildung 4.7: CLN3wt-Effekt auf die makroskopische Inaktivierung Kv4.2-vermittelter

Strome

A: Normierte Stromkurven bei einem Rechteckpuls von -100 mV auf +40 mV von

Kv4.2 und

==Kv4.2 + CLN3wt am 2. Tag nach Transfektion. B: Zeitkonstanten der makroskopischen
Inaktivierung von Kv4.2 (1. und 2. Tag kumuliert) und Kv4.2 + CLN3wt (unterteilt in 1. und

2. Tag) (Signifikanz: * p < 0,05; *** p < 0,0001).

Wie in Abbildung 4.7 A zu sehen ist, wurde bei Coexpression von CLN3wt die

makroskopische Inaktivierung der Kv4.2-Kanéle beschleunigt. Die drei Zeitkonstanten
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von Kv4.2 + CLN3wt waren am 1. Tag nach Transfektion mit 1 = 6,46 + 0,92 ms
(76,8 £3,4%; p<0,05 n=9), 12=273+5Ims (199+3,1%; p<0,05) und
13=402+ 111 ms (3,3£0,9%; p<0,05) signifikant niedriger verglichen mit den
Zeitkonstanten von homomeren Kv4.2-Kanédlen (Abbildung 4.7 B). Im Vergleich
zwischen den beiden Messtagen war kein signifikanter Unterschied beziiglich des
CLN3wt-Effekts zu erkennen. Die drei Zeitkonstanten von Kv4.2 + CLN3wt am
2. Tag nach Transfektion lagen bei 11 =6,31+0,69 ms (76,7 +4,1%; p <0,0001;
n=10), 1=242+36ms (19,7+3,6%; p<0,0001) und 713=321+79ms
(3,6 £ 0,6%; p < 0,05). Jedoch fiel auf, dass das Signifikanzniveau am 2. Tag deutlich

hoher war (trotz fast gleicher n-Zahlen der Messungen).

4.2.3 Erholung von der Inaktivierung

A 2 Tag B
O Kv4.2 _
O Kv4.2 + CLN3wt 500 ] I I
100+ s ]
; 2 400
% < 801 8 ]
§ < j = 300
o Q 1
4 b 5
29 o 200 7
5 > 404 S ]
2% 3 Z ]
5 2 5. T 100 -
w = 20 / N ]
0“_';AM"""I LR AL 0 o
1 10 100 1000 10000 K
Zwischenpulsintervall (ms) N o
Kv4.2 +
CLN3wt

Abbildung 4.8: CLN3wt-Effekt auf die Erholung von der Inaktivierung Kv4.2-vermittelter
Strome
A: Recovery-Kinetik von Kv4.2 + CLN3wt am 2. Tag nach Transfektion (einfach-exponentieller
Fit). B: Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung von Kv4.2 (1. und 2. Tag kumuliert)
und Kv4.2 + CLN3wt (unterteilt in 1. und 2. Tag; gewichtete Recovery-Zeitkonstante am
2. Tag).

Bei Coexpression von CLN3wt verdnderte sich die Erholung von der Inaktivierung
nicht (Abbildung 4.8 A). Es lieB3 sich auch kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Messtagen finden. Am 1. Tag nach Transfektion war bei Kv4.2 + CLN3wt
1=422+£46 ms (n=6) und am 2. Tag die gewichtete Zeitkonstante 1w =427 £ 41 ms
(n = 8) (Abbildung 4.8 B). Zu bemerken ist, dass 1 von 8 Zellen bei Coexpression von
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CLN3wt am 2. Tag eine doppelt-exponentielle Recovery-Kinetik mit 11 =283 ms
(87,1%) und 12 = 3260 ms (12,9%) zeigte.

4.2.4 Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung

A 2. Tag B
W01 okwa2
Bi5 i% OKv4.2 + CLN3wt KV4'2. & I:H

% 06l § . i :

= §€ ka2 + | 129 © —

= CLN3wt
aa }; 2.Tag| @ E—

] T T Tl T T 1

B2 }iw‘ 80 60 40 4 56 7 8
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VVorpuIs (mV)

Abbildung 4.9: CLN3wt-Effekt auf die Spannungsabhéangigkeit der Inaktivierung Kv4.2-
vermittelter Strome

A: Inaktivierungskurve von Kv4.2 + CLN3wt am 2. Tag nach Transfektion. B: V12 und k der
Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung von Kv4.2 (1. und 2. Tag kumuliert) und Kv4.2
+ CLN3wt (unterteilt in 1. und 2. Tag).

Wie in Abbildung 4.9 A zu sehen ist, iibte die Coexpression von CLN3wt zu
homomeren Kv4.2-Kanidlen am 2. Tag nach Transfektion (sowie auch am 1. Tag)
keinen signifikanten Einfluss auf die Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung von
Kv4.2-Kanélen aus. So waren am 1. Tag nach Transfektion Vin=-64,0 1,9 mV
(n=5) und k=5,71£0,54 mV und am 2. Tag Vip=-66,2+1,1 mV (n=5) und
k=7,07 £ 0,69 mV (Abbildung 4.9 B).

4.2.5 Spannungsabhingigkeit der Aktivierung

Abbildung 4.10 A zeigt, dass die Coexpression von CLN3wt keinen Effekt auf die
Spannungsabhingigkeit der Aktivierung von Kv4.2-Kandlen hatte. Die Spannung der
halbmaximalen Aktivierung lag bei Vip=+14,5+ 1,3 mV (k=29,2+3,4mV; n=3)
am 1. Tag nach Transfektion und bei Vi, =+183+ 1,2 mV (k=25,7+2,7mV; n=4)
am 2. Tag (Abbildung 4.10 B).
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Abbildung 4.10: CLN3wt-Effekt auf die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung Kv4.2-
vermittelter Strome

A: Aktivierungskinetik von Kv4.2 + CLN3wt am 2. Tag nach Transfektion. --- Darstellung von
Vi, B: Va2 und k der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung von Kv4.2 (1. und 2. Tag
kumuliert) und Kv4.2 + CLN3wt (unterteilt in 1. und 2. Tag).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Experimente einen direkten Effekt des
CLN3-Wildtyp-Proteins ausschlieSlich auf die makroskopische Inaktivierung von
Kv4.2-Kanilen zeigten.

4.3 Effekte von CLN3 auf die KChIP3-vermittelte
Kv4.2-Kanalmodulation

Im Folgenden wurde der Effekt von CLN3wt sowie von zwei Mutanten (CLN3ac und
CLN3R334c), die mit JNCL assoziiert werden, auf die Stromeigenschaften der
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe untersucht. Anlass hierfliir waren Berichte iiber eine

Bindung zwischen KChIP3 und CLN3wt (Chang et al. 2007).

4.3.1 Transiente Coexpression von Kv4.2, KChIP3 und
CLN3wt in HEK293-Zellen

4.3.1.1 Abhingigkeit des CLN3wt-Effekts vom Messzeitpunkt
Es wurden Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt in HEK293-Zellen coexprimiert und die

relevanten Parameter (Kapitel 3.3.8) bestimmt. Da sich in Kapitel 4.1 und 4.2 teilweise

eine Zeitabhiangigkeit sowohl der KChIP3-Modulation der Kv4.2-vermittelten Strome
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(Stromdichte und Erholung von der Inaktivierung) als auch der CLN3wt-Effekte auf
homomere Kv4.2-Kanile (verdnderte Kinetik der makroskopischen Inaktivierung)
zeigte, wurden auch im folgenden Kapitel die Daten fiir Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt
an verschiedenen Tagen nach der Transfektion untersucht. Die Ergebnisse wurden mit
den bereits ermittelten Daten fiir Kv4.2 und Kv4.2 + KChIP3 aus Kapitel 4.1
verglichen. Dabei beziehen sich die Signifikanzen auf den Unterschied zu
Kv4.2 + KChIP3 des jeweiligen Messtages (Ausnahme: 3. Tag nach Transfektion bei
Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt wurde mit dem 2. Tag bei Kv4.2 + KChIP3 verglichen).

4.3.1.1.1 Stromdichte

Die Erhohung der Stromdichte von Kv4.2-Kanidlen bei Coexpression von KChIP3
wurde in Kapitel 4.1.1 gezeigt. Wie in Abbildung 4.11 A zu sehen ist, war die
Zunahme der Stromamplitude bei zusétzlicher Coexpression von CLN3wt an allen drei

Messtagen signifikant geringer.
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Abbildung 4.11: Zeitabhdngiger CLN3wt-Effekt auf Amplitude und Stromdichte von

Kv4.2/KChiIP3-Kanalkomplexen

A: Stromkurven bei einem Rechteckpuls von -100mV auf +40mV von Kv4.2,

-=Kv4.2 + KChIP3 am 1. und 2. Tag nach Transfektion und Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt am
1. Tag, =2. Tag und ==3. Tag. B: Stromdichten von Kv4.2 £ KChIP3 (unterteilt in 1. und

2. Tag) und Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt (unterteilt in 1. Tag, 2. Tag und 3. Tag) (Signifikanz:

*p <0,05; ** p <0,0001).
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Der Effekt war am 2.Tag nach Transfektion am stirksten, wo sich bei
Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt die niedrigste Amplitude mit 3,29 + 4,9 nA und damit
auch niedrigste Stromdichte mit 215 + 33 pA/pF (p <0,0001; n = 24) aller drei Mess-
tage zeigte, obwohl am 2. Tag die KChIP3-vermittelte Erhohung der Stromdichte am
starksten ausgeprdgt war (Abbildung 4.11 B). Hier unterschied sich die Stromdichte
bei Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt nicht von der Stromdichte der homomeren Kv4.2-
Kanile. Tabelle 4.1 fiihrt die einzelnen Daten der Amplitude und Stromdichte von

Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt auf.

Tabelle 4.1: Amplitude und Stromdichte von Kv4.2/KChiP3-Kanalkomplexen mit und
ohne Coexpression von CLN3wt

Kv4.2 Kv4.2 + Kv4.2 + KChIP3 +

KChIP3 CLN3wt
1. Tag | 2.Tag | 1.Tag | 2. Tag | 1. Tag | 2. Tag | 3. Tag

Amplitude 2,16 3,31 12,7 19,4 4,29 3,29 4,48
(nA) +041 | £062 | 26 | +29 | +£064 | £0,49 | +£0,80

311 215 330
Stromdichte | 125 216 645 1370 + 47 + 33 + 57
(pA/pF) + 16 +39 | £114 | +340 p < p < p <

0,05 | 0,0001 | 0,0001
n 7 12 15 9 17 24 33

4.3.1.1.2 Makroskopische Inaktivierung

Die durch KChIP3-vermittelte Verlangsamung der Zeitkonstanten t; und 12 sowie die
Beschleunigung von 13 der makroskopischen Inaktivierung der Kv4.2-Kanile wurden
in Kapitel 4.1.2 gezeigt. Bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt waren 11 und 12
der makroskopischen Inaktivierung weniger verlangsamt. Dies ist in Abbildung 4.12 A
zu sehen, wo die Stromkurve von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt zwischen den Stromen
von Kv4.2 und Kv4.2 + KChIP3 verlief und beide Kurven kreuzte. Bei einem
Vergleich von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt an den drei Messtagen ldsst sich am 2. Tag
nach Transfektion die schnellste initiale Inaktivierungskinetik beobachten wie in
Abbildung 4.12 B gezeigt. Dies spiegelt sich in signifikant erniedrigten 11 und 12 sowie

auch in signifikant verdnderten prozentualen Anteilen der Zeitkonstanten wider,
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welche bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt 11 = 13,6 £ 1,6 ms (49,2 £ 6,5%;
p<0,05 n=22), 2=554+48ms (39,3+4,8%; p<0,05) und 13 =410+ 62 ms
(11,5 £2,6%) am 2. Tag nach Transfektion waren (Abbildung 4.12 C). Die restlichen
Daten sind detailliert in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.

A 2 Tag B Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt

o~ Kv4.2 + KChIP3

Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt
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e o Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt

Abbildung 4.12: Zeitabhdangiger CLN3wt-Effekt auf die makroskopische Inaktivierung
von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen

A: Normierte Stromkurven bei einem Rechteckpuls von -100 mV auf +40 mV von Kv4.2,
== Kv4.2 + KChIP3 und ==Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt am 2. Tag nach Transfektion. B: Strom-
kurven (siehe A) von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt am ==1. Tag, ==2. Tag und == 3. Tag nach
Transfektion. VergréRerung eines Bildausschnitts zur besseren Darstellung der relevanten
Unterschiede. C: Zeitkonstanten der makroskopischen Inaktivierung von Kv4.2 + KChIP3 (1.
und 2. Tag kumuliert) und Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt (unterteilt in 1. Tag, 2. Tag und 3. Tag)
(Signifikanz: * p < 0,05).
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Tabelle 4.2: Zeitkonstanten der makroskopischen Inaktivierung von Kv4.2/KChIP3-
Kanalkomplexen mit und ohne Coexpression von CLN3wt

Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt

Kv4.2 +
Kv42 | Kkenip3
1. Tag 2. Tag 3. Tag
17,7 13,6 18,0
T1 (ms) ;%E; fai 25 1,6 12,2
p <0,05 p <0,05 p <0,05
27,2 49,2 41,5
72,4 26,2 ’ ’ ’
%T1 £28 £16 +3,9 6,5 +53
n.s. p <0,05 n.s.
61,5 55,4 73,8
12 (Ms) f;‘x f;’ﬁ £32 £4.8 £45
p <0,05 p <0,05 n.s.
56,6 39,3 51,9
22,8 69,9 ’ ’ ’
%T2 £27 £20 4,3 14,8 50
n.s. p <0,05 n.s.
521 410 692
1530 608
T3 (ms) + 240 + 80 + 110 1+ 62 + 159
n. s. n. s. n. s.
16,2 11,5 6,6
4,8 3,9 ’ ’ ’
%T3 £0.4 +0.4 4,2 2,6 +1,5
p <0,05 p <0,05 n.s.
n 19 22 16 22 25

Bei Kv4.2 + KChIP3 sind 1. und 2. Tag nach Transfektion kumuliert; n. s. = nicht signifikant.

4.3.1.1.3 Erholung von der Inaktivierung

Die durch KChIP3-vermittelte Beschleunigung der Recovery-Kinetik von Kv4.2-

Kanidlen wurde bereits in Kapitel 4.1.3 gezeigt. Bei zusétzlicher Coexpression von

CLN3wt verdnderte sich die Erholungskinetik derart, dass in vielen Messungen eine

einfach-exponentielle Funktion zur Beschreibung der Erholungskinetik nicht geeignet

war. Zur genaueren Anpassung wurde daher meist eine doppelt-exponentielle Funktion

gewihlt und eine gewichtete Zeitkonstante ermittelt (Kapitel 3.3.8.3). Auch zwischen

den einzelnen Messungen gab es grof3e Unterschiede, sodass sich die Zellen nach dem

Verlauf der Erholung von der Inaktivierung in drei Gruppen unterteilen lieBen: die

Zellen mit einfach-exponentieller schneller Erholungskinetik (t <80 ms), die mit
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doppelt-exponentieller Erholungskinetik (mit kleinem 11 und groem 12) und die mit

einfach-exponentieller langsamer Erholungskinetik (t > 150 ms).
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Abbildung 4.13: Zeitabhangiger CLN3wt-Effekt auf die Erholung von der Inaktivierung
von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen
A — C: Normierte Stromkurven von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt am 1., 2. und 3. Tag nach
Transfektion, evoziert mit dem Recovery-Protokoll (hier 11 Pulse gezeigt). --- Hohe des
Peakstroms wahrend des Testpulses, welcher die maximal aktivierbaren (vollstédndig erholten)
Kv4.2-Kandle demonstriert. D: Recovery-Kinetik mit == Anpassung einer einfach-
exponentiellen Funktion an die Daten von Kv4.2 + KChIP3 (1. und 2. Tag kumuliert). Die rest-
lichen Fit-Kurven beschreiben die Recovery-Kinetik fir Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt am
1.Tag, =2.Tag und ==3.Tag nach Transfektion (doppelt-exponentielle Funktion).
E: Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung von Kv4.2 + KChIP3 (unterteilt in 1. und
2. Tag) und gewichtete Recovery-Zeitkonstanten von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt (unterteilt in
1. Tag, 2. Tag und 3. Tag) (Signifikanz: *** p < 0,0001).
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Tabelle 4.3: Zeitkonstanten (in Subgruppen) der Erholung von der Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen mit und ohne Coexpression von CLN3wt

Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt
1. Tag n 2. Tag n 3. Tag n
einfach-
. T 69,8 61,2
exponentiell, (ms) £62 2 54,8 1 £66 3
schnell
T 45,7 108 61,3
3 (ms) +2,0 + 52 +6,4
IS
o %1 78,4 82,9 85,3
o +3,5 3,5 +1,8
x 11 8 16
& T2 405 1410 528
‘é’ (ms) + 90 1 660 + 85
o
S %t 21,6 17,1 14,7
+3,5 3,5 +1,8
einfach-
- T 342
exponentiell, (ms) / 0 + 51 6 / 0
langsam

Unterteilt in folgende Subgruppen: einfach-exponentiell mit schneller Erholungskinetik
(t <80 ms), doppelt-exponentiell und einfach-exponentiell mit langsamer Erholungskinetik
(t> 150 ms).

