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1 Einleitung

1.1 Mechanismen neuronaler Erregbarkeit und Plastizitat

Neuronen sind informationsverarbeitende und

-vétdmmde Einheiten in unserem

Nervensystem. Sie kommunizieren untereinander delektrochemische Signale. Eine

elektrische Erregung kann als Aktionspotential erggleitet werden und somit der

Signaliibertragung dienen (Hille, 2001). Es gibt eosthiedliche Arten von

Nervenzellen, die je nach Funktion und Lokalisatenen unterschiedlichen Aufbau

und verschiedene Eigenschaften besitzen. Gemeinstamine Aufteilung in einen

Zellkorper (Soma), einen efferenten Teil (Axon) wden afferenten Teil (Dendriten).

In dieser Arbeit wurden CA1 Pyramidenzellen untelguDiese zeichnen sich durch ihr

dreieckiges Soma (Pyramide) und durch einen grapéalen, mehrere 100 um langen

Dendriten (Bannister und Larkman, 1995) aus, dear der Spitze der ,Pyramide”

ausgeht (Spruston, 2008) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Pyramidenzelle.

CA1 Pyramidenzelle des Hippokampus, schematisoledtellt.

Am initialen, noch unmyelinisierten Segment des #sd@axon initial segment) kdnnen

Aktionspotentiale generiert und weitergeleitet
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Entstehungsorte fur ein Aktionspotential sind sefahrscheinlich (Gasparini et al.,
2004). Die Entstehung und Weiterleitung von Aktjoientialen wird durch ein
Zusammenspiel von passiven MembraneigenschaftemBvenkapazitat) und aktiven
Membraneigenschaften (lonenkanéle) beeinflusstcibwerschiedene Kanaltypen in
der Zellmembran und eine unterschiedliche Zellmolpgie konnen sich die
Aktionspotential-Typen in verschiedenen Geweberkstaiterscheiden (Baranauskas,
2007; Vetter et al., 2001). In hippokampalen CAlradpyidenzellen kdnnen
Aktionspotentiale rickwartsgerichtet (backpropagataction potential, bAP) in die
Dendriten fortgeleitet werden, wo sie modulierenaf @ie synaptische Aktivitat

einwirken kénnen (Bernard und Johnston, 2003).

Die Kommunikation zwischen den Nervenzellen erfaglgtuptsachlich Gber chemische
Synapsen. Diese bestehen aus der Prasynapse, daptisshen Spalt und der
Postsynapse. Die Prasynapse besteht aus den sghaptiEndkndpfchen, die meist die
letzte Aufzweigung des Axons darstellen. Die Powspge besteht aus den
dendritischen Spines (Dornen). Prasynapse und yPagtse werden durch den
synaptischen Spalt voneinander getrennt. In eineitatorischen glutamatergen
Synapse fuhrt eine Depolarisation der Prasynap<eattiumeinstrom und dadurch zu
einer Glutamatausschittung in den synaptischent.Sps Glutamat kann an
ionenkanalgekoppelte Glutamatrezeptoren in dersgoaptischen Membran binden,
wodurch es zu einer lonenkanal6ffnung kommt (Ahimigl 2). Es existieren drei
Hauptgruppen dieser ionotropen Glutamatrezeptoigainat-Rezeptoren, die fir
Natrium, Kalium und in geringem Umfang auch fir &amn leitfahig sind,
hauptsachlich Natrium und Kalium permeable AMPA-&#pren und nichtselektiv
kationendurchlassige NMDA-Rezeptoren, welche ndbatmium und Kalium auch fur
Calcium permeabel sind (Hille, 2001). Durch Aktivieg der AMPA-Rezeptoren
kommt es zu einem schnellen Natriumeinstrom, dee dokale Depolarisation der
Zellmembran hervorruft. Fir die Aktivierung der NMERezeptoren ist neben der
Glutamatbindung zusatzlich eine VordepolarisatienZellmembran notwendig. Neben
Kalium und Natrium kann durch diese Kanéle vor rall€alcium in die Zelle
einstromen und auf diese Weise eine Reihe vonuratgekoppelten Prozessen auslosen
(Flores-Soto et al., 2012). Durch den exzitatoesclpostsynaptischen Strom (EPSC)

kommt es zu einer Depolarisation der postsynapischelle, die als exzitatorisches



postsynaptisches Potential (EPSP) bezeichnet vidrdch rdumliche und zeitliche
Akkumulation von mehreren exzitatorischen Signdann das Schwellenpotential fur

ein Aktionspotential erreicht werden.

Vesikel mit
Glutamat

Prasynapse

postsynaptische
Postsynapse | Dichte

Abbildung 2: Glutamaterge Synapse.
Schematische Darstellung einer glutamatergen SgnafsNa" und C&" Stréme sind mit Pfeilen durch
die jeweiligen Kanale gekennzeichnet.

Die Bezeichnung Neuroplastizitit oder neuronale stRi#gt beschreibt
aktivitatsabhangige inter- und intraneuronale, Ikitmelle und funktionelle
Veranderungen. Die synaptische (extrinsische) N#astizitdt beruht auf synaptischen
Veranderungen, zum Beispiel der LangzeitpotenzgluiP) oder Langzeitdepression
(Bliss und Gardner-Medwin, 1973; Daoudal und Delean2003). Die intrinsische
Neuroplastizitat beruht auf Veranderungen innerleatier Nervenzelle, beispielsweise
der Hoch- oder Herunterregulation von lonenkan&eder auch auf Veranderungen
deren funktioneller Eigenschaften. Somit ko&nnen chkur Modulation von
postsynaptischen Glutamatrezeptoren exzitatoripolsesynaptische Potentiale (EPSPSs)
und bAPs beeinflusst werden (Beck und Yaari, 2608k und Johnston, 2005; Schulz,
2006). Da in den einzelnen neuronalen Kompartinmentsterschiedliche und
charakteristische Kombinationen von lonenkanéletreten sind (Vacher et al., 2008),
variieren die Mechanismen der intrinsischen Pla&tizwischen Axon, Soma und
Dendriten (Beck und Yaari, 2008). Wahrscheinliclstbbt eine funktionelle Synergie
zwischen synaptischer und intrinsischer Neuroaati(Daoudal und Debanne, 2003).



Es wird zusatzlich angenommen, dass intrinsischstiitat in einigen Erkrankungen
des ZNS involviert ist. Eine Fehlregulation derriméischen Erregbarkeit kann

beispielsweise epileptische Anfalle begunstigerckBend Yaari, 2008).