In Tabelle 4.3 sind die Daten dieser Subgruppierungen aufgefiihrt. Um die Subgruppen
miteinander vergleichen zu konnen, wurden gewichtete Zeitkonstanten errechnet,
welche Tabelle 4.4 zeigt. Bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt war die
Erholung von der Inaktivierung der Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe verlangsamt, wie
in Abbildung 4.13 A - C dargestellt. Hier fanden sich auch Zellen mit doppelt-
exponentieller Erholungskinetik. In Abbildung 4.13 D ist der doppelt-exponentielle
Verlauf der Recovery-Kinetik bei zusdtzlicher CLN3wt-Coexpression am eindriick-
lichsten bei den Daten des 1. Messtages zu sehen. Am 2. Tag hatten 6 von 15 Zellen
(40 %) eine einfach-exponentielle langsame Erholungskinetik, welche sich kaum von
der Kinetik der homomeren Kv4.2-Kanéle unterschied (Tabelle 4.3 und Tabelle 4.4).
Nur am 2. Tag zeigte sich mit tw =304 = 67 ms (p <0,0001; n=15) eine signifikant
hohere gewichtete Recovery-Zeitkonstante bei zusétzlicher CLN3wt-Coexpression

verglichen mit Kv4.2 + KChIP3 (Abbildung 4.13 E).
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Tabelle 4.4: (Gewichtete) Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen mit und ohne Coexpression von CLN3wt

Kv4.2 + Kv4.2 + KChIP3 +
KChIP3 CLN3wt

1. Tag | 2.Tag | 1.Tag | 2. Tag | 1. Tag | 2. Tag | 3. Tag

129 304 111
416 400 71,8 45,7 + 33 + 67 14

Kv4.2

Trec (ms) +40 +23 +59 +5,1 p=<
n.s. - n.s.
0,0001
n 6 11 11 6 13 15 19

Bei Kv4.2 + KChIP3 ist die Zeitkonstante 1t (einfach-exponentieller Fit), bei Kv4.2 + KChIP3
+ CLN3 die gewichtete Zeitkonstante t (errechnet aus einfach- und doppelt-exponentiellem
Fit) aufgefiihrt. n. s. = nicht signifikant.

4.3.1.1.4 Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung

A © 1. Tag
@2 Tag ; Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt
®3 Tag
Kv4.2 e H
Kv4.2 + KChIP3 ] I
" .
*
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CLN3wt
3. Tag ®
0' T T T T - T - LA B B N B B B B | I | | |
-100 -80 -60 -40 -20 O -80 -60 -40 4 56 7 8
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Abbildung 4.14: Zeitabhangiger CLN3wt-Effekt auf die Spannungsabhangigkeit der
Inaktivierung von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen

A: Inaktivierungskurve von ---Kv4.2 + KChIP3 (1. und 2. Tag kumuliert) und Kv4.2 + KChIP3
+ CLN3wt (unterteilt in ==1. Tag, ==2. Tag und ==3. Tag). B: V12 und k der Spannungs-
abhangigkeit der Inaktivierung von Kv4.2 + KChIP3 (1. und 2. Tag kumuliert) und Kv4.2
+ KChIP3 + CLN3wt (unterteilt in 1.Tag, 2.Tag und 3.Tag) (Signifikanz: *p <0,05;
***p <0,0001).

Die KChIP3-vermittelte Rechtsverschiebung sowie der steilere Kurvenverlauf der
Inaktivierungskurve der Kv4.2-Kanile wurden in Kapitel 4.1.4 gezeigt. Zusitzliche
Coexpression von CLN3wt bewirkte am 2. Tag nach Transfektion eine signifikant
geringere Rechtsverschiebung der Inaktivierungskurve, sodass die Kurve, wie in
Abbildung 4.14 A zu sehen ist, zwischen denen von Kv4.2 und Kv4.2 + KChIP3
verlief; Vi lag bei Vip=-57,1+13mV (p<0,0001; n=13) (Abbildung 4.14 B).
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Der Steigungsfaktor erfuhr bei zusétzlicher Coexpression von CLN3wt eine geringere
Verminderung mit k =5,62 £0,27 mV (p <0,05; n=13) und damit einen flacheren
Verlauf verglichen mit Kv4.2 + KChIP3. Bei zusétzlicher Coexpression von CLN3wt
zeigten die Inaktivierungskurven vom 1. und 3. Tag fast keinen Unterschied zur
Inaktivierungskurve von Kv4.2 + KChIP3, einzig der Steigungsfaktor vom 1. Tag war
signifikant hoher, was einem flacheren Verlauf der Kurve entsprach. In Tabelle 4.5

sind die einzelnen Daten aufgefiihrt.

Tabelle 4.5: V12 und k der Spannungsabhangigkeit der Inaktivierung von Kv4.2/KChIP3-
Kanalkomplexen mit und ohne Coexpression von CLN3wt

Kv4.2 + Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt
Kv4.2 | kchips
1. Tag 2. Tag 3. Tag
63.8 507 -52,9 -57,1 -52,0
V12 (mV) ;0’4 ;1’2 +1,0 +1,3 +0,8
n. s. p < 0,0001 n.s.
2,42 5,62 5,19
6,80 4,43
k (mV) +0.29 £0,07 + 0,21 + 0,27 + 0,27
p <0,05 p <0,05 n.s.
n 14 11 12 13 16

Bei Kv4.2 + KChIP3 sind 1. und 2. Tag nach Transfektion kumuliert; n. s. = nicht signifikant.

4.3.1.1.5 Spannungsabhingigkeit der Aktivierung

Die Linksverschiebung und der steilere Verlauf der Kv4.2-Aktivierungskurve bei
Coexpression von KChIP3 wurde in Kapitel 4.1.5 gezeigt. In Abbildung 4.15 A 1dsst
sich deutlich erkennen, dass die Kurve von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3 nur eine geringe
Linksverschiebung zeigte und daher nahe dem Graphen der homomeren Kv4.2-Kanéle
verlief. Am 2. Tag nach Transfektion erfolgte die geringste Linksverschiebung mit
Vip=+157£1,9mV (p<0,0001; n=12) (Abbildung 4.15 B). Jedoch auch am 1.
und 3. Tag zeigten sich bei zusétzlicher Coexpression von CLN3wt eine signifikant
reduzierte Linksverschiebung im Vergleich zu Kv4.2 + KChIP3, am 3. Tag noch
deutlich stdrker als am 1. Tag. Auch der Steigungsfaktor wich v.a. am 2. Tag mit
k=288+ 1,1 mV (p <0,0001; n=12) kaum vom Wert des homomeren Kv4.2-Kanals
ab (Abbildung 4.15 B). Ebenfalls ein signifikant flacherer Verlauf bezogen auf
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Kv4.2 + KChIP3 fand sich am 3. Tag nach Transfektion. Die restlichen Daten sind in
Tabelle 4.6 aufgefiihrt.

A O1. Tag B
®2.Tag : Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt
@3 Tag
1,04 Kva4.2 o] —
081 kvaz2+kehips,” Kv42 + KChiP3| g o -
% / ; :
£ ' * H
0,61 . } |
i I 1. Tag | i,
O g4 Kv4.2 + * X
KChIP3 +{ 2. Tag ©
0.2 CLN3wt
2 3. Tag l@] -
Ot—=e0" LA L I L S ) B B B
-100  -50 -20-10 0 10 20 30 15 20 25 30
VTestpuIs (mV) V1/2 (mV) k (mV)

Abbildung 4.15: Zeitabhangiger CLN3wt-Effekt auf die Spannungsabhangigkeit der
Aktivierung von Kv4.2/KChiP3-Kanalkomplexen

A: Aktivierungskinetik von ---Kv4.2 + KChIP3 (1. und 2. Tag kumuliert) und Kv4.2 + KChIP3
+ CLN3wt (unterteilt in ==1. Tag, ==2. Tag und == 3. Tag). --- Darstellung von V12. B: V12 und
k der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung von Kv4.2 + KChIP3 (1. und 2. Tag kumuliert)
und Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt (unterteilt in 1. Tag, 2. Tag und 3. Tag) (Signifikanz: * p < 0,05;
***p <0,0001).

Tabelle 4.6: Vi2 und k der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung von Kv4.2/KChIP3-
Kanalkomplexen mit und ohne Coexpression von CLN3wt

Kvd.2 Kv4.2 + Kv4.2 + KChiIP3 + CLN3wt
KChIP3 1. Tag 2. Tag 3. Tag
0.0 10.1 +3,31 +15,7 +12.,4
+ -
V12 (mV) £ ’8 s 1’5 + 2,79 + 1,9 + 2,6
p <0,05 p <0,0001 | p=<0,0001
317 210 24,5 28,8 27,0
k (mV) 11’,6 iO’,7 +0,9 +1,1 +1,1
n. s. p <0,0001 | p=<0,0001
n 13 12 12 12 12

Bei Kv4.2 + KChIP3 sind 1. und 2. Tag nach Transfektion kumuliert; n. s. = nicht signifikant.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bei zusétzlicher Coexpression des CLN3-

Wildtyp-Proteins die KChIP3-Modulation der Stromeigenschaften von Kv4.2-Kanédlen
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reduziert und z. T. komplett aufgehoben war. Letzteres war bei der Stromdichte und
der Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung der Fall. Zudem war eine Abhingigkeit
des CLN3wt-Effekts von der Zeit nach Transfektion zu beobachten, der starkste Effekt

zeigte sich ausnahmslos am 2. Tag nach Transfektion.

4.3.1.2 Abhingigkeit der CLN3wt-Effekte von der
zytoplasmatischen Calciumkonzentration

Laut Chang et al. beeinflusst die intrazellulire Calciumkonzentration das Bindungs-
verhalten zwischen KChIP3 und CLN3wt (Chang et al. 2007). Mittels Glutathion-S-
Transferase-Pulldown-Assay haben diese Autoren gezeigt, dass die Bindung zwischen
KChIP3 und CLN3wt bei einer Konzentration von 50 uM Calcium signifikant ver-
mindert ist. Um zu untersuchen, ob Calcium den CLN3wt-Effekt auf die KChIP3-
Modulation der Kv4.2-Kanidle beeinflusst, wurden in den folgenden Experimenten
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe mit und ohne CLN3wt in HEK293-Zellen exprimiert
und der CLN3wt-Effekt bei intrazelluldrer Perfusion mit einer Hoch-Calcium-Losung
mit 50 uM Calcium (im Folgenden als 50 uM [Ca®']; bezeichnet) sowie mit einer
nominal Calcium-freien (Ca®'-freien) Intrazellulirldsung untersucht und mit den
Werten bei Perfusion mit der Standard-Pipetten-Losung 15 nM [Ca*']i vom 2. Tag
nach Transfektion aus Kapitel 4.3.1.1 verglichen. Die Intrazelluldrlosungen mit den
entsprechenden Calciumkonzentrationen wurden {iber die Patchpipette appliziert. Da in
den vorausgegangenen Versuchen der CLN3wt-Effekt auf die Stromeigenschaften der
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe am 2. Tag nach Transfektion am stdrksten ausgepragt
war, wurden die folgenden Experimente ausschlieSlich am 2. Tag nach Transfektion
durchgefiihrt. Es wurde jedoch zusétzlich untersucht, ob die Zeit nach Zelloffnung
bzw. die Wirkdauer des Calciums eine Rolle spielt. Hierfiir wurden bei den

Experimenten bei 50 uM [Ca®'];

die Pulsprotokolle zu unterschiedlichen Zeiten nach
Zelloffnung appliziert. Mit ,,0 min nach Zell6ffnung™ und ,,unmittelbar nach
Zelloffnung® wird der Zeitraum <1 min nach Offnung der Zelle bezeichnet. Auf
diesen Wert beziehen sich die in den entsprechenden Graphen angegebenen

Signifikanzen fiir die spateren Zeitpunkte.
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4.3.1.2.1 Stromdichte
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Abbildung 4.16: CLN3wt-Effekt auf die Stromdichte von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen
bei nominal Ca?*-freier Intrazellularlésung 0 min nach Zell6ffnung und bei 50 uM [Ca?*];
in Abhangigkeit von der Zeit nach Zell6ffnung

A: Stromdichten von Kv4.2 + KChIP3 £ CLN3wt bei nominal Ca?*-frei (kariert), 15 nM [Ca?*];
(plain) und 50 uM [Ca?*]i (gestreify O min nach Zelléffnung (Signifikanz: * p < 0,05). B: Strom-
dichte von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt bei 50 uM [Ca?*]i 0, 12, 20 und 25 min nach Zell6ffnung.
C: Korrelation der Abnahme der Stromdichte bei 50 pM [Ca?*]i 25 min nach Zell6ffnung (in %
von der Stromdichte 0 min nach Zell6ffnung) und der Stromdichte 0 min nach Zelléffnung von
Kv4.2 + KChIP3 (p < 0,0001) und Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt (p < 0,05).

Die Reduktion der Kv4.2/KChIP3-Stromdichte bei zusitzlicher Coexpression von
CLN3wt bei einer physiologischen intrazelluldren Calciumkonzentration von 15 nM

wurde in Kapitel 4.3.1.1.1 gezeigt. Bei Perfusion mit nominal Ca?*-freier Intrazellulir-
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Losung zeigten sich weder Anderungen des CLN3wt-Effekts noch Verinderungen in
der KChIP3-Modulation in Bezug auf die Stromdichte der Kv4.2/KChIP3-Kanal-
komplexe; so lag diese bei Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt bei 196 +36 pA/pF (n=9)
und ohne zusitzliche Coexpression von CLN3wt bei 1160 +200 pA/pF (n=22)
(Abbildung 4.16 A). Bei 50 uM [Ca*']i O min nach Zelléffnung fand sich bei
zusitzlicher CLN3wt-Coexpression zu Kv4.2 + KChIP3 eine signifikante Steigerung
der Stromdichte auf 376 = 46 pA/pF (p <0,05; n=8) im Vergleich zu den Daten bei
15nM [Ca**]i. Bei Kv4.2 4+ KChIP3 zeigte sich bei 50 uM [Ca**]i Omin nach
Zelloffnung mit 1310 + 370 pA/pF (n=14) kein Unterschied zu 15nM [Ca*']i. In
Abbildung 4.16 B ist zu sehen, dass die Stromdichte mit der Zeit nach Zell6ffnung
sowohl fiir Kv4.2 + KChIP3 als auch fiir Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt in der Tendenz
abnahm, wobei die Reduktion 25 min nach Zell6ffnung nur bei zusdtzlicher CLN3wt-
Coexpression signifikant war (p < 0,05). Auffallend war ein Zusammenhang zwischen
der Stromdichte unmittelbar nach Zell6ffnung und der Reduktion im Zeitverlauf. In
Abbildung 4.16 C ist die Korrelation zwischen der Anfangsstromdichte und der
Reduktion der Stromdichte nach 25 min dargestellt. Je grofler die Stromdichte 0 min
nach Zelloffnung war, desto stdrker war die Stromdichte nach 25 min reduziert

(pxcnte3 < 0,0001; pernzwe < 0,05).

4.3.1.2.2 Makroskopische Inaktivierung

Die bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt beobachtete reduzierte Verlang-
samung, also Beschleunigung, der initialen makroskopischen Kv4.2/KChIP3-
Inaktivierung bei 15 nM [Ca®']; wurde in Kapitel 4.3.1.1.2 gezeigt. Bei Perfusion mit
der nominal Ca®'-freien Intrazelluldrlosung fand sich bei Kv4.2 + KChIP3 eine
Beschleunigung aller drei Zeitkonstanten (nur 11 signifikant), wéhrend bei zusétzlicher
Coexpression von CLN3wt die Zeitkonstanten verlangsamt waren (Abbildung 4.17 A).
Damit niherten sich die Werte beider Gruppen bei nominal Ca*'-freier Intrazellulir-
16sung einander an (Tabelle 4.7). Bei 50 pM [Ca*']; zeigte sich 0 min nach Zelloffnung
kein Unterschied zwischen der Kinetik der makroskopischen Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen und derer bei 15 nM [Ca?']; (Abbildung 4.17 A). Bei
zusitzlicher Coexpression von CLN3wt zu Kv4.2 + KChIP3 waren bei 50 uM [Ca*'];

0 min nach Zell6ffnung alle drei Zeitkonstanten signifikant auf 1) =23,1 £5,6 ms
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1=83,9+78ms (57,0 +6,0%;
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p <0,05) und

3= 1480+ 610 ms (13,8 £4,4%; p <0,05) erhoht, wihrend der prozentuale Anteil

von 11 an der Gesamtamplitude signifikant verringert und der Anteil von 1> signifikant

erhoht waren (pet1 < 0,05; pwt2 < 0,05; n = 8) (Tabelle 4.7).
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Abbildung 4.17: CLN3wt-Effekt auf die makroskopische Inaktivierung von Kv4.2/KChIP3-
Kanalkomplexen bei nominal Ca?*-freier Intrazellularlésung 0 min nach Zell6ffnung und
bei 50 uM [Ca?*]; in Abhdngigkeit von der Zeit nach Zell6ffnung

A: Zeitkonstanten der makroskopischen Inaktivierung von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt bei
nominal Ca?*-frei (kariert), 15 nM [Ca2*]; (plain) und 50 uM [Ca?*]; (gestreift) 0 min nach Zell6ffnung
(Signifikanz: * p < 0,05; *** p < 0,0001). B: Zeitkonstanten von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt bei
50 uM [Ca%*])i 0, 12, 20 und 25 min nach Zelléffnung (Signifikanz: * p <0,05). C u. D:
Korrelation der Abnahme der Zeitkonstanten t1 und t2 bei 50 uM [Ca?*]i 25 min nach Zell-
offnung (in % von der Zeitkonstante 0 min nach Zell6ffnung) und der Zeitkonstante 0 min nach
Zelldffnung von Kv4.2 + KChIP3 (p < 0,05) und Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt (p < 0,05).
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Damit niherte sich bei 50 uM [Ca*']i unmittelbar nach Zelléffnung die Stromkinetik
von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt der Stromkinetik von Kv4.2 + KChIP3 trotz der
zusdtzlichen Coexpression von CLN3wt an. Abbildung 4.17 B zeigt die signifikante
Abnahme von 11 und 12 wihrend der Zeit nach Zelloffnung. Es lieB sich eine
Korrelation zwischen 11 und 12 0 min nach Zell6ffnung und der Reduktion im
Zeitverlauf erkennen (Abbildung 4.17 C+ D). Je groBer die Zeitkonstanten desto
starker war die Reduktion dieser wihrend der Zeit nach Zell6ffnung (fiir t1 und t2:

pxcnips < 0,05; pernzwe < 0,05).

Tabelle 4.7: Zeitkonstanten der makroskopischen Inaktivierung von Kv4.2/KChIP3-
Kanalkomplexen mit und ohne Coexpression von CLN3wt bei 15nM [Ca?*];, bei nominal
Ca?*-freier Intrazelluldrldsung und 50 uM [Ca?*]; 0 min nach Zell6ffnung

Kv4.2 + KChIP3 Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt
15 nM Nom. 50 uM 15 nM Nom. 50 uM
[Ca?*]i | Ca?*-frei [Ca?*]i | [Ca**]i | Ca?*-frei [Ca?*]i
28.4 21,0 28,9 13.6 22,3 23,1
T1 (ms) " 2’ 5 +26 +4.4 s 1’ 5 +26 +5,6
p <0,05 n.s. p <0,05 p <0,05
25,8 27,0 42,9 29,2
% | 229 | 148 £64 | 492 | 177 £7,7
+25 +6,5
n.s. n.s. n.s. p <0,05
817 75,3 81,9 55 4 89,3 83,9
T2 (Ms) ; 1i,5 47 +8,0 : 4’,8 +6,0 +7,8
n. s. n. s. p <0,0001 | p<0,05
798 61,3 65,5 39.3 51,2 57,0
%T2 . 4’,1 +5,1 +6,8 s 4’,8 7,0 +6,0
n.s. n.s. n.s. p <0,05
641 394 793 410 1930 1480
73 (ms) £ 173 + 71 + 271 + 62 + 880 + 610
n. s. n.s. n.s. p <0,05
13 12,9 7,5 115 59 13,8
%13 + (’)’4 +4,4 +4,6 s 2’,6 +1,3 +4.4
n.s. n.s. p <0,05 n.s.
n 9 20 14 22 9 8

n. s. = nicht signifikant.
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4.3.1.2.3 Erholung von der Inaktivierung
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Abbildung 4.18: CLN3wt-Effekt auf die Erholung von der Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen bei nominal Ca?*-freier Intrazelluldrlésung 0 min nach
Zelloffnung und bei 50 uM [Ca?*]; in Abhangigkeit von der Zeit nach Zell6ffnung

A: Recovery-Zeitkonstanten von Kv4.2 + KChIP3 £ CLN3wt bei nominal Ca?*-frei (kariert),
15 nM [Ca?*]i (plain) und 50 uM [Ca?*]i (gestreift) O min nach Zell6ffnung (Signifikanz: * p < 0,05;
***p <0,0001). B: Recovery-Zeitkonstanten von Kv4.2 + KChIP3 £ CLN3wt bei 50 pM [Ca?*];
0, 6, 15, 20 und 25 min nach Zellé6ffnung (Signifikanz: * p < 0,05; *** p < 0,0001). Bei Kv4.2
+ KChIP3 + CLN3wt wurden gewichtete Zeitkonstanten aufgetragen. C: Korrelation der Ab-
nahme der Recovery-Zeitkonstante bei 50 uM [Ca?*]i 25 min nach Zell6ffnung (in % von Trec
0 min nach Zell6ffnung) und trec 0 min nach Zelléffnung von Kv4.2 + KChIP3 (p < 0,05) und
Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt (p < 0,0001).

Die durch CLN3wt vermittelte verringerte Beschleunigung der Recovery-Kinetik der
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe bei 15 nM [Ca®>']i wurde bereits in Kapitel 4.3.1.1.3

gezeigt. Bei Perfusion des Zytoplasmas mit der nominal Ca**-freien Intrazellulir-
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16sung wurde die Erholung von der Inaktivierung bei zusitzlicher Coexpression von
CLN3wt zu Kv4.2 + KChIP3 beschleunigt und somit die Recovery-Kurve nach links
verschoben. AuBBerdem fanden sich hierbei keine doppelt-exponentiellen Verldufe. Die
Zeitkonstante lag bei 1=125+ 18 ms (p <0,05; n=28) (Abbildung 4.18 A). Ohne
zusitzliche Coexpression von CLN3wt zeigte sich dagegen bei Perfusion mit der
nominal Ca*'-freien Intrazellulirlosung eine Verlangsamung der Erholung von der
Inaktivierung auf t=115+ 17 ms (p <0,0001; n=22) in Bezug auf Kv4.2 + KChIP3
bei 15 nM [Ca**]i. Bei 50 uM [Ca*']; zeigte sich bei Kv4.2 + KChIP3 unmittelbar nach
Zelloffnung kein Unterschied der Erholung von der Inaktivierung mit einer
gewichteten Zeitkonstante von 1y = 66,9 + 6,9 ms (n = 4) verglichen mit den Daten bei
Perfusion mit 15 nM [Ca®']; (Abbildung 4.18 A). Bei zusitzlicher Coexpression von
CLN3wt war bei 50 uM [Ca®']; 0 min nach Zelléffnung die gewichtete Zeitkonstante
mit 1w=98,0+92ms (p<0,05; n=14) signifikant reduziert in Bezug auf
15 nM [Ca®'];. Damit niherte sich die Kinetik von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt der
von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen ohne zusétzliche CLN3wt-Coexpression (bei
15nM [Ca**]i und bei 50 uM [Ca*'])) an. Der Anteil der Zellen mit doppelt-
exponentieller Erholungskinetik von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt bei 50 uM [Ca?'];
unmittelbar nach Zell6ffnung dnderte sich mit 8 von 14 Zellen (57%) nicht (53% der
Zellen bei 15 nM [Ca*']i). Von den einfach-exponentiellen Verldufen stieg jedoch der
Anteil derer mit schneller Kinetik (t <80 ms) auf 5 von 14 Zellen (36%) und nur
1 Zelle der 14 Zellen (7%) zeigte eine langsame einfach-exponentielle Erholungs-
kinetik (t> 150 ms). Bei 15 nM [Ca®?']; war der Anteil der langsamen Verldufe mit
40% deutlich groBer. Im Zeitverlauf nach Zelloffnung stieg bei 50 uM [Ca*']i die
Recovery-Zeitkonstante nur ohne zusitzliche Coexpression von CLN3wt signifikant
an, wie Abbildung 4.18 B zeigt. Auch bei zusdtzlicher Coexpression von CLN3wt
zeigte sich ein Anstieg der gewichteten Zeitkonstante, dieser war jedoch nicht
signifikant aufgrund der groBen Spannbreite zu den spiteren Messzeitpunkten. Bei
Betrachtung der Einzelwerte fiel auf, dass ab 15 min keine gewichtete Zeitkonstante
nahe beim Mittelwert lag, sondern entweder unter 90 ms oder iiber 220 ms war. Die
Anzahl der doppelt-exponentiellen Kinetiken von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt nahm
mit der Zeit nach Zelloffnung deutlich ab, sodass ab 15 min keine doppelt-

exponentielle Recovery-Kinetik mehr zu beobachten waren. Die Hohe der gewichteten
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Zeitkonstante bei Zelloffnung korrelierte mit dem Anteil der Reduktion bei 25 min
nach Zelloffnung bei Kv4.2 + KChIP3 sowie bei Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt
(pxcnie3 < 0,05; peinzwe < 0,0001) (Abbildung 4.18 C). Je niedriger trec und je ndher die
Kurve bei der Kinetik von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen lag, desto starker nahm Tyec
wihrend der Zeit nach Zelloffnung zu und ndherte sich der Kinetik von homomeren

Kv4.2-Kanélen an.

4.3.1.2.4 Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung

Die reduzierte Rechtsverschiebung sowie der flachere Kurvenverlauf der Steady-State-
Inaktivierungskurve der Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe bei zusitzlicher Coexpression
von CLN3wt bei 15nM [Ca’*']; wurde in Kapitel 4.3.1.1.4 gezeigt. Die Kurve der
Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung von Kv4.2 + KChIP3 war bei nominal Ca**-
freier Intrazelluldrlésung nach links verschoben und verlief steiler verglichen mit
15 nM [Ca*'];, sodass Vip=-56,9+12mV; (p<0,0001; n=15) war und der
Steigungsfaktor bei k =4,95+ 0,26 mV lag (Abbildung 4.19 A). Demnach reduzierte
sich die KChIP3-Modulation bei nominal Ca?*-freier Intrazelluldrlosung. Bei zusitz-
licher Coexpression von CLN3wt zeigte sich bei nominal Ca®'-frei keine Veriinderung
von Vi mit Vip =-55,9+£0,3 mV (n=15), jedoch sank der Steigungsfaktor signifikant
auf k=4,88+0,20mV (p<0,05). Bei Verwendung der Hoch-Calcium-Losung
50 uM [Ca*"]i kam es bei Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt 0 min nach Zelloffnung zu einer
Rechtsverschiebung der Kurve mit Vip=-53,1+0,6 mV (k=5,06=+0,27 mV;
p <0,05; n=38). Bei Kv4.2 + KChIP3 ohne zusitzliche CLN3wt-Coexpression war
0 min nach Zelléffnung kein Unterschied zwischen 15 nM [Ca*']i und 50 pM [Ca*'];
zu beobachten, so war bei Letztgenanntem Vi, =-50,4 £ 1,0 mV (k=4,78 £ 0,20 mV;
n=11) (Abbildung 4.19 A). Wihrend der Zeit nach Zell6ffnung zeigte sich eine
Negativverschiebung der Inaktivierungskurven sowohl mit als auch ohne zusétzliche
CLN3wt-Coexpression (Abbildung 4.19 B). In Abbildung 4.19 C ist der Zusammen-
hang zwischen der Negativverschiebung von Vi, bei 25 min und Vi, bei 0 min nach
Zelloftnung dargestellt. Es zeigte sich bei Kv4.2 + KChIP3 mit und ohne zusitzliche
Coexpression von CLN3wt ein signifikanter direkter Zusammenhang: Je negativer der
Ausgangswert unmittelbar nach Zelloffnung desto geringer die Negativverschiebung

von Vi, (pkcnes < 0,05; peinzwe < 0,05).

61



Ergebnisse
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Abbildung 4.19: CLN3wt-Effekt auf die Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen bei nominal Ca?*-freier Intrazelluldrlésung 0 min nach
Zelloffnung und bei 50 uM [Ca?*]; in Abhangigkeit von der Zeit nach Zell6ffnung

A: V12 von Kv4.2 + KChIP3 £ CLN3wt bei nominal Ca?*-frei (kariert), 15 nM [Ca2*]i (plain) und
50 uM [Ca?*]i (gestreifty O min nach Zell6ffnung (Signifikanz: * p < 0,05; *** p <0,0001). B: V12
von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt bei 50 yM [Ca2*]i 0, 6, 15, 20 und 25 min nach Zell6ffnung
(Signifikanz: * p < 0,05; *** p <0,0001). C: Korrelation der Negativverschiebung von Vi bei
50 uM [Ca?*]i 25 min nach Zelléffnung und V12 0 min nach Zelléffnung von Kv4.2 + KChIP3
(p < 0,05) und Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt (p < 0,05).

4.3.1.2.5 Spannungsabhingigkeit der Aktivierung

Die verminderte Linksverschiebung und der weniger steile Verlauf der Aktivierungs-
kurve der Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt
bei 15 nM [Ca2']; wurde bereits in Kapitel 4.3.1.1.5 dargestellt. Bei Perfusion mit

nominal Ca?'-freier Intrazellulirlsung zeigte sich die KChIP3-Modulation der
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Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung von Kv4.2-Kanélen unverindert. Es kam nur
zu einer geringen nicht signifikanten Rechtsverschiebung mit Vip =-5,67 £ 1,11 mV

(k=22,0£0,4mV;n=11) (Abbildung 4.20 A).
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Abbildung 4.20: CLN3wt-Effekt auf die Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung von
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen bei nominal Ca?-freier Intrazelluldrldsung 0 min nach
Zelloffnung und bei 50 pM [Ca?*]i in Abhdngigkeit von der Zeit nach Zell6ffnung

A: V12 von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt bei nominal Ca2*-frei (kariert), 15 nM [CaZ*]i (plain) und
50 uM [Ca?*]i (gestreifty O min nach Zell6ffnung (Signifikanz: * p < 0,05; *** p <0,0001). B: V12
von Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt bei 50 uM [Ca?*]i 0, 6, 12 und 25 min nach Zell6ffnung
(Signifikanz: * p < 0,05).

Der CLN3wt-Effekt bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt wurde bei Perfusion
mit nominal Ca*'-freier Intrazelluldrlosung reduziert und es fand sich eine Links-
verschiebung der Kurve, sodass Vi, =+3,74 £ 2,65 mV (p <0,05; n = 6) war. AuB3er-
dem verlief die Kurve steiler bei einem Steigungsfaktor von k=243+12mV
(p <0,05). Bei 50 uM [Ca*']i kam es bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt mit
Vir=-8,09+ 0,56 mV (p<0,0001; n=3) zu einer Linksverschiebung im Vergleich
zu 15 nM [Ca®]i. Die Kurve verlief zudem steiler bei einem signifikant reduzierten
Steigungsfaktor von k=23,9+ 0,6 mV (p<0,05). Bei den Kv4.2/KChIP3-Kanal-
komplexen ohne zusitzliche Coexpression von CLN3wt zeigte sich bei 50 uM [Ca*'];
keine Verdnderung mit Vi, =-10,8 £ 0,6 mV (k=21,3 £ 0,4 mV; n =4). Wihrend der
Zeit nach Zelloffnung verstérkte sich die Linksverschiebung der Aktivierungskurve bei

Kv4.2 + KChIP3 (Abbildung 4.20 B). 12 min nach Zell6ffnung war Vi signifikant
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verringert mit Vip=-174+1,1mV (k=21,4+1,4mV; p<0,05; n=4). Damit
entfernte sich die Aktivierungskurve von der Kurve der homomeren Kv4.2-Kanile.
Eine Korrelation der Verdnderung in Abhidngigkeit von den Daten bei 0 min nach
Zelloftnung, wie sie in den vorherigen Kapiteln durchgefiihrt wurde, konnte bei der
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung nicht durchgefiihrt werden, da keine Daten
verschiedener Messzeitpunkte von einer einzigen Zelle vorlagen und daher kein

Zeitverlauf einzelner Zellen ausgewertet werden konnte.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bei Perfusion des Zytoplasmas mit der
nominal Ca*'-freien Intrazellulirldsung sowohl die KChIP3-Modulation als auch der
CLN3wt-Effekt reduziert waren. Lediglich auf die Stromdichte hatte die Verwendung
von nominal Ca*'-freier Intrazellulirlosung keinen Einfluss. Bei Perfusion mit der
Hoch-Calcium-Pipettenlosung traten zwei Wirkungen auf: Zum einen gab es eine
schnelle Wirkung, welche sich unmittelbar nach Zell6ffnung zeigte und — mit
Ausnahme der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung — eine Reduzierung des
CLN3wt-Effekts bzw. eine Verstirkung der KChIP3-Modulation bewirkte. Zum
anderen fand sich eine langsame Wirkung, die im zeitlichen Verlauf innerhalb von
25 min nach Zello6ffnung auftrat und sowohl mit als auch ohne zusétzliche
Coexpression von CLN3wt eine Reduktion der KChIP3-Modulation zeigte — auch hier
mit Ausnahme der Spannungsabhingigkeit der Aktivierung, bei der die Kurve eine
weitere Linksverschiebung erfuhr. Diese Wirkung auf die Stromeigenschaften von
Kv4.2 + KChIP3 mit und ohne zusdtzliche CLN3wt-Coexpression prisentierte sich
meist umso stirker, je ausgeprigter die KChIP3-Modulation unmittelbar nach Zell-
o0ffnung war. Dies zeigte sich v. a. bei Betrachtung der einzelnen Zellen. Auffallig war

ein plotzlicher Sprung im Zeitraum von ca. 10 bis 15 min nach Zelloffnung.

4.3.2 Transiente Coexpression von KChIP3 und CLN3wt in
einer stabilen Kv4.2-HEK293-Zelllinie

Ein Nachteil der transienten Transfektion verschiedener Proteine ist, dass der Zeit-
punkt der hochsten Expression der einzelnen Proteine unklar ist. Moglicherweise
werden so physiologisch relevante Effekte {ibersehen, wenn die Proteine nicht zeit-

gleich in ausreichender Menge exprimiert werden. Deshalb wurden die Messungen mit
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einer Zelllinie wiederholt, in der Kv4.2-Kanile bereits stabil transfiziert waren. Die
Kv4.2-Kanile werden in dieser Zelllinie konstitutiv und relativ gleichméBig in der
Membran exprimiert. Die stabile Kv4.2-HEK293-Zelllinie (Kv4.2sabil) wurde zunéchst
mit 0,25 ug KChIP3-DNA und 2,5 ng CLN3wt-DNA (dieselben Mengen wie in den
Experimenten zuvor, entsprechend einem CLN3wt : KChIP3-Verhéltnis von 10: 1)
transfiziert. Um herauszufinden, ob der CLN3wt-Effekt konzentrationsabhéingig ist,
wurde auBerdem die stabile Kv4.2-HEK293-Zelllinie auch mit 0,1 ug KChIP3-DNA
und 2,0 ug CLN3wt-DNA transfiziert, was einem CLN3wt : KChIP3-Verhiltnis von
20 : 1 entspricht. Fiir die Messungen des homomeren Kv4.2-Kanals wurde nur ein
leerer Vektor in die Zellen transfiziert. Es traten bei Kv4.2qapii keine Unterschiede
zwischen den beiden Messtagen auf, daher wurden der 1. und 2. Tag nach Transfektion
bei den Daten fiir Kv4.2bii zZusammengetasst. Die Daten fiir Kv4.2tbi + KChIP3 und
fiir Kv4.25apii + KChIP3 + CLN3wt stammen vom 2. Tag nach Transfektion, da sich
hier der stirkste CLN3wt-Effekt zeigte.