Es sind verschiedene Erkrankungen bekannt die awréanderungen von

lonenkanaldichte oder -funktion in Nervenzellenubem (Aronica et al., 2009; Hanna,
2006; Singh et al., 2006; Steinlein, 2004). Inshegsoe ergeben sich Hinweise auf
einen Zusammenhang mit vermindertef4kKanalfunktion und Epilepsie (Aronica et
al., 2009; Singh et al., 2006; Bernard et al., 2004

1.2 Kaliumkanale

Die ubiquitar vorkommenden Kaliumkanéle stelleneegrof3e und relevante Gruppe
unter den lonenkanalen dar. Durch alternatives c8pli und posttranslationale
Modifikation vergrofert sich die Vielfalt an Kalikanalen zuséatzlich (Coetzee et al.,
1999). lhre wichtigsten Funktionen bestehen in d&tabilisierung des
Ruhemembranpotentials und der Repolarisation naemeAktionspotential. Weiterhin
sind sie beteiligt an der Kaliumhomoostase, Sigaasiduktion, sekretorischen
Prozessen und Zellproliferation (Coetzee et al.9919Hille, 2001). Fast alle
Kaliumkanéle bestehen aus vietUntereinheiten, die ein Tetramer um eine zentrale
Pore bilden. Die assemblierendeftuntereinheiten kdnnen identisch sein, oder sich au
verschiedenen Untereinheiten derselben Unterfamiie einem Heteromer
zusammensetzen. Anhand der Membrantopologie konmexhrere Arten von
Kaliumkanale-Untereinheiten unterschieden werden (Abbildung 3ine o-
Untereinheit kann aus zwei, vier, sechs, siebem ada Transmembrandomanen (TM)
bestehen. Am einfachsten aufgebaut sind die eisvedtifizierenden-Kaliumkanéle
(Kir), welche aus nur zwei Transmembrandomanen bestéremurch eine selektive
und porenbildende Schleife verbunden sind (Hibihale 2010). Diex-Untereinheiten
der sogenannten ,Leck“-Kaliumkanale enthalten fimnsmembrandomé&nen und zwei
Porendomanen (Goldstein et al., 1998), durch itmaBeerhalten tragen sie vor allem
zur  Aufrechterhaltung des  Ruhemembranpotentials . beAus  sieben
Transmembrandomé&nen besteht der spannungs- undncaktivierte BK-Kanal (Big-
conductance-kchannel) der einen extrazellularen N-Terminus tbegBalkoff et al.,



2006). Eine weitere Gruppe Kaliumkanale bestehtaab$ Transmembrandoméanen und
zwei porenbildenden Regionen, welche bisher algslinur in Pilzen nachgewiesen
wurden (Ketchum et al.,, 1995). Die aus sechs Trandmandomé&nen bestehenden
spannungsaktivierten Kaliumkanalfamilieg k12 bilden eine grof3e Gruppe unter den

Kaliumkanalen.

2TM; 1P 4TM; 2P
6TM; 1P 8TM; 2P

WW’D@Q

Abbildung 3: Kaliumkanalfamilien.

A: Die a-Untereinheiten der einwartsrektifizierenden Kalkemale (K;) bestehend aus zwei
Transmembrandoméanen (TM) und einer Porendoman&{BR}Untereinheiten der ,Leck“-Kaliumkanale
oder Zwei-Porendoméanen-KaliumkanalegKmit zwei Porenregionen und vier Transmembrand@aman
C: Spannungsaktivierte Kaliumkanaltntereinheit mit sechs Transmembrandomanen uner ein
Porendomanedd: Kaliumkanaluntereinheit mit acht Transmembransegereund zwei Porendoméanen.

Der erste spannungsgesteuerte Kaliumkanal1l{8haker) wurde 1987 aus der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster kloniert (Kaetlal., 1987). Kurz darauf wurden
mit Ky2 (Shab), K3 (Shaw) und k4 (Shal) weitere Kanale der Shaker Familie
entdeckt. Eine K a-Untereinheit (schematisch am Beispiel vopdK in Abbildung 4
dargestellt) besteht aus jeweils einem zytoplastla¢in, aminoterminalen Ende, sechs
Transmembranhelices (S1-S6), mit einem Spannunggsenn S4, einer
Tetramerisierungsdoméne (T1) und dem zytoplasniegisccarboxyterminalen Ende.
Das S5 und das S6 Segment bilden zusammen mitatend$thleife Pore-Loop die
Porenregion und den Selektivitatsfilter und stekemit den inneren Teil des Kanals
dar (Birnbaum et al., 2004). Das S4 Segment enthite positiv geladene

Aminosauren und fungiert als Spannungssensor. Bspolrisation der Membran



wirken Krafte auf dieses Segment, die zu einer Konationsanderung des Kanals
fuhren (Bezanilla, 2002). Die etwa 130 Aminosautange T1 Domane liegt am
N-terminalen Ende einen-Untereinheit. Im Kanalmodell erscheinen die viet T
Doméanen wie eine hdngende Gondel. Sie sind eskdiitia@lie Tetramerisierung der
vier o-Untereinheiten, wobei die unterfamilienspezifischBusammenlagerung
wahrscheinlich in polaren Wechselwirkungen zwisckden Kopplungsstellen der T1
Doménen begriindet liegt (Kreusch et al., 1998) a#lish ist die T1 Domane an der
Bindung von akzessorischen Untereinheiten (Gulltisale 2000), amaxonalen
targeting(Gu et al., 2003; Rivera et al., 2005) und gating (Covarrubias et al., 2008)
des Kanals beteiligt. In -, Ky3- und K/4-Kanalen enthalt die T1 Domane eine
Zn'-bindende Struktur, nicht jedoch in deyXKFamilie (Covarrubias et al., 2008). Die
S5 und S6 Segmente formen im Tetramer zusammemrgelage Struktur eines
~=umgekehrten Tipis“ (Doyle et al., 1998). Deore-Loop die Schleife zwischen S5 und
S6, liegt an der Aul3enseite und stellt den grolBeshdes Selektivitatsfilers dar (Doyle
et al., 1998). Die Spitze des Tipis wird von deerve6 Segmenten gebildet. Durch

Konformationsanderungen an dieser Stelle kann deraKgeoffnet oder geschlossen

werden (Jiang et al., 2002).

Abbildung 4: Aufbau einer K\4.2-a-Untereinheit.

Schematischer Aufbau einer, & 2-a-Untereinheit. Der Kanal besteht aus sechs Transmadomanen
(S1-S6), die die Zellmembran durchspannen. Das @ariminale (N) sowie das carboxyterminale (C)
Ende liegen intrazellular. Die Tetramerisierungsdam(T) liegt zwischen S1 und dem aminoterminalen
Ende. Das positiv geladene S4 Segment dient alsrspgssensor. Zwischen S5 und S6 liegt die
Porenschleife.



1.3 A-Typ-Strom vermitteInde lonenkanale

Die ersten transienten A-Typ-Kaliumstrome wurde®Il®ntdeckt (Hagiwara et al.,
1961). Zehn Jahre spater bekam dieser Strom derelNgm(Connor und Stevens,
1971). Der a unterscheidet sich von anderen Kaliumstromen Mfemadadurch, dass er
sowohl schnell aktiviert als auch schnell inaktitzieA-Typ-Kaliumstrome werden
durch Kanale der 1 Unterfamilie (insbesondere/K.4), K,3.3, Ky3.4 und die Kanéle
der Ky4 Unterfamilie (K/4.1, Ky4.2 und K/4.3) vermittelt. Wahrend die erstgenannten
Kanéle vorwiegend axonal verteilt sind, sind die nKla der K4 Familie
somatodendritisch vorhanden (Coetzee et al., 133&)er wird dieser Strom auch als
somatodendritischer A-Typ-Stronhsf) bezeichnet. Die Lokalisation im Dendriten ist
von grofRRer Bedeutung, da dig,&K2-Kanale dort zu einer kontrollierten Erregbarkei
der Membran beitragen (Hoffman et al., 1997). Esredere Lesart flrdsa ist
~subthreshold activating” im Hinblick auf seine Ergschaft schon bei unterschwelligen
Potentialen zu aktivieren. Bei hippokampalen CAl uildeen liegt die
Aktivierungsschwelle fir defsa zwischen -60 mV und -70 mV (Jerng et al., 2004a).
Dort ist hauptsachlich ¥.2 der densa vermittelnde Kanal, eine Verminderung der
funktionellen K/4.2 Aktivitdt geht mit einer vermindertdga Amplitude einher (Chen
et al., 2006b; Kim und Hoffman, 2008). In Herzmuzk#en vermitteln die
Kv4-Kanale den transienten Auswartsstrorg (transient outward current), welcher
wichtig fur die frihe Phase der AktionspotentialpBlarisation in Myozyten ist
(Nerbonne und Kass, 2005). Die kinetischen Eigesiseh der A-Typ-Strome
unterscheiden sich deutlich in den verschiedenelitygen. Dies kann an einer
Zusammensetzung aus unterschiedlichen Kanalsuhtypeosphorylierung und der
Interaktion mit B-Untereinheiten liegen. Die niedrige Aktivierungsaelle und die
schnelle Aktivierungskinetik erméglichen dem,&2-Kanal dampfend auf erregende
Stimuli einzuwirken. Hierbei ist besonders die Uadaion in den Dendriten von
Bedeutung, da diese nicht nur passive, signalergpfade Eigenschaften besitzen
sondern auch aktiv Signale modifizieren und sogdrofispotentiale generieren kdnnen
(Johnston et al., 1996). Die Dichte degvariiert innerhalb der Dendriten. Sie nimmt
proportional mit der Entfernung vom Soma zu, wabdreiie Amplitude der langsam
inaktivierenden R-Strome gleich bleibt (Hoffman et al., 1997). Diesreliert mit der