4.3.2.1 Stromdichte

A CLN3wt:KChIP3=10:1 B CLN3wt:KChIP3=20:1 C Kv4.2,, + KChIP3 + CLN3wt
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Abbildung 4.21: Dosisabhéangiger CLN3wt-Effekt auf die Stromdichte von Kv4.2g¢pi/
KChIP3-Kanalkomplexen

A: Stromdichte von Kv4.2stabi + 0,25 uyg KChIP3 + 2,5 ug CLN3wt  (Signifikanz: * p < 0,05).
B: Stromdichte von Kv4.2swbi + 0,1 ug KChIP3 £ 2,0 yg CLN3wt (Signifikanz: *** p <0,0001).
C: CLN3wt-Effekt auf die Kv4.2stni/ KChIP3-Stromdichte bei CLN3wt : KChIP3 =10:1 bzw.
20 : 1 als Anteil in % in Bezug auf die KChIP3-Modulation.
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Die Stromdichte der homomeren Kv4.2-Kanéle lag in der stabilen Kv4.2-HEK?293-
Zelllinie bei 167 + 50 pA/pF (n = 6). Wie Abbildung 4.21 A zeigt, war die Stromdichte
bei Cotransfektion von 0,25 ng KChIP3-DNA auf 2760 + 461 pA/pF (p <0,05; n=15)
erhoht. Bei zusétzlicher CLN3wt-Coexpression im CLN3wt : KChIP3-Verhéltnis von
10 : 1 zeigte sich zwar eine Reduktion der Stromdichte auf 1350 = 370 pA/pF (n=7),
welche sich jedoch nicht signifikant von der Stromdichte von Kv4.2apii + KChIP3
unterschied. Im Vergleich zu den Ergebnissen mit transienter Kv4.2-Transfektion
(Kapitel 4.3.1.1.1) wird deutlich, dass CLN3wt in der stabilen Kv4.2-HEK293-
Zelllinie im CLN3wt : KChIP3-Verhéltnis von 10:1 einen deutlich schwécheren
Effekt ausiibte. Bei Cotransfektion von 0,1 ug KChIP3-DNA in der stabilen Kv4.2-
HEK293-Zelllinie war die Kv4.2-vermittelte Stromdichte auf 4760 + 63 pA/pF
(p £0,0001; n=4) erhoht (Abbildung 4.21 B). Damit war die Kv4.2uni/KChIP3-
Stromdichte 1,7 mal so hoch wie die Stromdichte bei Cotransfektion von
0,25 pg KChIP3-DNA. Bei zusitzlicher CLN3wt-Coexpression in einem 20-fachen
Uberschuss (CLN3wt : KChIP3-Verhiltnis von 20: 1) war die Kv4.2subi/KChIP3-
Stromdichte mit 323 = 68 pA/pF (p <0,0001; n = 5) reduziert. Abbildung 4.21 C zeigt,
dass bei einem 20-fachen CLN3wt-Uberschuss die Stromdichte auf 3,4% in Bezug auf
Kv4 2401 + KChIP3 ohne zusétzliche Coexpression von CLN3wt reduziert war, beim

10-fachen CLN3wt-Uberschuss lediglich auf 45,6%.

4.3.2.2 Makroskopische Inaktivierung

In der stabilen Kv4.2-HEK293-Zelllinie lagen die Zeitkonstanten bei den homomeren
Kv4.2-Kandlen bei 11=11,5+£04ms (70,3+£3,1%; n=6), 12=49,3+44ms
(23,6 £3,0%) und 13 = 1650 =330 ms (6,1 £ 1,8%). Bei Cotransfektion von 0,25 pg
KChIP3-DNA waren typischerweise die initalen Zeitkonstanten t; und 12 verlangsamt
und die dritte Zeitkonstante 13 beschleunigt mit 11 =36,2+ 4,4 ms (33,1 +2,6%;
p<0,05 n=5), 12=97,8£8,1 ms (64,5+2,6%; p<0,05) und 13 =558+ 69 ms
(2,4 £ 0,4%; p <0,05) (Abbildung 4.22 A). Zusétzliche Coexpression von CLN3wt in
10-fachem Uberschuss zu den Kv4.2s.bi/KChIP3-Kanalkomplexen zeigte keine
Verinderung der Inaktivierung. Bei 20-fachem CLN3wt-Uberschuss dagegen war eine
Verdnderung in der Inaktivierungskinetik zu beobachten. Dabei waren die

prozentualen Anteile der Zeitkonstanten t; und 1> signifikant verdndert, die
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Zeitkonstanten selbst zeigten keinen signifikanten Unterschied verglichen mit

Kv4.2stabil + KChIP3 (Abbildung 4.22 B).
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Abbildung 4.22: Dosisabhédngiger CLN3wt-Effekt auf die makroskopische Inaktivierung
von Kv4.2..,i/KChIP3-Kanalkomplexen

A: Zeitkonstanten der Inaktivierung von Kv4.2stani + 0,25 ug KChiP3 £ 2,5 ug CLN3wt. B: Zeit-
konstanten der Inaktivierung von Kv4.2swbi+ 0,1 ug KChIP3 £ 2,0 yg CLN3wt. C: CLN3wt-
Effekt auf die Zeitkonstanten der Kv4.2stabi/KChIP3-Inaktivierung bei CLN3wt : KChIP3 =10 : 1
bzw. 20 : 1 als Anteil in % in Bezug auf die KChIP3-Modulation.
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Die Daten sind in Tabelle 4.8 detailliert aufgefiihrt. Abbildung 4.22 C zeigt, dass bei
zusitzlicher Coexpression von CLN3wt in 20-fachem Uberschuss die KChIP3-

Modulation stiarker reduziert war als in 10-fachem Uberschuss.

Tabelle 4.8: Zeitkonstanten der makroskopischen Inaktivierung von Kv4.2.i/KChIP3-
Kanalkomplexen mit und ohne Coexpression von CLN3wt bei einem Verhiltnis von
CLN3wt : KChIP3=10:1 bzw. 20 : 1

Kv4.2stabii + KChIP3 +

Kv4.2stabil Kv4.2stabil + KChIP3 CLN3wt
CLN3wt
. KChIP3 10:1 20 : 1 10:1 20 : 1
115 36,2 33,2 33,3 18,8
71 (ms) £04 44 +9,0 +24 +34
- p <0,05 n. s. n. s. n.s.
70,3 33,1 30,1 41,2 60,6
%1 . 3’ 1 +2.6 +2.6 +7.8 +9,1
T p <0,0001 | p<0,0001 n.s. p <0,05
49.3 97,8 84,8 97,3 59,1
72 (ms) L44 * 8,1 +12,8 7,7 7,3
o p <0,05 n. s. n. s. n.s.
236 64,5 67,5 56,3 34,0
%2 .\ 3’ 0 +2.6 +4,0 +83 +9,1
o p <0,0001 | p<0,0001 n.s. p<0,05
1650 558 339 854 581
3 (Ms) e + 69 + 63 + 44 + 70
- p < 0,05 p <0,05 n. s. n. s.
6.1 24 2.4 25 5.4
%13 .\ 1 o +0,4 +0,8 +0,7 +0,8
o n. s. n. s. n. s. n. s.
n 6 5 4 5 5

n. s. = nicht signifikant
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4.3.2.3 Erholung von der Inaktivierung
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Abbildung 4.23: Dosisabhangiger CLN3wt-Effekt auf die Erholung von der Inaktivierung
von Kv4.2..,i/KChIP3-Kanalkomplexen

A: Recovery-Kinetik mit --- Anpassung einer einfach-exponentiellen Funktion an die Daten von
Kv4.2stabil bzw. einer doppelt-exponentiellen Funktion an die Daten von Kv4.2stai + 0,25 ug
KChIP3. = Anpassung einer doppelt-exponentiellen Funktion an die Recovery-Kinetik von
Kv4.2stabil + 0,25 ug KChIP3 + 2,5 ug CLN3wt.  B: Recovery-Zeitkonstanten von  Kv4.2stabi
1 0,25 pg KChIP3 £ 2,5 pyg CLN3wt. C: Recovery-Kinetik mit --= Anpassung einer einfach-
exponentiellen Funktion an die Daten von Kv4.2stbi £ 0,1 ug KChIP3. == Anpassung einer
doppelt-exponentiellen Funktion an die Daten von Kv4.2stabi + 0,1 ug KChIP3 + 2,0 ug
CLN3wt. D: Recovery-Zeitkonstanten  von  Kv4.2stpi £ 0,1 ug KChIP3 £ 2,0 ug CLN3wt.
E: CLN3wt-Effekt auf die Kv4.2sani/KChIP3-Recovery bei CLN3wt: KChIP3=10:1 bzw.
20 : 1 als Anteil in % in Bezug auf die KChIP3-Modulation.
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Durch Angleichen einer einfach-exponentiellen Funktion an die Erholungskinetik
erhielt man bei homomeren Kv4.2-Kanélen in der stabilen Kv4.2-HEK?293-Zelllinie
die Zeitkonstante t=298 £ 11 ms (n=4). Bei Cotransfektion von 0,25 ng KChIP3-
DNA war die Erholung von der Inaktivierung beschleunigt (Abbildung 4.23 A). Die
gewichtete Zeitkonstante war auf 1w =75,0+74ms (p<0,05; n=4) reduziert
(Abbildung 4.23 B). Dabei zeigte 1 von 4 Zellen (25%) eine doppelt-exponentielle
Recovery-Kinetik. Bei zusitzlicher CLN3wt-Coexpression in 10-fachem Uberschuss
wurde die Recovery-Kinetik von Kv4.2u.pit + KChIP3 verlangsamt. Es hatten 5 von 7
Zellen (71%) eine doppelt-exponentielle Recovery-Kinetik. Bei Betrachtung der
gewichteten Zeitkonstanten fand sich jedoch mit 1,=168 £58 ms (n=7) kein
signifikanter Effekt auf die Kv4.2ai/KChIP3-Recovery-Kinetik (Abbildung 4.23 B).
Auch bei Cotransfektion von 0,1 ng KChIP3-DNA wurde die Erholung von der
Inaktivierung der Kv4.2-Kanidle beschleunigt (Abbildung 4.23 C). Der Anteil der
Zellen mit einem doppelt-exponentiellen Verlauf lag bei 25% (1 von 4). Die
gewichtete Zeitkonstante war 1w = 63,5 + 8,3 ms (p < 0,05; n =4) (Abbildung 4.23 D).
Bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt in 20-fachem Uberschuss niherte sich die
Recovery-Kinetik derer von Kv4.2su.bi an, wie Abbildung 4.23 C zeigt. Die Hilfte der
Zellen (2 von 4) wies eine doppelt-exponentielle Erholungskinetik auf. Die gewichtete
Zeitkonstante unterschied sich mit tw =211+ 77 ms (n=4) jedoch nicht signifikant
von Kv4.2apil + KChIP3. Wie Abbildung 4.23 E zeigt, war beim CLN3wt : KChIP3—
Verhiltnis von 20:1 die gewichtete Zeitkonstante auf 55,9% in Bezug auf
Kv4.24bit + KChIP3 ohne CLN3wt reduziert, beim Verhéltnis von 10 : 1 lediglich auf
71,2%.

4.3.2.4 Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung

In der stabilen Kv4.2-HEK293-Zelllinie war Vi» der Spannungsabhingigkeit der
Inaktivierung bei Kv4.24api allein Vip =-64,6 +0,4 mV (k=6,86 + 0,45 mV; n=3).
Die Steady-State-Inaktivierungskurve war bei Cotransfektion von 0,25 pg KChIP3-
DNA nach rechts verschoben bei Vi, =-49,4+ 22 mV (k=4,84 £ 0,60 mV; p <0,05;
n=3) (Abbildung 4.24 A + B). Die zusitzliche Coexpression von 2,5 ug CLN3wt-
DNA veranderte die Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung von Kv4.2tapii/KChIP3-
Kanalkomplexen nicht: Vi, =-50,7+2,4mV (k=7,11 £ 1,20 mV; n=5).
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Abbildung 4.24: Dosisabhidngiger CLN3wt-Effekt auf die Spannungsabhingigkeit der
Inaktivierung von Kv4.2:.,i/KChIP3-Kanalkomplexen
A: Inaktivierungskurve von ==+ Kv4.2stapii £ 0,25 ug KChIP3 und ==Kv4.2stabi + 0,25 pg KChIP3
+ 2,5 ug CLN3wt. B: V12 und k der Steady-State-Inaktivierung von Kv4.2stabii + 0,25 pg KChIP3
+2,5ug CLN3wt  (Signifikanz:  * p <0,05). C: Inaktivierungskurve von === Kv4.2stapi
1+ 0,1 yg KChIP3 und = Kv4.2stapi + 0,1 ug KChIP3 + 2,0 uyg CLN3wt. D: V42 und k der
Steady-State-Inaktivierung von Kv4.2stani £ 0,1 pg KChIP3 £ 2,0 yg CLN3wt  (Signifikanz:
*p <0,05). E:CLN3wt-Effekt auf die Kv4.2sani/KChIP3-Steady-State-Inaktivierung bei
CLN3wt : KChIP3 =10 : 1 bzw. 20 : 1 als Anteil in % in Bezug auf die KChIP3-Modulation.

KChIP3-Modulation
von Vi (%)
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Bei Cotransfektion von 0,1 pg KChIP3-DNA war die Kurve ebenfalls nach rechts
verschoben, wie es in Abbildung 4.24 C zu sehen ist. Hier war Vi, =-44,9 + 1,7 mV
(k=4,3+0,1 mV; p<0,05; n=3) (Abbildung 4.24 D). Damit war die KChIP3-
Modulation im Vergleich zur Cotransfektion von 0,25 ng KChIP3-DNA trotz der
geringeren Menge an transfizierter KChIP3-DNA stdrker ausgeprigt. Bei zusitzlicher
CLN3wt-Coexpression im 20-fachen Uberschuss zeigte sich mit Vi =-58,8 £ 4,7 mV
(p <0,05; n=3) eine geringere Rechtsverschiebung der Steady-State-Inaktivierungs-
kurve (Abbildung 4.24 C + D). Die Kurve verlief zudem flacher bei einem Steigungs-
faktor von k=5,14 £ 0,28 mV (p <0,05). In Abbildung 4.24 E ist zu sehen, dass bei
einem CLN3wt : KChIP3—Verhiltnis von 20:1 der Effekt auf die Spannungs-
abhingigkeit der Inaktivierung lediglich bei 29,4% der reinen KChIP3-Modulation
(100%) lag, beim Verhéltnis von 10 : 1 jedoch bei 91,4%.

4.3.2.5 Spannungsabhingigkeit der Aktivierung

In der stabilen Kv4.2-HEK293-Zelllinie war Vi, der Spannungsabhingigkeit der
Aktivierung bei Kv4.2gapi allein Vip=+26,9+£89mV (k=38,5+1,2mV; n=2).
Wie Abbildung 4.25 A zeigt, erfuhr die Aktivierungskurve bei Cotransfektion von
0,25 ng KChIP3-DNA eine Linksverschiebung mit Vi2 =-8,4+3,0 mV (p <0,05;
n = 3). Zudem verlief die Aktivierungskurve steiler bei einem signifikant verringerten
Steigungsfaktor von k=19,5+1,7mV (p <0,0001) (Abbildung 4.25 B). Zusitzliche
CLN3wt-Coexpression in 10-fachem Uberschuss hatte auf die Kv4.2subii/KChIP3-
Aktivierungskurve mit Vip=+2,00£4,22 mV (k=222+ 1,6 mV; n=3) keinen
signifikanten Effekt. Bei Cotransfektion von 0,1 ug KChIP3-DNA zeigte sich eben-
falls eine Linksverschiebung der Aktivierungskurve auf Vip=-2,87=+1,51 mV
(p <0,05; n=3) sowie ein steilerer Kurvenverlauf mit signifikanter Reduktion des
Steigungsfaktors auf k =21,9+ 2.3 mV (p <0,05), wie Abbildung 4.25 C + D zeigen.
Bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt in 20-fachem Uberschuss zeigte sich mit
Vip=+15,8 £4,7mV (n = 3) keine signifikante Verschiebung der Kv4.2aui1i/KChIP3-
Aktivierungskurve. Jedoch verlief die Kurve flacher mit einem Steigungsfaktor von
k=28,8+4,0mV (p<0,05). Abbildung 4.25 E zeigt, dass sowohl bei einem 20-
fachen CLN3wt-Uberschuss als auch bei einem 10-fachen CLN3wt-Uberschuss die

KChIP3-Modulation in der Tendenz reduziert war (jedoch nicht signifikant).
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Abbildung 4.25: Dosisabhidngiger CLN3wt-Effekt auf die Spannungsabhiangigkeit der
Aktivierung von Kv4.2:.,i/KChIP3-Kanalkomplexen

A: Aktivierungskinetik von === Kv4.2stabil £ 0,25 pg KChIP3 und ==Kv4.2stabil + 0,25 pg KChIP3
+ 2,5 uyg CLN3wt. B: Vi und k der Spannungsabhangigkeit der Aktivierung von Kv4.2stabi
1 0,25 pg KChIP3 £ 2,5 uyg CLN3wt (Signifikanz: * p <0,05; *** p <0,0001). C: Aktivierungs-
kinetik von «+- Kv4.2stabil + 0,1 ug KChIP3 und ==Kv4 2stabil + 0,1 ug KChIP3 + 2,0 ug CLN3wt.
D: Viz und k der Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung von Kv4.2stabi = 0,1 ug KChIP3
+ 2,0 yg CLN3wt (Signifikanz: * p <0,05). E: CLN3wt-Effekt auf die Kv4.2stabi/KChIP3-
Aktivierung bei CLN3wt : KChIP3 =10 : 1 bzw. 20 : 1 als Anteil in % in Bezug auf die KChIP3-

Modulation.
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Insgesamt zeigte sich, dass die Modulation durch KChIP3 in der stabilen Kv4.2-
HEK?293-Zelllinie verglichen mit den Zellen mit transienter Kv4.2-Transfektion sehr
dhnlich, aber in der stabilen Zelllinie z. T. etwas stiarker ausgeprigt war. Der CLN3wt-
Effekt war dagegen in der stabilen Kv4.2-HEK293-Zelllinie bei einem 10-fachen
CLN3wt-Uberschuss deutlich geringer. Es zeigte sich eine Dosisabhingigkeit des
CLN3wt-Effekts. Bei Verdoppelung der CLN3wt-Dosis auf einen 20-fachen CLN3wt-
Uberschuss war eine Reduktion der KChIP3-Modulation zu beobachten, dhnlich wie

bei den Zellen mit transienter Kv4.2-Transfektion (Kapitel 4.3.1.1).

4.3.3 Effekte von CLN3-Mutanten bei transienter
Coexpression von Kv4.2 und KChIP3 in HEK293-
Zellen

Verschiedene Mutanten des CLN3-Proteins sind mit der JNCL assoziiert. Zwei davon

sind die Deletionsmutante CLN3ac und die Punktmutante CLN3r334c. Es wurde unter-

sucht, ob und gegebenenfalls auf welche Weise diese beiden Mutanten die Strom-
eigenschaften von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen beeinflussen. Dafiir wurde je eine
der Mutanten zu Kv4.2 + KChIP3 in HEK293-Zellen in den gleichen Konzentrationen
wie bei den vorangegangenen Experimenten mit CLN3wt (Kapitel 4.3.1.1) transient
coexprimiert und die relevanten Parameter gemessen. Die folgenden Daten stammen
ausschlieBlich vom 2. Tag nach Transfektion da sich hier der stirkste Effekt der

Mutanten (wie auch bei CLN3wt) zeigte. Die Ergebnisse wurden mit den bereits

ermittelten Werten aus Kapitel 4.3.1.1 verglichen (auch fiir Kv4.2 + KChIP3 wurden

im Folgenden nur Daten vom 2. Tag verwendet, welche z. T. im Kapitel 4.3.1.1 nicht

im Detail aufgefiihrt wurden).

4.3.3.1 Stromdichte

Dass zusitzliche Coexpression des CLN3-Wildtyp-Proteins die KChIP3-vermittelte
Zunahme der Kv4.2-Stromdichte reduzierte, wurde in Kapitel 4.3.1.1.1 gezeigt. In
Abbildung 4.26 A sieht man, dass auch bei zusétzlicher Coexpression von CLN3ac
oder CLN3Rr334c die Amplitude sowie die Dichte der Kv4.2/KChIP3-vermittelten
Strome reduziert wurden. Bei CLN3ac war der Effekt jedoch mit einer Stromdichte

von 737 £ 182 pA/pF (p <0,05; n=17) verglichen mit CLN3wt signifikant geringer
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ausgeprigt. Im Gegensatz zu CLN3r334c, hier unterschied sich der Effekt bei einer
Stromdichte von 398 £ 96 pA/pF (n=16) nicht signifikant vom CLN3wt-Effekt.
Abbildung 4.26 B zeigt, dass die Mutanten wie CLN3wt die KChIP3-Modulation
reduzierten, allerdings weniger stark ausgeprégt, d. h. die Stromdichte wurde nicht auf

den Wert der homomeren Kv4.2-Kanéle gesenkt.
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Abbildung 4.26: Effekt der CLN3-Mutanten auf Amplitude und Stromdichte von Kv4.2/
KChIP3-Kanalkomplexen
A: Stromdichte von Kv4.2 £ KChIP3 + CLN3wt/mutante (Signifikanz: * p < 0,05). B: Effekt von
CLN3wt, CLN3ac und CLN3Rra3sc auf die Kv4.2/KChIP3-Stromdichte als Anteil in % in Bezug
auf die KChIP3-Modulation.

4.3.3.2 Makroskopische Inaktivierung

Wie Kapitel 4.3.1.1.2 zeigt, beschleunigte die zusétzliche Coexpression von CLN3wt
die makroskopische Inaktivierung der Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe und verringerte
die Zeitkonstanten 11 und T2 signifikant. Die beiden untersuchten Mutanten hatten
einen deutlich geringeren Effekt auf die makroskopische Inaktivierung als das CLN3-
Wildtyp-Protein (Abbildung 4.27 A). Bei zusétzlicher Coexpression von CLN3ac
waren die Zeitkonstanten 11 =22,6+3,9ms (27,9+4,7%; p<0,0001; n=17),
T2 = 60,1 £ 5,7 ms (65,0 +4,0%.) und 13 =587 £ 131 ms (7,1 = 1,9%), bei zusétzlicher
Coexpression von CLN3gr334c 11=17,3+2,3 ms (28,3 £3,7%; p <0,0001; n=14),
1=624+3,6ms (60,5+4,6%) und 13=454+78ms (11,2+3,3%). Wie in

Abbildung 4.27 B dargestellt, wurde bei zusétzlicher Coexpression der Mutanten die
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KChIP3-Modulation der Zeitkonstanten 11 und 1> reduziert, jedoch nicht so stark wie

bei Coexpression des CLN3-Wildtyp-Proteins.
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Abbildung 4.27: Effekt der CLN3-Mutanten auf die makroskopische Inaktivierung von
Kv4.2/KChiP3-Kanalkomplexen

A: Zeitkonstanten der makroskopischen Inaktivierung von Kv4.2 + KChIP3 £ CLN3wt/ Mutante
(Signifikanz: *** p <0,0001). B: Effekt von CLN3wt, CLN3ac und CLN3rszsc auf die Zeit-
konstanten der Kv4.2/KChIP3-Inaktivierung als Anteil in % in Bezug auf die KChIP3-
Modulation.

4.3.3.3 Erholung von der Inaktivierung

Die Reduktion der KChIP3-Modulation auf die Erholungskinetik bei zusétzlicher
Coexpression von CLN3wt sowie das Auftreten von doppelt-exponentiellen Recovery-
Kinetiken wurden in Kapitel 4.3.1.1.3 dargestellt. Wie Abbildung 4.28 A zeigt, erfuhr
die Kv4.2/KChIP3-Recovery-Kurve bei zusétzlicher Coexpression von CLN3ac sowie
von CLN3gr334c eine geringere Rechtsverschiebung im Vergleich zur Recovery-Kurve
bei zusitzlicher Coexpression von CLN3wt. Die gewichteten Zeitkonstanten der
Erholung von der Inaktivierung der beiden Mutanten unterschieden sich signifikant
von CLN3wt (Abbildung 4.28 B). So war bei zusitzlicher Coexpression von CLN3ac
Tw = 88,5 £ 20,9 ms (p < 0,05; n = 17) und von CLN3Rr334c Tw = 100 £ 14 ms (p < 0,05;
n = 14). Wie Abbildung 4.28 C zeigt, wurde die KChIP3-Modulation der gewichteten
Recovery-Zeitkonstante durch zusitzliche Coexpression der beiden Mutanten kaum

reduziert.

76



Ergebnisse

@)

A @®Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt B
©Kv4.2 + KChIP3 + CLN3,
@Kv4.2 + KChIP3 + CLN3 s,

500 <°\ —
100 - PR 3
Kv4.2 + KChIP3 7 ~; » ] o 3
. K E400] T, =, S oo K2+
g 801 g ] = KChIP3
2 S 4 .
c 300 |
& 260- 2] s
=5 < 200 5
5 S 40- g 3 %07
o X o
£ = 100] =
w £ 204 K ] S_B 25 — l
0- S5 oMM .
O‘ T T T 1 q/ (L R & O O 0 NS -
1 10 100 1000 10000 8 éb*‘vé"gb&* < ébiéb\:;@*°
: . N O NV
Zwischenpulsintervall (ms) OV O 0(}'
W= ——
£ Kv4.2 + KChIP3 + Kv4.2 + KChIP3 +

Abbildung 4.28: Effekt der CLN3-Mutanten auf die Erholung von der Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen

A: Recovery-Kinetik mit --- Anpassung einer einfach-exponentiellen Funktion an die Daten von
Kv4.2 £ KChIP3. Die restlichen Fit-Kurven beschreiben die Recovery-Kinetik fur =—Kv4.2
+ KChIP3 + CLN3wt, Kv4.2 + KChIP3 + CLN3ac  und ==Kv4.2 + KChIP3 + CLN3Rrs34c
(doppelt-exponentielle Funktion). B: Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung von
Kv4.2 + KChIP3 £ CLN3ut/mMutante (Signifikanz: * p < 0,05). C: Effekt von CLN3wt, CLN3ac und
CLNBSrs3sc auf die gewichtete Zeitkonstante der Kv4.2/KChlIP3-Recovery als Anteil in % in
Bezug auf die KChIP3-Modulation.

Es fanden sich allerdings, wie bei zusdtzlicher Coexpression des CLN3-Wildtyp-
Proteins, auch bei den beiden untersuchten Mutanten Zellen mit einer doppelt-
exponentiellen Erholungskinetik. So zeigten 6 von 17 (35%) Zellen bei zusitzlicher
Coexpression von CLN3c eine doppelt-exponentielle Kinetik und 8 von 14 (57%)
Zellen bei zusitzlicher Coexpression von CLN3Rr334c. 1 von 17 Zellen (6%) zeigte bei
Kv4.2 + KChIP3 + CLN3ac eine langsam einfach-exponentielle Recovery-Kinetik,
welche sich von der Kinetik der homomeren Kv4.2-Kanéle nicht unterschied. In

Tabelle 4.9 sind die Daten detailliert aufgefiihrt.
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Tabelle 4.9: Zeitkonstanten (in Subgruppen) der Erholung von der Inaktivierung von
Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen mit und ohne Coexpression von CLN3wt und CLN3-
Mutanten

Kv4.2 + KChIP3 +
CLN3wt n CLN3Aac n | CLN3Rr33ac | n
einfach-
\ T 53,5 77,7
exponentiell, (ms) 54,8 1 £ 3.1 10 £8.6 6
schnell
T1 108 54 4 51,0
z, (ms) + 52 +4.4 6,4
c
o 82,9 90,0 83,2
S %t +35 il +35
Q H H 3
X 8 6 8
s T2 1410 556 572
-4 (ms) + 660 + 230 + 237
o
a ot 17,1 10,0 16,8
ot2 +35 +17 +35
einfach-
. T 342
exponentiell, (ms) + 51 6 400 1 / 0
langsam

Unterteilt in folgende Subgruppen: einfach-exponentiell mit schneller Erholungskinetik
(t <80 ms), doppelt-exponentiell und einfach-exponentiell mit langsamer Erholungskinetik
(t> 150 ms).

4.3.3.4 Spannungsabhingigkeit der Inaktivierung

Die Reduktion der KChIP3-Modulation der Kv4.2-Steady-State-Inaktivierung bei
zusdtzlicher Coexpression von CLN3wt wurde bereits in Kapitel 4.3.1.1.4 gezeigt.
Auch bei zusitzlicher Coexpression der beiden untersuchten Mutanten erfuhr die
Steady-State-Inaktivierungskurve der Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe eine geringere
Rechtsverschiebung (Abbildung 4.29 A). Bei CLN3ac war Vi =-56,3+0,9 mV
(k=494+£0,19mV; n=13) und bei CLN3gr3z4c war Vip=-550£1,6mV
(k=498 £0,22 mV; n=11), beide zeigten keinen signifikanten Unterschied im
Vergleich zu den Daten bei zusitzlicher CLN3wt-Coexpression (Abbildung 4.29 B).
Abbildung 4.29 C verdeutlicht nochmal, dass bei zusétzlicher Coexpression der beiden
untersuchten Mutanten keine wesentliche Reduktion des CLN3-Effekts auf die
KChIP3-vermittelte Modulation von Vi, der Kv4.2-Steady-State-Inaktivierung zu

beobachten war.
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Abbildung 4.29: Effekt der CLN3-Mutanten auf die Spannungsabhingigkeit der
Inaktivierung von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen

A: Inaktivierungskurve von ---Kv4.2 + KChIP3, =Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt, Kv4.2
+ KChIP3 + CLN3ac und == Kv4.2 + KChIP3 + CLN3Rr334c. B: V12 und k der Spannungs-
abhangigkeit der Inaktivierung von Kv4.2 + KChIP3 £ CLN3wt/Mutante. C: Effekt von CLN3wt,
CLN3ac und CLN3rszac auf V12 der Kv4.2/KChIP3-Steady-State-Inaktivierung als Anteil in % in
Bezug auf die KChIP3-Modulation.

4.3.3.5 Spannungsabhingigkeit der Aktivierung

Die Kv4.2/KChIP3-Aktivierungskurve erfuhr bei zusidtzlicher Coexpression des
CLN3-Wildtyp-Proteins eine geringere Linksverschiebung und einen weniger steilen
Verlauf, wie bereits in Kapitel 4.3.1.1.5 dargestellt. Bei zusdtzlicher Coexpression der
beiden untersuchten Mutanten war dieser Effekt deutlich geringer (Abbildung 4.30 A).
So zeigte sich sowohl bei CLNac mit Vin =+0,30 £ 1,99 mV (p <0,0001; n=12) als
auch bei CLNRr33sc mit Vip=42,83+2,84 mV (p <0,05; n= 14) ein signifikanter
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Unterschied zu CLN3wt (Abbildung 4.30 B). Die Aktivierungskurve bei zusétzlicher
Coexpression von CLN3c war signifikant steiler mit k = 23,7 + 0,69 mV (p <0,0001)
als die bei CLN3wt, der Steigungsfaktor von CLN3r33zs4c unterschied sich mit
k =25,8 + 1,34 mV nicht signifikant von CLN3wt. In Abbildung 4.30 C ist deutlich zu
sehen, dass die KChIP3-vermittelte Linksverschiebung der Kv4.2-Aktivierungskurve
durch beide untersuchten CLN3-Mutanten im Gegensatz zum CLN3-Wildtyp-Protein

kaum reduziert wurde.
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Abbildung 4.30: Effekt der CLN3-Mutanten auf die Spannungsabhidngigkeit der
Aktivierung von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen

A: Aktivierungskinetik von --- Kv4.2 + KChIP3, == Kv4.2 + KChIP3 + CLN3wt, Kv4.2
+ KChIP3 + CLN3ac und = Kv4.2 + KChIP3 + CLN3Rr3zsc. B: V42 und k der Spannungs-
abhangigkeit der Aktivierung von Kv4.2 £+ KChIP3 + CLN3wt/mutante (Signifikanz: * p < 0,05;
***p<0,0001). C: Effekt von CLN3wt, CLN3ac und CLN3rsssc auf V12 der Kv4.2/KChIP3-
Aktivierung als Anteil in % in Bezug auf die KChIP3-Modulation.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die CLN3-Mutanten ebenfalls einen Effekt
auf die KChIP3-Modulation der Kv4.2-Kanile hatten, welcher einem abgeschwéchten
CLN3-Wildtyp-Effekt entsprach. Neue Effekte waren nicht zu beobachten. Beim
Vergleich der beiden Mutanten miteinander zeigte sich, dass die Punktmutante

CLN3R334c meist einen stirkeren Effekt aufwies als die Deletionsmutante CLN3ac.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte herausgefunden werden, ob das lysosomale Protein
CLN3 tiber seine Interaktion mit KChIP3 die elektrophysiologischen Eigenschaften
von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen beeinflussen kann. Die beobachteten Effekte
einer CLN3-Coexpression legen nahe, dass CLN3 der KChIP3-vermittelten Modula-

tion von Kv4.2-Kanélen entgegenwirkt.

5.1 KChIP3/Calsenilin/DREAM als neuronaler
Calciumsensor

KChIP3 findet sich v. a. im ZNS und nimmt unter den KChIPs eine besondere Rolle
ein. Zwar hat diese B-Untereinheit nicht den stirksten Kv-Kanal-modulierenden Effekt
(Abbildung 5.1 A), dafiir besitzt KChIP3 noch zwei weitere Funktionen: Zum einen
kann es mit dem Ca?’-Signaling-Protein Presenilin interagieren und die proteolytische
Spaltung von Presenilin 2 beeinflussen (Abbildung 5.1 B) (Buxbaum et al. 1998). In
dieser Funktion wird es als Calsenilin bezeichnet. Aufgrund seiner proapoptotischen
Wirkung wird die chronische Steigerung des Calsenilin-Levels mit der Alzheimer-
Erkrankung in Verbindung gebracht (Lilliechook et al. 2002; Jo et al. 2004). Zum
anderen weist KChIP3 eine 99%-ige Homologie zum Protein DREAM (Downstream
Regulatory Element Antagonist Modulator) auf (Carrion et al. 1999). Es kann im Zell-
kern an DNA binden und dort als Transkriptionsrepressor wirken (Abbildung 5.1 C)
(Mellstrom und Naranjo 2001). Uber eine Calcium-abhingige Bindung an die
regulatorische Sequenz des Prodynorphin-Gens, welches das endogene Opioidpeptid
Dynorphin kodiert, spielt es eine Rolle bei der Schmerzempfindung. DREAM bindet
bei einer Calciumkonzentration von bis zu 100 nM (knapp iiber der physiologischen
Konzentration) an DNA. Bei erhohtem Calcium dissoziiert DREAM von der DNA ab,
sodass Dynorphin transkribiert wird (Cheng et al. 2002); die Halbmaximale liegt unter
1 uM freies Calcium (Burgoyne und Weiss 2001). Es gibt ferner Hinweise darauf,
dass KChIP3/Calsenilin/DREAM in der Calcium-gebundenen Form als Dimer vorliegt
und dass es an der zweiten EF-Hand Magnesium statt Calcium bindet (nicht gezeigt

in Abbildung 5.1) (Osawa et al. 2005; Lusin et al. 2008). AuBlerdem kann
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KChIP3/Calsenilin/DREAM im Zellkern auch die Transkription des CACNA1c-Gens
unterdriicken, welches die o—Untereinheit des L-Typ Calciumkanals Cavl.2 codiert.
Hier erfolgt allerdings bei erhohter zytoplasmatischer Calciumkonzentration eine
CaMKII-vermittelte Translokation von KChIP3/Calsenilin/DREAM in den Zellkern
(nicht gezeigt in Abbildung 5.1) (Ronkainen et al. 2011).