Abschwachung retrograd laufender Aktionspotenti@aPs, backpropagating action



potentials). lhre Amplitude nimmt mit EntfernungmroSoma ab und verringert sich
damit umgekehrt proportional zur Stromdichtezunalui®&l spim Dendriten (Hoffman
et al., 1997) (Abbildung 5). Durch zeitliches uri@umliches Zusammentreffen eines
bAP mit einer weiteren lokalen Depolarisation, paisweise in Form eines
exzitatorischen postsynaptischen Potentials, koesv#u einer deutlichen Zunahme der
Depolarisation. Dies scheint durch eine Inaktivigrwer K/4.2-Kanale mitbedingt zu
sein (Magee und Johnston, 1997) und ist ein wiehtiglechanismus intrinsischer

Neuroplastizitat.
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Abbildung 5: Verteilung von Ky4.2 in CA1 Pyramidenzellen.

Hier ist schematisch die Verteilung voR&K2 dargestellt, wobei die Dichte der Kandle vorm&dis zu
den distalen Dendriten zunimmt. Daneben zu sehewnliés Amplitudenveranderung deés, und der
riickwartsgerichteten Aktionspotentiale (bAP) im Deaten.

In den Dendriten befindet sich der42-Kanal vorwiegend in den Spines, was seinen
Einfluss auf postsynaptische Potentiale beguingkgh et al., 2005). Die Amplitude
von exzitatorischen postsynaptischen Potential &SEs) ist bei blockierteiga groR3er,
somit kdnnen schneller Aktionspotentiale generigegrden (Hoffman et al., 1997,
Ramakers und Storm, 2002). Die frihe Inaktivierudgs Kanals erlaubt eine
Signalmodulation bei der zeitlichen Akkumulationhrerer exzitatorischer Signale: da
der Kanal beim Eintreffen des ersten Signals ingt, kann er das nachste nicht mehr
abschwachen. So kann unter physiologischen Bedgegun ein gepaartes
Aufeinandertreffen einer unterschwelligen Depokltien mit einem bAP eine
Verminderung der Depolarisationsabschwéchung vachen (Hoffman et al., 1997,
Johnston et al., 2000; Migliore et al., 1999). \&itn verlangert deksa in Neuronen



bei Depolarisation die Latenz bis zum Aktionspatdnind kann damit Einfluss auf die
Spikefrequenz nehmen (Schoppa und Westbrook, 198).einer reduzierterisa
Amplitude kann eine erniedrigte Schwelle fur Lantpenzierung (LTP) beobachtet
werden (Chen et al., 2006a; Ramakers und Storn2)200e Beeinflussung volsaund
LTP scheint wechselseitig zu sein. Es wurde eirevigksabhangige Internalisierung
der Ky4.2-Kanéle durch eine Clathrin vermittelte Endoggtmachgewiesen (Hammond
et al., 2008; Kim et al., 2007). Auch eine chemisotiuzierte LTP flhrte zu einer
Internalisierung von K4.2 und Membraninsertion von AMPA Rezeptoren (Hamdho
et al., 2008; Kim et al., 2007). Zusatzlich beoltatdn Frick et al. einen
hyperpolarisierenden Shift in d&teady-Staténaktivierungskurve des Kanals nach
LTP Induktion (Frick et al., 2004).

Die funktionelle Verteilung von ¥4.2 wird von Transkription, Translation,
posttranslationaler Modifikation und InteraktiontrfitUntereinheiten beeinflusst. Eine
Oligomerisierung der Kanale und das Binden yedntereinheiten beginnt bereits im
Endoplasmatischem Retikulum, wobei die Bindung gddntereinheiten den Transport
aus dem Endoplasmatischem Retikulum zu begunstgkaint (An et al., 2000; Ma
und Jan, 2002; Shibata et al., 2003). Der Transpaten Dendriten wird durch ein Di-
Leucin-Motiv am C-Terminus und einer C-terminalenielaktion mit Kifl7, einem
Motorprotein fir den dendritischen Transport, besit (Chu et al., 2006; Kim und
Hoffman, 2008; Kim et al., 2005, 2007; Rivera et 2D03, 2005). Deksa wird durch
Phosphorylierung von den Proteinkinasen A und C APIRKC), der Mitogen-
abhangigen-Proteinkinase (MAPK) und der Calciuma@alulin abhéngigen Kinase I
(CaMKIl) beeinflusst. Durch erhdhtes intrazellugr€alcium konnen PKA und PKC
direkt oder tiber MAPK Aktivierung zu einer Phospfierung von K/4.2 und damit zu
einer Positivverschiebung der Aktivierung fuhreer(gyy et al., 2004a; Schrader et al.,
2002). Weiterhin kann durch eine CaMKII abhéngidg@s$phorylierung eine Zunahme
deslsa bewirkt werden (Varga et al., 2004). Auch kannctiuPhosphorylierung am
C- oder N-Terminus die Verweildauer des Kanalsen Membran (CaMKIl), oder die
Aktivierungs- und Inaktivierungseigenschaften regulwerden (PKA, PKC, MAPK)
(Jerng et al., 2004a). Der synaptische Membrangid-ausbau ist von der Aktivitat der
PKA abhéangig (Hammond et al., 2008). Ein enger #Ausanhang zwischen LTP und

Kv4.2 Umverteilung von den Spines in die Dendriten rdeu nachgewiesen



(Kim et al., 2007). Die Internalisierung von,4&2-Kanalen ist von Glutamat-Rezeptor
Aktivierung abhangig, weiterhin scheint sie Clathwvermittelt und von NMDA-
Rezeptoraktivierung und Calciumeinstrom abhangign(ket al., 2007). Ein weiteres
wichtiges Protein flir den aktivitditsabhangigen Meamkinbau ist LGI1 (Smith et al.,
2012).

Auch durch Toxine kann der\M.2-Kanal beeinflusst werden: Es sind unter anderem
mit 4-Aminopyridin, Tarantula-Toxin und NS5806 velngedene Substanzen bekannt,
die mit Ky4-Kanélen interagieren und dadurch A-Typ-Stromeirfflesssen kdnnen
(Sanguinetti et al., 1997; Ebbinghaus et al., 20l8eng et al., 1996; Witzel et al.,
2012).