A Kv4.2-Kanal

Zellmembran

& Zellkern

DNA
CLN3 ch"

Lysosom

18109 / Y3

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der verschiedenen Funktionen von KChIP3/
Calsenilin/DREAM

A: KChIP3 bindet an Kv4.2-Kanale und beeinflusst deren Stromeigenschaften. B: Calsenilin
interagiert mit dem Ca?*-Signaling-Protein Presenilin und beeinflusst die proteolytische
Spaltung von Presenilin 2 (Buxbaum et al. 1998). C: DREAM bindet im Zellkern an die DNA
und wirkt dort als Calcium-abhangiger Transkriptionsrepressor (Carrion et al. 1999).
D: KChIP3 bindet an das lysosomale Protein CLN3, wobei die Lokalisation dieser Interaktion
unbekannt ist. In der Calcium-gebundenen Form dissoziiert es von CLN3 ab (Chang et al.
2007; Getty und Pearce 2011).

Der Einfluss von KChIP3 auf die Stromeigenschaften der Kv4.2-Kanile ist bereits gut
untersucht. So ist bekannt, dass Coexpression von KChIP3 eine Erhéhung der Kv4.2-
Kanalexpression in der Membran bewirkt, was eine Steigerung der Stromdichte zur
Folge hat. AuBerdem bewirkt KChIP3-Coexpression Verdnderungen im Schalt-
verhalten wie eine Verlangsamung der initialen Komponente der Kv4.2-Inaktivierung,
eine Beschleunigung der Erholung von der Inaktivierung, eine Rechtsverschiebung der
Inaktivierungskurve und eine Linksverschiebung der Aktivierungskurve (An et al.

2000; Bahring et al. 2001b). In den Experimenten der vorliegenden Arbeit konnten

83



Diskussion

diese Effekte bestitigt werden. Wobei zu erwéhnen ist, dass die Verschiebung der
Aktivierungskurve aufgrund der deutlichen Grofenunterschiede der Stromamplituden
moglicherweise artefaktbehaftet und daher nur eingeschriankt interpretierbar ist. Das
spiegelt sich auch in den meist sehr breiten Messstreuungen der entsprechenden Daten

wider.

Bei den KChIPs handelt es sich um Calcium-bindende Proteine aus der Familie der
NCS (Neuronalen Calciumsensoren). Anders als bei der DREAM/DNA-Interaktion ist
eine Calciumabhingigkeit des Bindungsverhaltens der KChIPs zum Kv4.2-Kanal nicht
eindeutig geklirt. Groen und Bahring beobachteten in Patch-Clamp-Experimenten am
Beispiel von Kv4.3/KChIP2-Kanalkomplexen mittels Verwendung von Mutationen
der EF-Handmotive des KChIP2, dass die Bildung dieses Komplexes nicht Calcium-
abhingig ist (Groen und Béhring 2017). Pioletti et al. dagegen stellten anhand von
Pulldown-Assays eine Calciumabhingigkeit der Bindung zwischen Kv4.3 und KChIP1
ebenfalls unter Verwendung von Mutationen der EF-Handmotive dar (Pioletti et al.
2006). Moglicherweise miissen alle drei EF-Handmotive mutiert und damit unfahig
sein Calcium zu binden, um die Calciumabhéngigkeit der Bindung zwischen Kv4-
Kanilen und KChIPs aufzuheben (Groen und Bihring 2017). Unabhédngig vom
Bindungsverhalten zwischen KChIPs und Kv4-Kanilen konnte gezeigt werden, dass
die KChIP-vermittelte Modulation der Stromeigenschaften von Kaliumkanilen durch
Mutationen in den aktiven EF-Handmotiven 2, 3 oder 4 verloren geht (An et al. 2000;
Groen und Béhring 2017). Zudem konnen Anderungen der intrazelluliren Calcium-
konzentration zu einer Konformationsinderung von KChIPs fithren (Osawa et al.
2005; Béhring 2018). In der vorliegenden Arbeit konnte bei Perfusion des Zytoplasmas
mit der nominal Ca®’-freien Intrazellulirlosung eine Reduktion der KChIP3-
Modulation beobachtet werden. Bei Erhdhung der zytoplasmatischen Calcium-
konzentration auf 50 uM dagegen zeigte sich bei Messung sofort nach Calciumgabe
eine KChIP3-Modulation, welche sich von den Ergebnissen bei einer zyto-
plasmatischen Calciumkonzentration von 15 nM nicht unterschied. Einige Minuten
nach Perfusion mit der Hoch-Calcium-Losung fanden sich Verdnderungen der
Kanaleigenschaften, die einer Reduzierung der KChIP3-Modulation entsprachen. Eine

mogliche Erkldrung fiir die Abnahme der Kv4.2/KChIP3-Stromdichten wéhrend der
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Perfusionszeit ist eine Erh6hung des Serienwiderstands im Laufe der Messungen. V. a.
grofle Stromamplituden sind sehr empfindlich vom Serienwiderstand abhéngig. Um
diese Fehlerquelle moglichst minimal zu halten, wurde eine Kompensation des
Serienwiderstands durchgefiihrt, indem eine Spannung, welche proportional zum
gerade injizierten Strom war, zur Kommandospannung hinzuaddiert wurde. So konnte
der Serienwiderstand bis zu 90% kompensiert werden. Auch zeigte sich bei den
anderen untersuchten Kanaleigenschaften (Makroskopische Aktivierung, Erholung von
der Inaktivierung, Steady-State-Inaktivierung), welche nicht vom Serienwiderstand
beeinflusst werden, eine Reduktion der KChIP3-Modulation, was konsistent zu den
Resultaten der Abnahme der Stromdichte ist. Ebenfalls passend ist, dass bei allen
untersuchten Kanaleigenschaften der zeitliche Verlauf nicht konstant war, sondern im
Zeitraum zwischen ca. 12 und 15 min die stirkste Wirkung zeigte. Das legt die
Vermutung nahe, dass ein einziger Mechanismus die Verdnderungen unabhéngig von
einer CLN3-Coexpression hervorrief. Die Abnahme der Stromdichte wahrend der
Messungen konnte auch einen sogenannten Run-down darstellen. Dabei handelt es
sich um ein Phdnomen, bei dem im zeitlichen Verlauf der Patch-Clamp-Messungen,
vermutlich durch Auswaschung der physiologischen intrazelluldren Bestandteile, die
Strome kleiner werden. Dieses Phidnomen weist Unterschiede bei den verschiedenen
Kaliumkanélen auf, resultiert jedoch immer in einer Abnahme der Stromdichte {iber
die Zeit. Calcium-abhidngige Enzyme, die durch erhohte Calciumkonzentrationen
aktiviert bzw. deaktiviert werden und den Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplex modifizieren,
konnten ebenfalls einen Einfluss haben. Bekannt ist u. a. eine Calcium-abhidngige
Bindung von KChIP3 an Calmodulin (CaM). CaM spielt eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von CaM-abhédngigen Enzymen, wie z. B. der Phosphatase Calcineurin
(Ramachandran et al. 2012). Die Verwendung des Calcineurin-Inhibitors FK506
blockiert den KChIP3-vermittelten Transport von Kv4.2 und reduziert die Kanal-
expression in der Zellmembran (Ruiz-Gomez et al. 2007). Enzyme konnten KChIP3-
abhéngig aber auch KChIP3-unabhingig direkt die Kv4.2-Kanéle beeinflussen, wobei
hierzu keine Untersuchungen gefunden werden konnten. Eine Enzym-vermittelte
Modifizierung des Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexes konnte die zeitliche Verzogerung
und den Sprung im Verlauf erkldren. Um eine ganz dhnliche Beobachtung handelt es

sich beim bereits oben erklarten Run-down der Stromdichte von Kaliumkanélen. Die
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Calcium-abhéngige Reduktion der KChIP3-Modulation konnte auch direkt vom
KChIP3 abhingig sein, da es sich bei diesen akzessorischen B-Untereinheiten um
Calciumsensoren handelt, die bekanntermaBlen eine Calcium-abhédngige Funktion
besitzen. Neben Enzymen sind auch Calciumkanéle, die die intrazelluldre Calcium-
konzentration beeinflussen, von Bedeutung. Anderson et al. beobachteten eine
Linksverschiebung der Steady-State-Inaktivierungskurve vom Isa unter Verwendung
des Calciumkanalblockers Mibefradil, welcher den Cav3-vermittelten T-Typ-Strom
blockiert. Dies zeigte sich jedoch nicht unter der Applikation des High-voltage-
activated-Calciumkanalblockers SNX-483 in Sternzellen in Rattenkleinhirnschnitten
(Anderson et al. 2010a). Daher wird vermutet, dass ein Calciumeinstrom via Cav3-
Kanile in die Zelle das Gating des A-Typ Stroms modifiziert (Bdhring 2018). Eine
Coimmunoprézipitation von Anderson et al. deutet auf einen Signaling-Komplex
aus Kv4.2, KChIP3 und Cav3 hin. Die Linksverschiebung der Steady-State-
Inaktivierungskurve des Isa durch Mibefradil lieB sich bei Coexpression von Kv4.2,
KChIP3, Cav3 und einer DPP-Untereinheit in tsA-201-Zellen reproduzieren, jedoch
nicht, wenn KChIP3 durch KChIP1, KChIP2 oder KChIP4 ersetzt wurde (Anderson et
al. 2010a; Anderson et al. 2010b). Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass durch einen
Cav3-vermittelten Calciumeinstrom das Gating von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen
beeinflusst wird (Bihring 2018). Hierzu passt auch die Beobachtung von Heath et al.,
dass die regionalen Unterschiede der Cav3-Kanalexpression direkt mit dem
Vorhandensein des Isa korreliert. Diese Unterschiede verschwanden bei Verwendung
von Calciumkanalblockern (Heath et al. 2014). Es kann zudem geschlussfolgert
werden, dass der Calciumeinstrom und damit die Bindung von Calcium an KChIP3
eine Rechtsverschiebung der Steady-State-Inaktivierungskurve bewirkt, was einer
Verstarkung der KChIP3-vermittelten Modulation von Kv4.2-Kanélen entspricht. In
der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls eine Linksverschiebung der Steady-State-
Inaktivierungskurve unter Perfusion mit nominal Ca**-freier Pipettenldsung beobachtet
werden, was die oben erwédhnte Vermutung von Anderson et al. unterstiitzt (Anderson
et al. 2010a; Anderson et al. 2010b). Ein Einfluss von Calcium direkt auf Kv4.2-
Kanile ist bisher nicht beschrieben. Wang et al. beobachteten, dass in Anwesenheit
von Arachnidonsdure die Calcium-abhingigen Effekte auf den Isa verschwanden,

sodass eine KChIP-vermittelte Calciumabhéngigkeit nahe liegt (Wang et al. 2005).
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Diese Vermutung passt zur der in der vorliegenden Arbeit beobachteten Korrelation
zwischen der initialen KChIP3-Modulation und der Ausprigung der Verdnderung im
Verlauf der Zeit bei Applikation der Hoch-Calcium-Lésung. Denn bei Betrachtung der
einzelnen Zellen war festzustellen, dass sich diese Wirkung umso stirker zeigte, je
ausgeprégter die initiale KChIP3-Modulation direkt nach Zell6ffnung war. Urséchlich
konnte eine Verdnderung der KChIP3-Modulation des Kv4.2-Kanals per se sein, d. h.
dass sich in Abhédngigkeit von der Calciumkonzentration die Wirkung des KChIP3 auf
den Kv4.2-Kanal verdndert. Bekannt ist, dass KChIP1 Calcium-abhéngig den Trans-
port von Kv4.2-Kandlen in die Plasmamembran unterstiitzt (Bdhring 2018), eine
dhnliche Funktion ist auch fiir KChIP3 denkbar und wiirde zu der in der vorliegenden
Arbeit gemessenen Erhohung der Stromdichte bei intrazelluldrer Calciumapplikation
(sowohl von 15 nM als auch 50 uM) im Vergleich zur Gabe der nominal Ca**-freien
Intrazellularlosung passen. Aber auch eine Calcium-abhingige Beeinflussung des
Bindungsverhaltens von Kv4.2 und KChIP3 konnte die Verdnderungen der KChIP3-
Modulation der Kv4.2-vermittelten Strome bei verschiedenen intrazelluldren Calcium-
konzentrationen erklaren. Wie es auch bei DREAM zu beobachten ist, konnte die
Dissoziation des KChIP3 vom Kv4.2-Kanal bei Calciumerhdhung eine Ursache sein
(Burgoyne und Weiss 2001). Zaidi et al. beobachteten, dass KChIP3 bei erhohter
zytoplasmatischer Calciumkonzentration vermehrt im Zellkern lokalisiert war. Da dies
auch fiir die EF-Hand-Mutante galt, die unfihig war Calcium zu binden, war
vermutlich nicht die direkte Bindung von Calcium, sondern ein anderer Calcium-
abhingiger Mechanismus fiir die Translokation in den Zellkern verantwortlich (Zaidi
et al. 2004). Moglicherweise sind derselbe Mechanismus und die daraus folgende
Translokation in den Zellkern fiir die Reduzierung der KChIP3-Modulation der Kv4.2-
Kanile ursédchlich. Dies wiirde auch zur zeitlichen Verzégerung und zur Zunahme der
Verdnderung wéhrend der Perfusionszeit passen. Aullerdem liefe sich damit die
beobachtete KChIP3-Abhingigkeit der Reduzierung gut erkldren: Je mehr KChIP3 an
den Kv4.2-Kanidlen gebunden vorlag, also je stirker die KChIP3-Modulation
unmittelbar nach Zell6ffnung war, umso mehr KChIP3 konnte sich vom Kv4.2-Kanal

16sen und umso groBer wiren die Verdnderungen der Stromeigenschaften.
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5.2 CLN3-Effekt auf die Stromeigenschaften von
Kv4.2-Kanilen

Zusitzliche Coexpression von CLN3 hatte unter bestimmten Bedingungen einen
Einfluss auf die Stromeigenschaften der Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe. Dabei war
die Wirkung stets dieselbe: Die Stromdichte war reduziert, die Erholung von der
Inaktivierung war verlangsamt und die Steady-State-Inaktivierungskurve zeigte eine
Linksverschiebung. Die makroskopische Inaktivierungskinetik behielt ihren dreifach-
exponentiellen Verlauf, wobei die initiale und die mittlere Zeitkonstante erniedrigt
waren. Der CLN3-Effekt auf die dritte Zeitkonstante dagegen war nicht ganz
konsistent, wobei zu beachten ist, dass es sich bei diesem Wert auch um einen relativ
ungenau zu messenden und daher fehleranfélligen Wert handelt. Insgesamt lie3en sich
all diese Effekte, mit Ausnahme der dritten Zeitkonstante der makroskopischen
Inaktivierungskinetik, durch eine Reduktion der KChIP3-Modulation der Kv4.2-
Kanile erklédren, da sich die Messwerte bei zusitzlicher Coexpression von CLN3 den
Daten von Kv4.2-Kanédlen ohne KChIP3-Coexpression anndherten und diese z. T.
sogar erreichten, jedoch nicht unter- oder iiberschritten. Bei der Erholung von der
Inaktivierung fand sich eine bemerkenswerte Beobachtung, da bei zusétzlicher CLN3-
Coexpression doppelt-exponentielle Recovery-Kinetiken auftraten. Dies legt nahe,
dass sowohl sich schnell erholende als auch sich nur langsam erholende Kanéle
gleichzeitig zu unterschiedlichen Anteilen vorlagen. Hieraus ldsst sich schlussfolgern,
dass es Kv4.2-Kanéle mit und ohne KChIP3-Modulation gab. Eine weitere mogliche
Erkliarung fiir die doppelt-exponentielle Recovery-Kinetik ist eine Erholung aus zwei
unterschiedlichen Inaktivierungszustinden der Kanidle. Z. B. weisen Kvl.5-Kanéle
grundsitzlich eine doppelt-exponentielle Recovery-Kinetik auf, da diese sowohl im
offenen als auch im geschlossenen Zustand inaktivieren konnen (Rich und Snyders
1998). Kv4-Kanile gehen vornehmlich aus dem geschlossenen Zustand in einen
inaktivierten Zustand {iber und zeigen eine einfach-exponentielle Recovery-Kinetik. In
Gegenwart eines Open-Channel-Blockers kann diese Kinetik jedoch biphasisch
erscheinen, da sich zur eigentlichen Recovery noch die Erholung von der Blockierung
gesellt (siehe z. B. Groen und Béhring 2017). Eine derartige Funktion des CLN3, etwa
vermittelt durch einen seiner Proteintermini, ist nicht sicher auszuschlieSen, aber

aufgrund der KChIP3-Abhédngigkeit des CLN3-Effekts eher unwahrscheinlich. Es ist
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eher anzunehmen, dass in Gegenwart von CLN3 unterschiedliche Kanalpopulationen

mit schneller und langsamer Recovery-Kinetik vorlagen.