Der nativelsain Neuronen und défo in Myozyten unterscheiden sich deutlich von den
in Zellkulturlinien gemessenen Stromen. Dies legt &eteiligung akzessorischer
B-Untereinheiten anisa nahe. Vor allem die Inaktivierung und die Erholuran der
Inaktivierung sind langsamer als in nativen Zel{8er6dio et al., 1994, 1996). Bislang
sind zwei unterschiedliche akzessorisch@-Untereinheiten bekannt: die
Kv-Kanal-Interagierenden-Proteine ({¢hannel-interacting-proteins, KChIPs) und die
Dipeptidyl-Aminopeptidase-ahnlichen-Proteine (DPRApbildung 6). KChIPs sind
zytoplasmatische Proteine, die zur Familie der Nealen-Calcium-Sensoren (NCS)
gehoéren und dementsprechend Calcium bindende EH-Mative besitzen (An et al.,
2000). Die Genfamilie der KChIPs umfasst vier vihisdene Mitglieder (KChIP1 bis
KChIP4), welche wiederum jeweils in unterschieddichSplicevarianten existieren.
Insgesamt wurden bislang zwolf verschiedene KCh#ffianten beschrieben (Jerng et
al., 2004b). Alle Mitglieder dieser Familie kommem ZNS vor. KChIP2 wird
zusatzlich in Myozyten exprimiert, aber auch in eneth Geweben wurden KChIP
Subtypen nachgewiesen (An et al., 2000; Pruunsid TGimmusk, 2005). KChiIP1
scheint vor allem mit k4.3 in hippokampalen Interneuronen und Koérnerzetles
Cerebellums zu interagieren, wahrend KChIP2 voenallin den Dendriten von
hippokampalen und kortikalen Pyramidenzellen zusammit K,4.2 auftritt (An et al.,
2000).
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Abbildung 6: Ky4.2-a-Untereinheit mit KChIP und DPP.

An eine K/4.2 a-Untereinheit kénnen sich jeweils eine membrandspaehnende DPB-Untereinheit
zwischen das S3 und S4 Segment und ein KChIP aardamterminale Ende im Bereich der T-Doméne
anlagern. Beide wirken modulierend auf die Kanaegghaften.

AuBBer ihrer Funktion als akzessorischentereinheiten fur k4-Kanale konnen
KChIPs auch andere Funktionen innerhalb der Zddlerriehmen. So ist zum Beispiel
KChIP3 identisch mit dem schon friher beschriebe@atsenilin (Buxbaum et al.,
1998) und bis auf eine Verkirzung von 30 Aminosawa N-Terminus auch mit dem
Transkriptionsfaktor DREAM (downstream regulatoigneent antagonist modulator)
(Carrion et al.,, 1999). Auch bei anderen NCS Pnetei (zum Beispiel Frequenin,
NCS-1) kann eine Interaktion mit\K beobachtet werden, diese ist aber sehr viel
schwacher ausgepragt als bei den KChIPs (Nakanmuah, €£001; Ren et al., 2003).
KChIPs sind relativ kleine Proteine mit einer Langen 200-250 Aminosauren. lhr
C-terminaler Anteil ist hoch konserviert, sie besit dort jeweils vier EF-Hand-Motive,
wovon drei funktionell sind, also Calcium bindemkén. Der N-terminale Bereich des
Proteins ist sehr variabel. Hier sitzen wahrsci&inSequenzen, die fir den Transport
des Proteins von Bedeutung sind (An et al., 200Qataghan et al., 2003). Jeweils
vier KChIPs und vien-Untereinheiten lagern sich zu einem oktameren Kkanaplex
zusammen, wofir verschiedene Bindungsstellen wsaatlich sind. Die scheinbar
wichtigste Bindung entsteht dadurch, dass KChle aydrophobe Tasche bildet, in die
der N-Terminus dewn-Untereinheit eingebettet werden kann. Eine weit@medung
besteht zwischen dem KChIP und der T-Domane dendidrarteno-Untereinheit
(Pioletti et al., 2006; Wang et al., 2007). Eineradtgge Stabilisierung des
Kanalkomplexes durch die bindenden KChIPs tragt raaiteinlich auch zu einem
erhohten Membraneinbau des Kanals bei (Cui e2808). Die Effekte von KChIP1,
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KChIP2 und KChIP3 sind sehr ahnlich. Es kommt zuwuneei verstarkten
Oberflachenexpression vonyK und einer deutlichen Zunahme der Stromamplitude,
was durch einen verstarkten Transport zur Plasmdmaemerklart wird (An et al.,
2000; Bahring et al., 2001a). Eventuell ist dafiileedurch KChIP Bindung verstarkte,
Phosphorylierung am\&.2-C-Terminus verantwortlich (Shibata et al., 20@Qich fur
die Modulation des Kanals durch PKA scheint eine hKC Bindung notwendig
(Schrader et al.,, 2002). Zusatzlich wird auch debafiverhalten der Kanéle durch
KChIP beeinflusst. Allgemein wird die initiale Pleader Inaktivierung verlangsamt und
die Erholung von der Inaktivierung beschleunigt. it&bin vergro3ert sich das
Aktivierungsfenster, da es kaum zu einer Positistleiebung der Aktivierungskurve,
jedoch zu einer starken Verschiebung d8teady-Staténaktivierungskurve zu
positiveren Werten kommt (An et al., 2000; Bahretal., 2001a; Gebauer et al., 2004;
Jerng et al.,, 2005). KChIP4 besitzt eine Sondéusigl unter den KChIPs. Sein
N-Terminus ist stark hydrophob und ahnelt dadurstera Transmembransegment.
Diese Doméane scheint die Inaktivierung des Kanélbgvaufzuheben und wird daher
als ,Inactivation supressor bezeichnet (Holmagwstal., 2002; Jerng und Pfaffinger,
2008). Weiterhin fuhrt die Koexpression von KChiR4einer erhbhten Retention von
Kv4 im endoplasmatischen Retikulum (Shibata et &032 Weitere Untersuchungen
zeigten, dass die Koexpression von KChIP eine Utalleng von K/4.2 in die
Peripherie des Neurons begunstigt. Dies scheintdemn Beeinflussung von einen
hydrophoben Retentionssignal a4 N-Terminus durch KChIP zu liegen (Shibata
et al., 2003). In Neuronen und Myozyten ist diekinaerungskinetik dedsa deutlich
schneller als bei alleiniger @ Expression. Da KChIP zu einer weiteren
Verlangsamung fuhrt, wurde vermutet, dass eineengfit Untereinheit amsa beteiligt
ist. Es wurde nach sogenannten ,Inaktivierungsbdesaigern® gesucht, die 2003 als
DPPX identifiziert wurden (Nadal et al, 2003) undur Familie der
Dipeptidyl-Aminopeptidase-Proteine (DPP) gehorenie Sbesitzen eine hohe
Sequenzhomologie mit der Serin-Protease DPP4 (COR&dal et al., 2006).
Allerdings ist beim DPPX im katalytischen ZentrurasdSerin gegen ein Aspartat
ausgetauscht und weist keine Peptidaseaktivitatr meh(Kin et al., 2001). Die DPPs
sind integrale, die Zellmembran einmal durchspadaeMembranproteine mit einem
zytoplasmatischen N-Terminus und einem relativ gmold stark konservierten

extrazellularen C-Terminus. Es sind mehrere Spéidamten bekannt, die sich
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hauptséachlich in ihrem N-Terminus unterscheidend&Vet al., 1992). Es gibt zwei mit
Kv4 interagierende Mitglieder dieser Familie, DPPXPE®) und DPPY (DPP10), die
wiederum in verschiedenen Splicevarianten vorkomrfdsnng et al., 2004b). DPPX
scheint starker in den hauptsachlichy4k2 exprimierenden hippokampalen
Pyramidenzellen vorhanden zu sein, wahrend DPPY allem in den vorwiegend
Kv4.3 exprimierenden Purkinje-Zellen und hippokampaleterneuronen vorkommt
(Zagha et al., 2005). DPPs kdénnen den Membranentauk,4 beglnstigen und somit
zu einer bis zu zwanzigfachen Erhéhung der Strontiaudp fuhren (Nadal et al., 2003,
2006). Sowohl die Inaktivierung als auch die Erhglwon der Inaktivierung werden
durch DPPs beschleunigt. Die Aktivierungs- und $Sieady-Statéaaktivierungskurve
werden zu negativeren Potentialen verschoben, wbdudie unterschwellige
Aktivierung des Kanals ermdglicht wird. Aul3erdemrdvidie Time-to-Peakverkirzt
(Nadal et al., 2003).

Es wird angenommen, dass der neuromgle/on ternaren Kanalkomplexen aus&
KChIP und DPP vermittelt wird, da heterolog expene Komplexe dieser Art dem
nativenlsa sehr dhneln (Jerng et al., 2005; Nadal et al. 3p0/ie oben beschrieben
gibt es verschiedene Mechanismen der EinflussnaloneKChIPs und DPPs auf die
Eigenschaften deka Allerdings ist weiterhin nicht vollstandig gekiawelche Rolle
die neuronale K4.2/KChIP-Interaktion bei der funktionellen Obedténexpression,
der subzellularen Verteilung und aktivitdtsabhaagidnternalisierung, als Basis der

IsaDynamik, spielt.

1.4 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war herauszufindgmdie Interaktion von KChiP2.1
mit Ky4.2 in Neuronen Einfluss auf die funktionelle Ok#shenexpression und
somatodendritische Verteilung, sowie auf die Eigaaften dedsa hat. Hierzu wurde
mittels Patch-Clamp¥echnik derlsa in kultivierten CA1 Pyramidenzellen untersucht.
Neben den Kontrollmessungen wurden Untersuchungexearronen durchgefihrt, die
mit cDNA des hK4.2wt-Kanal beziehungsweise der KChIP bindungsdsften
hKy4.2A14K Mutante transfiziert worden waren. Teilveerfolgte die Kotransfektion
mit hKChiIP2.1. ImWhole-CellModus wurde die Amplitude delga bestimmt, um

13



Ruckschlisse auf die funktionelle Oberflachenexoesvon K/4.2 zu ziehen. Des
Weiteren wurde die Inaktivierungskinetik untersuchtisatzlich wurde die Erholung
von der Inaktivierung und die SpannungsabhangigteitSteady-Statéaaktivierung
der neuronalen Auswartsstrome bestimmt. Um einennwkis auf die
somatodendritische Oberflachenverteilung vopdR zu erhalten wurde ddga in
Nucleated-PatciMessungen mit dem dewhole-CellAbleitungen verglichen. Eine
KChIP Beteiligung an der aktivitatsabhéngigen Inédisierung von k4.2 wurde
mittels Induktion synaptischer Aktivitat durch AMPAberprift. Da KChIP ein
calciumbindendes Protein ist wurde zuséatzlich dialc@mabhangigkeit der

Kv4.2/KChIP2.1-Interaktion mit verschiedenen Intradéllosungen untersucht.
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2 Material und Methoden

Zur Untersuchung der Kaliumstrome an Neuronen wurdee Experimente mittels
Patch-Clamp¥echnik an mit Plasmid-DNA transfizierten, hippokzaten Neuronen
durchgefuhrt.

2.1 Heterologe Expression von Plasmid-DNA in kultivesrt

hippokampalen Neuronen

2.1.1 Primarkultur hippokampaler Neurone

Die kultivierten hippokampalen Neurone wurden voriciMela Schweizer und Frank
Heisler (Zentrum fur Molekulare Neurobiologie Hamdpubereitgestellt. Neugeborene
Ratten (PO) wurden durch Dekapitation getttet unel Hippokampi prapariert,
anschlieBend erfolgte die Vereinzelung der Neummeh Zugabe von Papain. Nach
Entfernen der Peptidase durch mehrere Waschsciwittden die Zellen mit einer rund
geschmolzenen Pasteurpipette trituriert. Auf Polyylsin beschichteten Deckglaschen
(12 mm) wurden die Neurone mit Plattierungsmedium 24-well-Kulturplatten
ausgesat. Nach 3 Stunden Inkubation wurde das Medegen Neurobasalmedium A
mit B27 Supplement und dem Zusatz von AraC 5 uM geimischt. Ein
Mediumwechsel fand zweimal in der Woche mit Neusatbmedium A mit B27
Supplement statt, wobei jeweils nur 2/3 des Medi@ms®tzt wurde, um die von den
Zellen abgegebenen Faktoren nicht vollstandig amagchen. Insgesamt befanden sich
die Deckglaschen in jeweils circa 2 ml Medium. Aeilahrt wurden die Neuronen bei
37°C und 5% C@ Die Zeit, in der die Zellen sich in Kultur befiew wird in DIV
(Days in Vitro) angegeben.

2.1.2 Verwendete Plasmid-DNA

Bereitstellung der in dieser Arbeit verwendeten DNgowie Herstellung von
kompetenten Bakterien, Transformation und Isolatten DNA erfolgten durch Kamila
Szlachta  (Institut  fur  Vegetative  Physiologie  und atH®physiologie,
Universitatskrankenhaus Hamburg-Eppendorf).
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Enhanced-Green-Fluorescent-Proteir(BD Biosciences, Heidelberg) (nachfolgend als
EGFP bezeichnet): Dieses Protein wurde zur Heusigllder unten aufgeflhrten
Fusionsproteine verwendet und als Transfektionskieateingesetzt.
hKy4.2wt-HA-EGFP (nachfolgend als WT bezeichnet): Ein humaner Klder
Kv4.2-o-Untereinheit mit einem Hamagglutinin-Epitop (HA)n i der ersten
extrazellularen Schleife (zwischen AS 216 und 2073llsen et al., 2005) wurde mit
einem EGFP am C-Terminus fusioniert (Abbildung 7).

hKy4.2A14K-HA-EGFP (nachfolgend als A14K bezeichnet): Dieses Konsteukhalt
zusatzlich zum HA-Epitop und EGFP eine Punktmumgtiwelche die Interaktion mit
KChIP2 verhindert (Callsen et al., 2005).

hKyv4.260@-HA-EGFP  (nachfolgend als 6@0 bezeichnet): Die letzten 30
Aminosauren des Kanals wurden durch EGFP ersetrichDdiese Mutation soll der
Kif17 vermittelte dendritische Transport verhindedrden (Chu et al., 2006).
hKChIP2.1 (nachfolgend als KChIP2 bezeichnet): Ein Klon desnanen KChiP2.1
(An et al., 2000).

Fur alle Klone wurde pcDNAS3 als Expressionsvektemvendet.

Abbildung 7: hK 4.2 mit HA-Epitop und EGFP.
Schematische Darstellung eines Klons der humanerR4.2k-Untereinheit mit  einem
Hamagglutinin-Epitop in der ersten extrazellul&Bahleife und einem EGFP am C-Terminus.