In den verschiedenen Messreihen zeigte der CLN3-Effekt eine unterschiedlich starke
Auspriagung. Eine Rolle spielten dabei die Zeit nach Transfektion, die verwendete
Zelllinie sowie das Konzentrationsverhéltnis von CLN3-DNA zu KChIP3-DNA. Der
maximale CLN3-Effekt war am 2. Tag nach Transfektion zu beobachten. Am 1. und
3. Tag war der CLN3-Effekt auf alle Stromeigenschaften deutlich schwécher. Es wird
beim CLN3-Protein eine von der Zelllokalisation abhéngige Wirkung diskutiert (Getty
und Pearce 2011). Es besteht die Vermutung, dass CLN3 tiiber das ER und den Golgi-
Apparat zunidchst zur Plasmamembran der Zelle transportiert wird, bevor es schlieB3lich
ins Lysosom gelangt (Jarveld et al. 1998; Jarvela et al. 1999; Mao et al. 2003; Phillips
et al. 2005). Falls CLN3 seine Wirkung auf die Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe nur bei
Co-Lokalisation an der Zellmembran ausiibt, lieBe sich die Zunahme des CLN3-
Effekts am 2. Tag dadurch erkldren, dass die Expression des CLN3-Proteins an der
Membran am 2. Tag nach Transfektion sein Maximum erreichte. Anschliefend wurde
das CLN3 moglicherweise weiter in das Lysosom transportiert und verlor so seinen
Einfluss auf die Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe, was zu einer Reduzierung des Effekts
am 3. Messtag fithrte. Da Lysosomen innerhalb der Zelle frei beweglich sind, ist eine
Interaktion von CLN3 mit Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen, auch wenn CLN3 sich in
der lysosomalen Membran befindet, bei einer Lokalisation der Lysosomen nahe zur
Plasmamembran nicht auszuschlieBen. Bemerkenswerterweise spielte auch die
Transfektionsart des Kv4.2-Kanals eine entscheidende Rolle bei der Ausprigung des
CLN3-Effekts. Bei Verwendung der stabilen Kv4.2-HEK?293-Zelllinie war der CLN3-
Effekt im Vergleich zur transienten Kv4.2-Transfektion stark reduziert. Diese
Beobachtung ldsst die Vermutung aufkommen, dass das CLN3-Wildtyp-Protein seinen
Einfluss auf die Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe auf deren Weg von der Translation bis
zur Zellmembran ausiibte. Zwar wird auch in der stabilen Kv4.2-HEK293-Zelllinie der
Kanal stindig erneuert (sogenannter Turn-over), aber bei transienter Transfektion
werden innerhalb eines kurzen Zeitraumes groBe Mengen an Kv4.2-, KChIP3- und
CLN3-Protein parallel produziert, was die Mdglichkeit zur Interaktion auf dem Weg

vom ER zur Plasmamembran erhoht. Unabhingig von diesen Uberlegungen stellt sich
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bei der Interaktion von CLN3 mit KChIP3 die Frage, ob sich ein ternérer
Kv4.2/KChIP3/CLN3-Komplex bildet und die Stromeigenschaften durch die zusitz-
liche Bindung von CLN3 an die Kv4/KChIP3-Kanalkomplexe beeinflusst werden oder
ob eine Bindung von CLN3 und KChIP3 ohne Kv4.2 vorliegt. Durch eine kompetitive
Interaktion, bei der CLN3 und Kv4.2 um die KChIP3-Bindung konkurrieren, liee sich
die Reduktion der KChIP3-Modulation durch CLN3 am besten erklidren. Denn durch
ein ,,Abfangen* des KChIP3 kann dieses am Kv4.2-Kanal seinen Einfluss nicht mehr
ausiiben. Auflerdem ist bekannt, dass CLN3 eine wichtige Rolle beim Trafficking
spielt (Phillips et al. 2005). Moglicherweise ist CLN3 auch fiir das Trafficking des
KChIP3 verantwortlich und verhindert iiber eine verédnderte Lokalisation die Bindung
an den Kv4.2-Kanal. Zur Hypothese der kompetitiven KChIP3-Bindung durch CLN3
passt die Dosisabhingigkeit des CLN3-Effekts. Je mehr CLN3 vorhanden ist, umso
grofer ist der kompetitive Effekt und umso geringer die KChIP3-Bindung und damit
auch die KChIP3-Modulation der Kv4.2-Kandle, wie es die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigten, denn bei einem 20-fachen CLN3-Uberschuss war der
CLN3-Effekt viel stirker ausgeprigt als bei einem 10-fachen Uberschuss. Die
Ergebnisse der Messungen mit der Hoch-Calcium-Lésung dagegen passen zur
Annahme eines terndren Komplexes aus Kv4.2, KChIP3 und CLN3 mit veranderten
Stromeigenschaften. Durch die zusitzliche Bindung von CLN3 konnte die KChIP3-
Modulation reduziert werden. Chang et al. haben gezeigt, dass bei einer intrazelluldren
Calciumkonzentration von 50 uM die Bindung von CLN3 und KChIP3 signifikant
reduziert war (Chang et al. 2007). Das CLN3-Wildtyp-Protein kdnnte sich bei erhohter
Calciumkonzentration vom Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplex 16sen und die Hemmung
der KChIP3-Modulation konnte so verschwinden. In den Experimenten der
vorliegenden Arbeit liel3 sich bei Verwendung der Hoch-Calcium-Losung unmittelbar
nach Zelloffnung eine kaum verminderte KChIP3-Modulation feststellen trotz
zusitzlicher CLN3-Coexpression, welche bei physiologischer Calciumkonzentration
die KChIP3-Modulation signifikant reduzierte. CLN3 bewirkte auch ohne
Coexpression von KChIP3 einen signifikanten Effekt auf die makroskopische
Inaktivierung von Kv4.2-Kanilen, und zwar derart, dass der Effekt ebenfalls einer
Reduktion der KChIP3-Modulation entspriche. Daraus ergeben sich zwei
Moglichkeiten: Entweder war der CLN3-Effekt nicht allein KChIP3-vermittelt oder
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aber es lag in den Zellen endogenes KChIP3 vor. Letzteres ist die naheliegendere
Erklarung. Die in den Experimenten verwendeten HEK293-Zellen besitzen nicht nur
Proteine, deren DNA mittels Transfektion in die Zelle eingebracht werden, sondern
exprimieren auch endogene Proteine, sodass das Vorhandensein von endogenem

KChIP3 nicht auszuschlieBen ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden auch zwei CLN3-Mutanten untersucht. Bisher sind
57 CLN3-Mutationen bekannt, die die neuropiddiatrische Erkrankung JNCL auslosen
konnen (NCL mutation database; MRC Laboratory for Molecular Cell Biology,
University College London). Dabei unterscheiden sich die Mutanten z. T. sehr stark
voneinander. Am héufigsten ist die Deletionsmutante CLN3Ac mit einer 1,02-kb-
Deletion. Es handelt sich hierbei um ein verkiirztes Protein, dem drei Transmembran-
doménen und zwei Schleifen fehlen (sieche Abbildung 2.7 A). Dies fiihrt, wenn man
eine lysosomale Lokalisation voraussetzt, zum einen dazu, dass der C-Terminus im
Lumen liegt, zum anderen gehen die lysosomalen Sorting-Sequenzen verloren (Ezaki
et al. 2003; Phillips et al. 2005). Im Hinblick auf die Verdnderungen des C-Terminus
ist die KChIP3-Bindungsfahigkeit der CLN3-Mutanten zu diskutieren: Chang et al.
fanden heraus, dass die Bindungsstelle fiir KChIP3 im CLN3-Protein am C-Terminus
im Bereich ab der Aminosédure 314 liegt (siche Abbildung 2.6) (Chang et al. 2007).
Diese putative Bindungsdomine fehlt bei der Deletionsmutante CLN3ac vollstindig
(siehe Abbildung 2.7 A), wodurch die Interaktion mit KChIP3 eigentlich aufgehoben
sein miisste. Trotzdem zeigte die Deletionsmutante in der vorliegenden Arbeit noch
deutliche Effekte. Bei der Punktmutante CLN3gr3ssc liegt die von Chang et al.
proklamierte Bindungsstelle bis auf diese Punktmutation korrekt vor (siehe
Abbildung 2.7 B). Hierzu passt, dass der Effekt der Punktmutante zwar reduziert, aber
nicht vollstandig aufgehoben und zudem wesentlich stirker ausgeprigt war als der
Effekt der Deletionsmutante. Betrachtet man jedoch die CLN3-Membrantopologie
genauer, so féllt auf, dass der C-Terminus erst ab Aminosdure 379 im Zytosol liegt
(siehe Abbildung 2.6). Unter der Annahme, dass die KChIP3/CLN3-Interaktion bei
lysosomaler Lokalisation des CLN3 stattfindet, miisste sich die KChIP3-Bindungs-
stelle im Zytosol, also am C-Terminus ab Aminoséure 379, befinden. Damit l4ge die in

der vorliegenden Arbeit untersuchte Punktmutation R334C auflerhalb der Bindungs-
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doméne. In diesem Fall diirfte die Interaktion zwischen KChIP3 und CLN3Rr334c gar
nicht beeintrichtigt sein, was die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
bestéitigen. Fast alle der bisher bekannten CLN3-Punktmutationen, die mit JNCL
assoziiert werden, sind vor Aminosdure 379 lokalisiert. Nur eine der bisher entdeckten
Missense-Mutanten weist eine zytoplasmatische Mutation auf (NCL mutation
database; MRC Laboratory for Molecular Cell Biology, University College London).
Daraus ergibt sich die Vermutung, dass die Interaktion zwischen CLN3 und KChIP3
nicht bei einer CLN3-Lokalisation im Lysosom, sondern eher an der Plasmamembran
bzw. frei im Zytoplasma stattfindet. Eine von der Zelllokalisation abhéngige Wirkung
des CLN3-Proteins ist bei Betrachtung der Mutanten von besonderer Bedeutung. Man
nahm lange Zeit an, dass das trunkierte Protein aufgrund einer Fehlfaltung das ER
nicht verlassen kann und daher funktionslos ist (Jarveld et al. 1999). Allerdings wird
auch eine Restfunktion der Deletionsmutante diskutiert. Es gibt Untersuchungen, die
das Protein CLN3ac nicht nur im ER, sondern auch im Zytoplasma und Zellkern
nachweisen konnten (Kitzmiiller et al. 2008). Im Lysosom lieB es sich bisher jedoch
nicht nachweisen. In der vorliegenden Arbeit konnten bei zusitzlicher Coexpression
von CLN3xc signifikante Verdnderungen in der Stromdichte und der Steady-State-
Inaktivierungskurve von Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexen beobachtet werden. Bei
Betrachtung aller Stromeigenschaften zeigte sich, dass die Deletionsmutante wie das
CLN3-Wildtyp-Protein die KChIP3-Modulation reduzierte, mit maximaler Wirkung
am 2. Tag nach Transfektion, wenn auch deutlich schwicher ausgeprégt und nur in den
beiden oben genannten Eigenschaften signifikant. Dies widerspricht der Annahme,
dass die untersuchte Deletionsmutante aufgrund einer Fehlfaltung das ER nicht
verlassen kann. Neben den Deletionsmutanten kénnen auch Punktmutanten des CLN3-
Proteins zur JNCL fiihren. An reinen Missense-Mutationen sind bisher 11 ver-
schiedene Loci bekannt. Bei ndherer Betrachtung fillt auf, dass diese, bis auf eine
Ausnahme (N416G), luminal bzw. in den Transmembrandoménen gelegen sind (NCL
mutation database; MRC Laboratory for Molecular Cell Biology, University College
London). Stellvertretend fiir diese Mutanten wurde in der vorliegenden Arbeit die
Punktmutante CLN3gr334c verwendet, bei der es durch eine Missense-Mutation bei
Aminosdure 334 zum Einbau eines Cysteins anstatt eines Arginins kommt. Die

mutierte Aminosdure liegt intralysosomal in Schleife 5 (siehe Abbildung 2.7 B). Die
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mit JNCL assoziierten Punktmutanten des CLN3-Proteins sind im Gegensatz zur
Deletionsmutante unveréndert im Lysosom lokalisiert (Haskell et al. 2000; Mao et al.
2003; Phillips et al. 2005). Je nach Mutation gibt es auch atypische mildere Verlaufs-
formen von JNCL. Die Punktmutante CLN3Rr334c jedoch ruft wie die Deletionsmutante
die klassische Form der JNCL hervor (Munroe et al. 1997; Golabek et al. 2000). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch die Punktmutante CLN3Rr334c
einen Einfluss auf die Stromeigenschaften der Kv4.2/ KChIP3-Kanalkomplexe hatte.
Im Vergleich zur Deletionsmutante war der Effekt meist stirker ausgeprigt, im
Vergleich zum CLN3-Wildtyp-Protein jedoch deutlich schwicher. Auch war ein
Maximum des Effekts am 2. Tag zu beobachten. Die deutliche Reduktion des CLN3-
Effekts der Deletionsmutante konnte darauf beruhen, dass dieses Protein im ER
zuriickgehalten wird, wie Jarveld et al. vermuten (Jarveld et al. 1999). Dass dennoch
ein schwacher CLN3-Effekt beobachtet wurde, konnte dabei eine Folge der starken
Uberexpression sein, sodass doch einige Proteine das ER verlassen. Dies wiirde
bedeuten, dass nicht das fehlerhafte Protein an sich, sondern die Fehllokalisation die
Abschwichung des CLN3-Effekts verursacht. Gegen diese Hypothese sprachen jedoch
die Ergebnisse der Punktmutante, die korrekt im Lysosom lokalisiert sein soll (Haskell
et al. 2000; Mao et al. 2003; Phillips et al. 2005), aber dennoch in der vorliegenden
Arbeit einen deutlich reduzierten CLN3-Effekt aufwies. Allerdings ist der genaue
Ablauf bis zur finalen Lokalisation der Punktmutante nicht ausreichend untersucht. Es
wird diskutiert, dass das CLN3-Wildtyp-Protein liber die Zellmembran transportiert
wird (Jarveld et al. 1998; Jarveld et al. 1999; Mao et al. 2003; Phillips et al. 2005), wo
eine Interaktion mit dem Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplex stattfinden kénnte. Moglicher-
weise ist dieser Vorgang, trotz letztendlich korrekter Lokalisation im Lysosom, bei der

Punktmutante CLN3Rr334c gestort und damit auch die Interaktion mit KChIP3.

5.3 Schlussfolgerungen fiir einen moglichen
Zusammenhang mit JNCL

Bei JNCL kommt es durch CLN3-Mutationen zu den namensgebenden auto-
fluoreszierenden Ablagerungen sowie zur Beeinflussung lysosomaler Enzyme (Phillips

et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dass sowohl CLN3 als auch
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die zwei untersuchten Mutanten CLN3ac und CLN3Rr334c einen Einfluss auf die Strom-
eigenschaften der Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe hatten. Zu diskutieren ist, ob diese
Interaktion bei der Auspriagung der Krankheit eine Rolle spielt. Typische Symptome
einer JNCL sind progrediente Retinopathie, Lihmung, Epilepsie, Abbau der Kognition
(,,Demenz*), Depression und Psychose (Adams und Mink 2013). Grundsétzlich ist bei
den auf Proteiniiberexpression basierenden Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
kritisch zu hinterfragen, ob die physiologische Menge des CLN3 merklichen Einfluss
ausiiben kann. Es ist unklar, in welcher Menge CLN3 intrazellulér vorliegt. Ezaki et al.
gelang es erst nach Aufreinigung (Purification) das CLN3-Protein im Gehirn von
Maiusen durch eine Affinitdtschromatographie mit anti-mCLN3 zu detektieren (Ezaki
et al. 2003). Dies lasst vermuten, dass CLN3 physiologisch nur in sehr geringer Menge
vorliegt. In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde CLN3 in 10- bis 20-
fachem Uberschuss zu KChIP3 transfiziert. Dabei hat sich eine deutliche Dosis-
abhingigkeit des CLN3-Effekts gezeigt. Es bleibt aber unklar, ob der CLN3-Effekt nur

in vitro und oder auch in vivo existiert.

5.3.1 Pathologische Verinderungen in Assoziation mit
Kv4.2-Kanalen

Kv4.2-Kanéle im ZNS vermitteln den unterschwellig aktivierten A-Typ-Strom Isa und
kontrollieren die neuronale Erregbarkeit durch frithzeitige Hemmung einer Depolari-
sation (Serddio et al. 1994; Coetzee et al. 1999). Dem A-Typ-Strom wird eine neuro-
protektive Funktion unter ischdmischen Bedingungen zugeschrieben (Deng et al.
2011). Ein verminderter Isa ist bei Temporallappen-Epilepsie zu beobachten (Bernard
et al. 2004; D'Adamo et al. 2013). Lee et al. fanden heraus, dass auch eine gestorte
Inaktivierung der Kv4.2-Kanéle eine wichtige Rolle bei der Epileptogenese spielt (Lee
et al. 2014). Auch bei INCL kann es zu Epilepsie kommen. Meist handelt es sich dabei
um generalisierte Grandmal-Anfille, aber auch andere Epilepsieformen sind mdglich
(Augustine et al. 2015). Jedoch wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die
beiden untersuchten CLN3-Mutanten die KChIP3-Modulation weniger reduzierten als
das CLN3-Wildtyp-Protein. Daraus wiirde sich eine Erhdhung der Stromdichte des
Kv4.2-Kanals ergeben, welche normalerweise nicht mit Epilepsie in Verbindung

gebracht wird. Neben der Epilepsie spielt der Kv4.2-Kanal auch bei der Erbkrankheit
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Fragiles X-Syndrom eine Rolle. Dem Fragilen X-Syndrom liegt eine Mutation im
Fragile-X-Mental-Retardation-Protein (FMRP) zugrunde. Sie ist die hédufigste gene-
tische Ursache kognitiver Retardierung. Daneben kommt es auch zu Hyperaktivitit,
Sprachstorungen und Epilepsie. Lee et al. konnten zeigen, dass FMRP die Expression
der Kv4.2-Kanile supprimiert. Beim Fragilen X-Syndrom kommt es zu einem
Funktionsverlust des FMRP. Anhand von Knockout-Miusen konnte beobachtet
werden, dass die Kv4.2-Expression im Hippocampus in Abwesenheit von FMRP stark
erhoht war, was zu einem Defizit in der Langzeitpotenzierung fiihrte (Lee et al. 2011).
Die Langzeitpotenzierung spielt eine wichtige Rolle beim Lernprozess. Unter Einsatz
eines Kanalblockers konnte die Fiahigkeit zur Langzeitpotenzierung wiedererlangt
werden, was einen direkten Zusammenhang mit der Kv4-Kanalexpression zeigte
(Lauterborn et al. 2007). Dies steht in Analogie zu den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit: Bei den mit JNCL assoziierten Mutanten kam es zu einem Verlust bzw. zu
einer Verminderung des CLN3-Effekts, woraus eine Erhohung der Kv4.2-Expression
resultierte. Trotz einiger Unterschiede zwischen JNCL und Fragilem X-Syndrom gibt
es auch Uberschneidungen der Symptome, wie z.B. Konzentrationsstdrungen,
kognitive Retardierung und epileptische Anfille. Es konnte also ein Zusammenhang
zwischen diesen Symptomen und der erhohten Kv4.2-Expression bestehen. Im
Widerspruch dazu stehen jedoch die Untersuchungen von Gross et al., die eine
Reduzierung der Kv4.2-Kanalexpression beim Fragilen X-Syndrom beobachteten
(Gross et al. 2011). Diese Ergebnisse wiirden wiederum im Einklang mit dem bereits
erwidhnten Zusammenhang zwischen reduzierter Kv4.2-Kanalexpression und Epilepsie

stehen (D'Adamo et al. 2013).