2.1.3 Transfektion primarer Neurone

In kultivierte Neurone wurde zwischen DIV 7 und DO Plasmid DNA durch
Transfektion mit Calciumphosphat eingebracht. Bdingerem Bestehen der

Neuronenkultur kam es zu vermehrt apoptotischefeZejedoch wurden die Neurone
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maoglichst lange kultiviert, damit sie so weit wiedgtich aussprossen konnten. Die
Transfektion mit Calciumphosphat stellt, gerade K@urone, ein relativ schonendes
und kostengunstiges Vorgehen dar. Bei dieser Metlhidet die zu Ubertragende DNA
mit Calciumphosphat Koprazipitate und kann somitcduEndozytose in die Zellen
aufgenommen werden. Probleme kdnnen durch den lyyidothen Abbau der DNA
und die toxische Wirkungen der Calciumphosphatipitéite auf die Zelle entstehen.
Die folgenden Maf3angaben beziehen sich auf diestektion von zwei, mit Neuronen
beschichteten Deckglaschen in jeweils etwa 1 mlilvlad Fir die Herstellung des
Transfektionsmix wurden 4 pg Plasmid DNA mitQHauf 18,75ul aufgefllt. Bei
Kotransfektion wurden jeweils gleiche Anteile Pladr®NA gemischt. AnschlieRend
wurden 6,25l einer frisch angesetzten 1 M Calciumchloridlésumigzugegeben und
durch vorsichtiges Auf- und Absaugen mit der Pgetpitze durchmischt bis keine
Schlieren mehr sichtbar waren. Danach wurde dieim@slurch Zugabe von 28 HBS
Pufferlésung (280 mM NacCl, 10 mM KCI, 1,5 mM MO, 12 mM Dextrose, 50 mM
Hepes, pH 7,06 auf das doppelte Volumen aufgefillt und mit Luden aus der
Pipette durchmischt. Nach einer Inkubationszeit vb@ bis 15 Minuten bei
Raumtemperatur wurden 25 ul des TransfektionsmibxdeuNeuronen gegeben. Dafur
wurde zunachst circa 3/4 des Mediums von den Nemr@bgenommen und bei 37°C
aufbewahrt. Nach einer Inkubationszeit von etwaMibuten bei 37°C und 5% GO
wurden die Neuronen zweimal mit Hepes gewascheheiyeweils 1/4 des Medium in
den Kulturschalen belassen wurde. Abschliel3end evdess anfanglich abgenommene
Medium wieder auf die Neuronen gegeben. Die elgkiysiologische Untersuchung
der Zellen erfolgte friihestens 18 Stunden und stEite 48 Stunden nach Transfektion.

Unter Anwendung dieses Verfahrens wurden Neurone t mi
Enhanced-Green-Fluorescent-Protein  (Kontrolle, Kalimeurone), hKChIP2.1
(KChIP2, KChIP2-Neurone), hid.2wt-HA-EGFP (WT, WT-Neurone),
hKy4.2A14K-HA-EGFP (Al4K, Al4K-Neurone), RhK.260Q-HA-EGFP
(60, 60A-Neurone), hk4.2wt-HA-EGFP  und hKChIP2.1 (WT+KChIP2,
WT+KChIP2-Neurone), hk4.2A14K-HA-EGFP und hKChIP2.1 (A14K+KChIP2,
Al14K+KChIP2-Neurone) transfiziert. Die Eigenfluoresz der Proteine war nicht stark
genug um am Messplatz zweifelsfrei erkannt zu werdeaher wurde bei allen

Experimenten EGFP kotransfiziert um Plasmid tragebellen eindeutig zu erkennen.
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2.2 Elektrophysiologische Untersuchungen

Die 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann entwiekeind mit dem Nobelpreis

ausgezeichnetePatch-ClampTechnik eignet sich gut um Leitfahigkeiten von
lonenkandlen in kleinen Zellen darzustellen. Diggéate einer gewiinschten Spannung
und das synchrone Messen des Stroms lassen Riitsselduf den lonenfluss Uber die

Zellmembran zu (Numberger und Draguhn, 1996; NehdrSakmann, 1976).

2.2.1 Prinzip der Patch-Clamp-Technik

Das Prinzip dieser Technik besteht darin, das Manymwtential mit Hilfe eines
Kompensationsstroms bei einem definierten Wert alteh. Aus der GroRRe des
notwendigen Kompensationsstromes sind unmittelbhliSse auf die Leitfahigkeit der
Zellmembran moglich. Eine Elektrode in einer, mit leirolytldsung
(Intrazellularlésung) geflllten Mikropipette aus aSl Patchpipettg stellt die
Intrazellularableitung dar. Am Messstand ist in ittetbarer rdumlicher Nahe zur
Patchpipetteder Vorverstarker angebracht. Seine Aufgabe istSgiannung konstant zu
halten und den Kompensationsstrom zu messen (Abigl@ zeigt ein vereinfachtes
Schaltbild).

Ry
MWW

P\

Upi OPA ;
/ UausStrom-
messung
l-Jsoll
. Kommando-
Pipette spannung

Abbildung 8: Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-@mp-Verstarkers.

Der Operationsverstarker (OPA) erzeugt aus dereBffz von Sollspannun@y4,) und Pipettenpotential
(Upip) einen Kompensationsstrom, der lber einen RicKkogpwiderstandF) in die Pipette fliel3t. Der
Differentialverstarker (Diff) kann aus Sollspannungd Kompensationsstrom die Ausgangsspannung
(Uau9 errechnen (modifiziert nach Numberger und Dragh®@6).
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Die wichtigsten Elemente des Vorverstarkers sindQigerationsverstarker (OPA) und
der Ruckkopplungswiderstandk). An den beiden Eingdngen des OPA werden die
PipettenspannundJéip) und die SollspannundJgo) gemessen. An seinem Ausgang
wird eine Spannung erzeugt, die proportional zu dfferenz der beiden
Eingangsspannungen jedoch stark verstarkt ist. @aEthgangswiderstand des OPA
unendlich hoch ist, fliel3t der gesamte Strom inRifette und zwar genau so lange, bis
die beiden Eingangsspannungen des OPA, E}gpund Usy exakt gleich grol3 sind.
Aus der Spannungsdifferenz vbh, und der vom OPA generierten Spannung erzeugt
der Differentialverstarker eine Ausgangsspannuug,J. Die Steuerungseinheit kann
nun aus der Ausgangsspannung und einem Rcabhangigem) Kalibrierungsfaktor
den Uber die Zellmembran flieBenden Strom berechikapazitive Eigenschaften von

R: werden durch Korrekturschaltkreise im Verstarkesgeglichen.

2.2.2 Aufbau des Messstandes

Mit der Patch-ClampTechnik kénnen sehr kleine lonenstréme (im Bereia@niger

pA) bestimmt werden. Daher ist es besonders wictiig Rauschen mit einer sehr
dichten und stabilen Bindung zwischen Zelle undeRg so gering wie moglich zu
halten. Der gesamte Messstand muss also sowolitistékdurch einen Faradaykaéfig
als auch mechanisch durch einen schwingungsgedé@mpftesstisch abgeschirmt
werden. Als Messkammern wurden 35 mm Zellkulturkaiharerwendet, die auf dem
beweglichen Objekttisches eines inversen MikroskOpsiovert, Zeiss) mit bis zu

400-facher VergroRerung und Phasenkontrastopti&rfiwwurden. EGFP exprimierende
Zellen wurden mit Hilfe einer HBO-UV-Lichtquelle uiktiert. Die Patchpipetten

wurden mit Intrazellularlésung (ic) befullt und elit am Vorverstarker befestigt, wobei
die Verbindung zum Verstarker tUber einen in dieeRe eingefihrten chlorierten
Silberdraht hergestellt wurde. Als Badelektrodentka ein Ag/AgCl-Pellet oder eine
mit Agar beflillte Glaskapillare. Die Pipettenbewegen wahrend des Experiments
wurden mit Hilfe eines elektronischen Mikromanigala durchgefuhrt, der ein exaktes
Aufsetzen der Pipette auf die zu untersuchendeeZetimdglichte. Wahrend der
Messungen erfolgten eine langsame Superfusion diéerzmit Messlosung und ein

Absaugen an der Oberflache mittels Vakuumpumpe.
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2.2.3 Messpipetten

Patchpipettenwurden mit einem horizontalen PipettenziehgeraZEPuller, Zeitz)
aus Borosilikatglaskapillaren mit Filament (Sciefreducts) gezogen und poliert. Die
Kapillaren hatten eine Lange von 80 mm, einem AdBeshmesser von 1,50 mm und
einem Innendurchmesser von 1,05 mm. Um einen h8eahwViderstand zu erreichen
wurde fir jedes Experiment eine saubere, unbenlgiette bis zu wenige Stunden
nach ihrer Herstellung verwendet. Fir dMucleated-PatctAbleitungen wurden
Pipetten eingesetzt, welche beim Eintauchen invdiesuchslésung einen Widerstand
von 3-5 M) zeigten. In allen anderen Experimenten wurden tR&pemit einem

Widerstand von 2-4 K} eingesetzt.

2.2.4 Messlésungen

Alle Intrazellularldsungen (ic) wurden mit KOH agiihen pH von 7,2 eingestellt, steril
filtriert, bei 4°C gelagert und direkt vor dem Hifien in die Patchpipettenochmals
steril filtriert. Alle Extrazellularlésungen (ec) unden steril filtriert und bei
Raumtemperatur gelagert. Dagjuid-JunctionPotential der Lésungen wurde bestimmt
und korrigiert.

icl: 140 mM K-MeSQ, 5 mM KCI, 0,5 mM CaGl 0,5 mM MgC}, 5 mM EGTA,
10 mM HEPES; direkt vor der Messung wurden 2 mM MN@gA (507,2 g/mol;

0,019/10ml) zugegeben und der pH Wert nochmal&@i Losung auf 7,2 eingestellt.

ecl: 160 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 2 mM Cagllk mM MgCh, 10 mM HEPES, 10 mM
Glucose; der pH-Wert der ec wurde mit 1 M NaOH Lagsauf 7,3 eingestellt.

ic2 (Sather et al., 1992): 98 mM KCI, 7 mM HEPESn¥M EGTA
ec2(Sather et al., 1992340 mM NaCl, 2,8 mM KCI, 1 mM Cagl10 mM Hepesder
pH-Wert der ec wurde mit 1 M NaOH LOsung auf 7 2gesstellt und die Losung steril

filtriert.

ic3: 98 mM KClI, 0,5 mM CaG| 0,5 mM MgC}, 10 mM Hepes, 5 mM EGTA
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Nucleated-Patcl=xperimente wurden mit ic2 und ec2 durchgefuhrtpdtimente zur
Bestimmung der Calciumabhangigkeit mit ic2 oder igBd ec2. Alle anderen

Experimente erfolgten mit icl und ecl.

2.2.5 Durchfiihrung der Experimente

Alle Experimente fanden bei Raumtemperatur (20-258@Gtt. Die mit Neuronen
beschichteten Deckgldschen wurden in, mit Extrakelbsung beflllten, 35 mm
Zellkulturschalen am Mikroskop befestigt. Plasmibif tragende Neurone wurden an
einer grin fluoreszierenden Farbe unter einer HBO{Uchtquelle am Messstand
erkannt. Eine frisch@atchpipettewurde luftblasenfrei mit Intrazellularlosung béful
und an der Silberchloridelektrode am Vorverstarkegebracht. Vor Beginn des
Experiments wurde dasiquid-JunctionPotential der Messlésungen ausgeglichen.
Sobald sich die Pipette in der Badlosung befanddeein Nullwert fir das Potential
festgelegt. Dies ist normalerweise der Wert an &em Strom zwischen Pipetten- und
Badelektrode flief3t. Nach der Nullpunkteinstellwagrde ein repetitiver Spannungspuls
erzeugt, der registrierte Strom wurde am Computggeastellt. Unabdingbar fir ein
gelungenesPatch-ClampExperiment ist die Bildung eines sogenanntgigaseals
durch den Leckstrome und Rauschen stark verringertten (Hamill et al., 1981).
Dieser Gigaseal ist ein im Gigaohm Bereich liegender Abdichtungssvstand
zwischen Pipettendffnung und Zellmembran. Er kommistande, indem ein
Membranstick vorsichtig an die Pipetten6ffnung aaggt wird und sich zwischen
Pipettenglas und Zellmembran ein stabiler Kontalktlebh. Durch diesenGigaseal
werden nach Anlegen einer Spannung die Leckstroahe klein gehalten und das
Rauschen wird stark reduziert. Worauf genau diestefBindung beruht, ist nicht
vollstandig geklart (Milton und Caldwell, 1990). Kussetzung fir eine@igasealist
eine unbenutzte und saubdratchpipette die moglichst genau an eine intakte Zelle
herangefahren wird. Um ein Verschmutzen der Pipetteer Badlésung zu verhindern,
wird vor dem Eintauchen ein Uberdruck angelegtiass kontinuierlich Fliissigkeit aus
der Pipette ausstromt. Sobald sich die Pipettendjnin der Nahe der ausgewahlten
Zelle befindet, wird der Uberdruck reduziert undraiu Anlegen eines moderaten
Unterdrucks die Zellmembran an die Pipette heraaggs Dass die zur Reduktion des

Uberdrucks notwendige Nahe zur Zelle erreichtkiatn zum einen im Mikroskop, zum
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anderen an einer Anderung des Stromsignals aufRiachirm erkannt werden. Im
Mikroskop sieht man eine Verformung der Zellmembrghierzu ist eine
Kontrastverstarkung des Objektivs notwendig). Gieatig wird eine Erhdhung des
Pipettenwiderstandes, die sich als Abnahme demfatmplitude darstellt, beobachtet.
Sobald sich einGigaseal gebildet hat wird der Unterdruck abgelassen. Um be
Neuronen in defVhole-CelModus zu gelangen, wurde nach Erhalt @agasealseine
Spannung von -70 mV angelegt und durch einen ezneutiesmal jedoch starkeren
Unterdruck die unter der Pipettendffnung liegenddirdembran zerstort. Auch nach
Offnung der Zellmembran und zwischen den einzelbetersuchungen wurde eine
Spannung von -70 mV vorgegeben. An dem Ubergangschen Pipette und
Zellinneren entsteht der SerienwiderstanBs).( Im Idealfall wirde Rs dem
PipettenwiderstandRgi;) entsprechen. Dies ist praktisch nicht realisigrio beim
Offnen der Zelle Membranbestandteile oder sogao#ginellen in die Pipettenoffnung
gesogen werden. AnRs kommt es zu einem Spannungsabfall und einer
Geschwindigkeitsverzégerung der Strominjektion. sDigihrt zu einer verzerrten
Wiedergabe von Leitfahigkeitsanderungen der Zelled einer Abweichung der
tatsachlichen Spannung von der Sollspannung. Dsdtkée Rs moglichst klein gehalten,
beziehungsweise kompensiert werden. Der Seriensi@®t lag in  der
Whole-CellKofiguration typischerweise zwischen 6 und 15 QM In der
Nucleated-Patchonfiguration waren die Serienwiderstande teilwailgitlich héher.
Kompensiert wurde in sehr unterschiedlichem Aus(naéist zwischen 30% und 70%),
da die Messungen haufig sehr empfindlich auf diengensation reagierten. Bei der
Ganzzellableitung an stark verzweigten Zellen wieutdnen entsteht ein weiteres
Problem: es gibt sehr viele Engpasse innerhalb Zdle, die sich wie einzelne
Serienwiderstande auswirken kénnen. Die dahintegelnden Teile werden nicht
ausreichend von der Spannungsklemme erfasst. Difs&somen ist als sogenanntes
Space-ClamyProblem bekannt. Daher ist es schwierig in solcHetien transiente
Strome mit hoher Amplitude als Ganzzellstrome zussea (Armstrong und Gilly,
1992). Schnelle (Pipttenkapazitat) und langsamdlk@eazitat) kapazitive Artefakte

wurden vom Verstarker kompensiert.