5.3.2 Pathologien in Verbindung mit KChIP3

KChIP3 interagiert u.a. mit den beiden Proteinen Presenilin 1 und Presenilin 2.
Mutationen von Presenilin-Proteinen sind mit einer vererbbaren Form der Alzheimer-
Demenz assoziiert, der Early-onset-Alzheimer-Erkrankung (Bahring 2018). Dabei
handelt es sich um eine rasch fortschreitende, vor dem 65. Lebensjahr auftretende
Erkrankung, die in der Regel autosomal dominant vererbt wird (Birnbaum et al. 2004;
Sassi et al. 2014). JNCL-Erkrankte weisen Symptome auf, die auch typisch fiir eine

Alzheimer-Erkrankung sind, wie z. B. der Verlust des Kurzzeitgedidchtnisses und
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Schwierigkeiten im abstrakten Denken. Wéhrend in den Untersuchungen von
Birnbaum et al. die Expression von Presenilin 1 in HEK293-Zellen fiir einen erhdhten
Kaliumauswaértsstrom sorgte, zeigte eine Mutante des Presenilin 1 keinen Effekt auf
den Strom (Birnbaum et al. 2004). Inwieweit die Kv4.2/KChIP3-Kanalkomplexe nun
aber eine Rolle bei der Alzheimer-Erkrankung spielen, ist nicht geklért. Sollte ein
Zusammenhang bestehen, so geht ein reduzierter A-Typ-Strom mit der Erkrankung
einher. Hier ldsst sich keine Verbindung zum Effekt der CLN3-Mutanten finden, da
diese in den Experimenten der vorliegenden Arbeit mit einem verstiarkten Kaliumstrom
assoziiert waren. Als weitere Funktion ist bekannt, dass KChIP3 die Expression von
N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA-)Rezeptoren  herunterreguliert. = NMDA-Rezeptoren
spielen eine Rolle bei der synaptischen Ubertragung, der Plastizitit und beim
Gedichtnis. Eine Uberaktivierung dieses Rezeptors ist u. a. mit neurodegenerativen
Erkrankungen assoziiert. Beim Knockdown von DREAM mittels siRNA in hippo-
campalen Neuronen zeigten sich erhohte NMDA-vermittelte Strome und daraus
resultierend ein verstirkter Zelluntergang (Wang und Wang 2012). Uberexpression
von DREAM dagegen reduzierte diese Strome. In diesem Zusammenhang wurde auch
eine Interaktion mit PSD-95 nachgewiesen, was zur Reduzierung der Langzeit-
depression, dem Gegenteil der Langzeitpotenzierung, fithrte (Wu et al. 2010). Die erste
Manifestation von JNCL ist meist eine Retinopathie mit zunehmender Seh-
verschlechterung. KChIP3 wird mit der Retinopathie beim Diabetes mellitus in
Verbindung gebracht. Chavira-Sudrez et al. entdeckten, dass KChIP3 in der Retina von
Ratten unter hyperglykdmischen Bedingungen, wie sie beim Diabetes mellitus typisch
sind, hochreguliert wurde und den retinalen Strom der Kv4.2- und Kv4.3-Kanile
steigerte (Chavira-Suarez et al. 2011; Chavira-Suédrez et al. 2012). Auch andere
Untersuchungen zeigten eine Assoziation von retinalem A-Typ-Strom und diabetischer
Retinopathie (Pannicke et al. 2005; Pannicke et al. 2006). In den Experimenten der
vorliegenden Arbeit war bei zusétzlicher Coexpression der CLN3-Mutanten der
Kv4.2-Strom gesteigert (durch einen abgeschwéchten CLN3-Effekt und einer damit
verbundenen verstirkten KChIP3-Modulation). Sollte also ein hochregulierter K4.2-
Strom eine Retinopathie auslosen bzw. mitbedingen, so konnte die CLN3-Interaktion
mit den Kv4.2/KChIP3-Kanal-komplexen hier eine wesentliche Rolle spielen.

Vermutlich ist jedoch der Untergang von Neuronen, ganz dhnlich wie er auch beim
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Diabetes in geringerem Umfang passiert, die Ursache der Sehbeeintridchtigung. Da es
sich beim Sehnerv um eine Fortsetzung von Neuronen aus dem Gehirn und nicht um
einen peripheren Nerv handelt und das Sehvermodgen eine sensible Sinnes-
wahrnehmung ist, manifestieren sich Schiadigungen des ZNS héufig als erstes durch
eine Visuseinschrinkung. Das mit dem KChIP3 eng verwandte DREAM spielt zudem
eine Rolle bei Entziindungsreaktionen. DREAM supprimiert die Expression von
Deubiquitinase A20, welche wiederum den Entziindungsmediator NF-kB hemmt.
AulBlerdem zeigte sich bei Mutation des DREAM eine Reduzierung der Zytokine IL-2,
IL-4 und IFN-y, eine Vermehrung der B-Lymphozyten sowie eine verminderte IgG-
Produktion. Dies spielt v. a. bei Lungenentziindungen eine Rolle, sodass DREAM-
Knockout-Méuse eine verminderte Entziindungsreaktion bei Lungenentziindungen
aufwiesen (Tiruppathi et al. 2014). Bisher ist nicht bekannt, ob es sich bei der JNCL
um einen entziindlichen Prozess des ZNS handelt. Somit ist eine direkte Assoziation
zum Krankheitsbild in diesem Rahmen nicht moglich. Grundsétzlich kdnnen entziind-

liche Prozesse einen Zellabbau, wozu es bei der JNCL im ZNS kommt, unterstiitzen.

5.3.3 Besondere Rolle der Neuronen in JNCL

Bei INCL kommt es zu autofluoreszierenden Ablagerungen, die in allen Zellen des
Korpers zu finden sind (Phillips et al. 2005). Da aber nur Neurone des ZNS bei der
Erkrankung absterben, stellt sich die Frage, ob insbesondere zentrale Neuronen
besonders sensibel auf die Ceroidansammlungen reagieren oder ob die Ablagerungen
nur ein Nebenbefund sind und eine andere Ursache die Erkrankung auslost. Es
existieren widerspriichliche Untersuchungen und Befunde dariiber, ob CLN3 am
stirksten in Neuronen oder in anderen Organen exprimiert wird, was die Diskussion
eines Zusammenhangs mit dem Krankheitsverlauf, welcher ausschlieBlich zentrale
Neuronen betrifft, erschwert. Margraf et al. und Luiro et al. fanden mittels Immunoblot
bzw. Immunfirbung die groffte Expression von CLN3 in Neuronen (Margraf et al.
1999; Luiro et al. 2001). Im Widerspruch hierzu stehen die Untersuchungen von Ezaki
et al.,, welche im Gehirn von Maiusen das CLN3-Protein nicht mittels eines
gewoOhnlichen Immunoblots sondern nur nach Aufreinigung (Purification) durch eine
Affinitdtschromatographie detektieren konnten und dies auch nur in wesentlich

geringerer Menge als z. B. in der Leber (Ezaki et al. 2003). Innerhalb des ZNS selbst
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konnte das CLN3-Protein v. a. im visuellen Cortex, im limbischen System, im Klein-
hirn und generell stirker in kortikalen als in subkortikalen Bereichen nachgewiesen
werden (Margraf et al. 1999; Luiro et al. 2001; Ding et al. 2011). Dass CLN3 in diesen
Bereichen hoher exprimiert wird, passt gut zu den typischen (oben aufgefiihrten)
Symptomen der JNCL. Auch KChIP3 wird v. a. im Gehirn exprimiert (An et al. 2000).
Hierbei fillt auf, dass es genau wie das CLN3-Protein v. a. im Hippocampus, Kortex
und Kleinhirn lokalisiert ist, was fiir eine spezielle neuronale Interaktion zwischen
KChIP3 und CLN3 sprechen konnte (Park et al. 2013). Aber auch unabhingig von der
Expression wird vermutet, dass CLN3 in Neuronen eine besondere Rolle spielt, da es
in diesen Zellen eine spezielle subzelluldre Lokalisation aufweisen kann, z. B. in
Vesikeln, und aullerdem eine abweichende Molekulargrof3e besitzt (Ezaki et al. 2003;
Mao et al. 2003; Kyttdld et al. 2004). AuBBerdem beobachteten Luiro et al. mittels
Immunfarbung, dass CLN3 in Neuronen von Méusen v. a. an der Plasmamembran
lokalisiert war (Luiro et al. 2001). Wie bereits oben diskutiert, konnte die besondere
CLN3-Lokalisation eine wesentliche Rolle bei der Interaktion mit den Kv4.2/KChIP3-
Kanalkomplexen in der Zellmembran spielen. Bei vermehrter Expression in der
Plasmamembran konnte die Interaktion zwischen CLN3 und den Kanilen begiinstigt
bzw. tiberhaupt erst moglich sein und damit in den Neuronen stirker ins Gewicht
fallen als bei den restlichen Zellen, bei denen aufgrund der lysosomalen Lokalisation
die Interaktion weniger wahrscheinlich wére. In den Experimenten der vorliegenden
Arbeit wurden keine Neuronen sondern HEK293-Zellen verwendet. Auch die
Lokalisation des Kv4.2-Kanals, der in Neuronen vermehrt in distalen Dendriten
exprimiert wird, konnte eine Rolle spielen. Es konnte gezeigt werden, dass der Turn-
over des Kv4.2-Kanals in den distalen Dendriten schneller ablauft als in Somanghe
(Nestor und Hoffman 2012). Moglicherweise entspricht dies dem Turn-over der Zellen
mit transienter Kv4.2-Transfektion, in denen sich der stirkere CLN3-Effekt zeigte. Es
ist schwer abzuschitzen, in wie weit sich die CLN3-Funktion in Neuronen von der in
den HEK293-Zellen unterscheidet. Neben der Funktion des CLN3-Proteins und
seinem moglichen Effekt auf K4.2-Kandle sowie KChIP/DREAM/Calsenilin ist bei
JNCL das Absterben der Neuronen, auf das sich alle Symptome der Erkrankung
zurlickfithren lassen konnen, sicherlich der wichtigste pathophysiologische Aspekt.

Der Vorgang der Apoptose ist sehr komplex. Der Korper ,hat Interesse daran®,
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fehlerhafte Zellen absterben zu lassen. Sowohl Kv4.2-Kanile, als auch KChIP3 und
CLN3 werden mit dem Vorgang der Apoptose assoziiert. Verschiedene Unter-
suchungen konnten zeigen, dass es sowohl bei einer Alzheimer-Erkrankung als auch
unter ischdmischen Bedingungen zu einer Uberexpression von KChIP3 und damit zur
Induktion einer Apoptose kommt (Jo et al. 2001; Park et al. 2013). Da KChIP3 mit
einer Vielzahl an Proteinen interagieren kann, ist der Regulationsmechanismus der
Apoptose bisher grofitenteils ungeklart. Im Vergleich zu den anderen KChIPs (KChIP
1, 2 und 4) zeigte sich nur bei KChIP3 ein apoptotischer Effekt in HelLa-Zellen
(menschliche Zellen eines Zervixkarzinoms). Allerdings lieB sich dieser Effekt in
COS-7-Zellen (Nierenzellen von griinen Meerkatzen) und PC12-Zellen (Phdochromo-
zytomzellen von Ratten) nicht reproduzieren (Venn et al. 2008). Die proapoptotische
Wirkung hingt mit der Interaktion zwischen KChIP3 und Presenilin und der damit
verbundenen Modulation des Ca®’-Signalings zusammen. KChIP3 wird aber auch
durch Supprimierung der Transkription des apoptotischen Proteins HRK ein anti-
apoptotischer Effekt zugeschrieben (Wang und Wang 2012). In der vorliegenden
Arbeit konnte beobachtet werden, dass CLN3-Mutanten eine geringere Reduzierung
der KChIP3-Modulation von Kv4.2-Kandlen bewirkten als das CLN3-Wildtyp-
Protein. Moglicherweise liegt der Grund in einer verminderten CLN3/KChIP3-
Bindung und damit einer groBeren der Zelle zur Verfligung stehenden freien KChIP3-
Menge. Die erhohte freie KChIP3-Menge konnte wiederum in Neuronen einen apopto-
tischen Effekt haben. Auch die Kv4.2-Kanéle und ein bei ihrer erhohten Expression
verstirkter Kaliumstrom spielen eine Rolle bei der Initiierung der Apoptose (Hu et al.
2005). In den Experimenten der vorliegenden Arbeit kam es bei zusitzlicher
Coexpression der CLN3-Mutanten KChIP3-vermittelt zu einer Erh6hung des Kv4.2-
Stroms. Dies konnte iiber den erhohten Kaliumstrom zur Apoptose beitragen.
Vielleicht ist auch die Mutation des CLN3-Proteins in seiner Funktion als lysosomales
Protein Ausloser der INCL. Lysosomen sind zustindig fiir den Abbau von Stoff-
wechselendprodukten in der Zelle. Eine Storung dieses Abbauprozesses konnte zu den
Ablagerungen fiihren, wie sie bei der JNCL entstehen und aufgrund derer zum
Selbstschutz bei eingeschréinkter Zellfunktion die Apoptose ausgeldst wird. Aufgrund
der Komplexitdt der Apoptose ist es sehr schwierig, einen direkten Zusammenhang

zwischen CLN3-Mutanten und dem Absterben von Neuronen herzustellen. Generell ist
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das intrazelluldre Zusammenspiel der einzelnen Proteine ein empfindliches Konstrukt.
Dies macht es uniibersichtlich, die Interaktionen in ihren Folgen vollstindig zu iiber-

blicken.
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6 Zusammenfassung

Kv4.2-Kanile sind spannungsgesteuerte Kaliumkanéle, die sowohl schnell aktivieren
als auch schnell inaktivieren. Sie vermitteln den A-Typ-Strom (Isa) und regulieren die
dendritische Erregung im ZNS. An diesen Kanal kann sich KChIP3 als akzessorische
B-Untereinheit anlagern und dessen Stromeigenschaften beeinflussen. Aullerdem wirkt
KChIP3 durch seine Interaktion mit DNA als Transkriptionsrepressor und interagiert
mit dem Ca®*-Signaling-Protein Presenilin sowie mit dem lysosomalen Protein CLN3.
In der vorliegenden Arbeit konnte dementsprechend gezeigt werden, dass bei
Coexpression von CLN3 in HEK293-Zellen die KChIP3-Modulation auf Kv4.2-
Kanile reduziert war. Diese Wirkung war besonders stark ausgeprdgt am 2. Tag nach
Transfektion, bei Verwendung von Zellen mit transient transfiziertem Kv4.2-Kanal,
und bei einem 20-fachen CLN3-Uberschuss gegeniiber KChIP3. Bestimmte
Mutationen im CLN3-Gen konnen die neuropédiatrische Erkrankung JNCL hervor-
rufen, bei der Neuronen des ZNS absterben. In den Experimenten mit der Deletions-
mutante CLN3ac, bei welcher es sich um die haufigste INCL-ausldsende Mutante
handelt, und mit der Punktmutante CLN3Rr334c zeigte sich im Vergleich zum CLN3-
Wildtyp-Protein eine Abschwichung des CLN3-Effekts, was einer weniger ausge-
pragten Reduzierung der KChIP3-Modulation von Kv4.2-Kanélen entsprach. Die zyto-
plasmatische Calciumkonzentration hatte sowohl auf die KChIP3-Modulation als auch
den CLN3-Effekt einen Einfluss. Eine Erhohung auf 50 uM [Ca*']i zeigte zwei
Wirkungskomponenten: Erstens ein schneller, direkt nach Zelloffnung und nur bei
Coexpression von CLN3 auftretender Effekt, der sich in einer Reduzierung des CLN3-
Effekts duBerte. Zweitens ein im zeitlichen Verlauf der Messung progredienter Effekt,
der sowohl in An- als auch in Abwesenheit von CLN3 zu einer Abnahme der KChIP3-
Modulation fiihrte.
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7 Summary

Kv4.2 channels are voltage-gated potassium channels, which activate and inactivate
rapidly. They elicit the A-type current (Isa) and regulate dendritic excitation in the
central nervous system. The accessory -subunit KChIP3 can bind to this channel and
influence its current characteristics. KChIP3 can also interact with DNA to function as
a transcriptional repressor, with the Ca®" signaling protein presenilin, and with the
lysosomal protein CLN3. Accordingly, in the present study it could be shown that the
KChIP3 modulation of Kv4.2 channels was reduced when CLN3 was coexpressed in
HEK?293 cells. This effect was especially pronounced on the 2nd day after transfection,
when cells were transiently transfected with Kv4.2 and with a twenty-fold excess of
CLN3 relative to KChIP3. Certain mutations of the CLN3 gene can cause the
neuropediatric disease JNCL, which leads to neuronal cell death in the central nervous
system. In experiments with the deletion mutant CLN3ac, the most common mutant
causing JNCL, and with the point mutant CLN3Rr334c, the CLN3 effect was weaker
compared to CLN3 wild-type; i. e., the reduction of the KChIP3 modulation of Kv4.2
channels was milder. The cytoplasmic calcium concentration affected both the KChIP3
modulation of Kv4.2 channels itself, and the CLN3 effect on the KChIP3 modulation.
An increase to 50 pM [Ca®"]; had two different consequences: First, in coexpression
experiments the CLN3 effect on KChIP3 modulation was reduced rapidly and directly
after cell-opening. Second, KChIP3 modulation itself decreased progressively over

time, both with and without coexpressed CLN3.
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8 Abkiirzungsverzeichnis
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