22



2.2.6 Ableitkonfigurationen

Patch-ClampExperimente  kénnen in  verschiedenen  Ableitkonfgonen
durchgefuhrt werden. In dieser Arbeit wurden Expemte in derWhole-Cell und
Nucleated-PatciKonfiguration durchgefuhrt (Abbildung 9). Gleictach Ausbildung
des Gigasealsbefindet sich die Ableitung in deCell-AttachedKonfiguration. Die
Zellmembran bleibt bei dieser Ableitmethode integkt kbnnen ausschlief3lich in der
unter der Pipettentdffnung liegenden Membran Strdgeenessen und Spannungen
vorgegeben werden. Weder das gesamte Membran@btentioch die
Zytoplasmazusammensetzung sind bekannt. DOiell-AttacheeKonfiguration ist
dariber hinaus die Ausgangsposition fir die weitd?atch-ClampKonfigurationen.
Wird die Zellmembran eréffnet, erhalt man zunéctist Whole-CelKonfiguration.
Dazu wird die unter der Pipettendffnung liegenddli@embran durch einen an der
Pipette anliegenden Unterdruck (oder einen kurzgranBungspuls) mechanisch
zerstort. Alternativ kbnnen auch durch Verwenduman vbeispielsweise Nystatin
kinstliche Poren in diesen Bereich der Zellmembearmgebaut werden. Durch die
Offnung der Zellmembran kommt es zu einem Austaugoh Zytoplasma und
Pipettenldosung. Da die Menge der Pipettenlosungdeie Zytoplasmas bei weitem
Ubersteigt, entspricht die Intrazellularflissigk@itaktisch der Pipettenldsung. Die
Whole-CeHKonfiguration erméglicht es, eine Kommandospanniinmglie ganze Zelle
vorzugeben und Strome in der gesamten Zellmemhwamessen. Es ist jedoch nicht
maoglich, die Strome einzelner Kandle zu differeremie Es werden sogenannte
makroskopische Strome gemessen, welche sich alBudeme aller Einzelkanalstrome
bilden. Einzelkanalstréme und Strome eines det@mreMembranstiicks kénnen mittels
Ouside-OutKonfiguration bestimmt werden. Indem, von der Gatableitung
ausgehend, die Pipette langsam und axial von dé Zeriickgezogen wird, 16st sich
ein Stick Membran und schliel3t sich als Vesikel dra Pipettent6ffnung. Die
Membranaul3enseite bleibt der Badlosung zugewandnhe EMischung aus
Whole-Cell- und Outside-OwuKonfiguration ist derNucleated-Patch Zunachst wird
eine Whole-CelKonfiguration hergestellt, wobei die Pipette moépgkt nahe dem
Nucleus aufgesetzt werden sollte. Nach Eréffnenzédimembran wird die Pipette mit
Anlage eines moderaten Unterdrucks langsam axidlckgezogen. Dabei sollte sich
der Zellkern an die Pipetten6ffnung legen und ineei Membranvesikel an der

Pipettenspitze haften bleiben. Somit ist dducleated-Patchetwas grof3er als der
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Outside-Out-Patch aber definierter als diéVhole-CeHAbleitung. Hilfreich beim
Erlangen dieser Konfiguration kann eine hypoosnsolRipettenlésung sein, um das
Ablésen eines grol3eren Membranvesikels zu erleich{8ather et al., 1992). Eine
weitere gangige Messmethode ist dlaside-OutKonfiguration. Hier ist die
ursprunglich intrazellulare Seite der Zellmembram Badldsung und die urspringlich
extrazellulare Seite zur Pipettenlésung hin exptnie

Cell attached

durchbrechen zurlickziehen

Membra:j/ s Pipette

S L

Whole-Cell

l

Membran
Pipette mit avziahen
/BR Unterdruck
Pipette zurtickziehen

zurtickziehen

’ ® "
Outside-Out Nucleated Patch  Inside-Out

Abbildung 9: Verschiedene Patch-Clamp Messkonfiguréonen.
Diese Abbildung zeigt schematisch verschiedene kteggjurationen derPatch-ClampTechnik und
ihre Herstellung. Modifiziert nach (Hamill et aR81).
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2.2.7 AMPA-Behandlung der Neuronenkulturen

Um synaptische Aktivitat zu induzieren, wurden Nm& unmittelbar vor der
elektrophysiologischen Untersuchung mit AMPA stiretdl AMPA bindet an die
extrasynaptischen AMPA-Rezeptoren der Neurone astddadurch eine Depolarisation
aus, wodurch die Glutamatausschittung stimulierdwBomit kommt es zu einer
erhohten Konzentration von Glutamat im synaptisci&palt, welche mit einer
vermehrten Stimulation der postsynaptischen AMPAd uNMDA-Rezeptoren
einhergeht (Kim et al., 2007). Vor der Messung veardlie Neurone einen Tag nach
Kotransfektion von WT+KChIP2 oder A14K+KChIP2 mitOQApM AMPA im
Néahrmedium bei 37°C und 5% GOm Brutschrank 12 Minuten inkubiert. Die
elektrophysiologischen Messungen erfolgten 5-60 uéin nach Abschluss der
Inkubation. Es wurden jeweils mehrere Messungeeim@m Neuron durchgefuhrt. Aus
den einzelnen Messungen wurde ein Mittelwert fig eiatsprechende Neuron gebildet,
welcher in die Gesamtauswertung einfloss. AMPA-Belhang und Messungen der

Neurone wurden von Daniel Minge durchgefihrt.

2.3 Verwendete Stimulationsprotokolle und Datenauswngytu

Fur die Programmierung der Messprotokolle wurde BBHL(HEKA Elektronic)
verwendet. Zur Auswertung der Daten dienten diegRimme PULSE FIT (HEKA
Elektronic), KaleidaGraph (Synergy Software) und c&lx 2010 (Microsoft).
Abbildungen wurden mit Hilfe von KaleidaGraph (Skagye Software), Office 2010
(Microsoft) und CoreIDRAW (Corel Corporation) efite

2.3.1 Auswertung der einzelnen Experimente

Kaliumstromkomponenten

Um sowohl denlsa als auch die langsam inaktivierenden Kaliumstro(hg zu
aktivieren, erfolgte nach einem 200 ms langen Vigrpbei -110 mV ein
Spannungssprung auf +40 mV. Durch einen 200 mslangprpuls bei -30 mV wurde
der Isa inaktiviert und durch einen anschlielienden Spagseprung auf +40 mV nur
derlk aktiviert. Derlspawurde durch Subtraktion dgsvom Gesamtstrom ermittelt.
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Inaktivierungskinetik makroskopischer Strome

Um die makroskopische Inaktivierung deka zu untersuchen, wurde der
Inaktivierungskinetik eine zweifach-exponentiellenktion angepasst. So konnten eine
erste und zweite Zeitkonstantd (undz2) der makroskopischen Inaktivierung ermittelt
werden. Konnte keine passende Funktion ermittetterg wurde das Experiment nicht
in die Wertung einbezogen. Zusatzlich wurde mit daitiven Amplitude desgl (Arl)
(%) der prozentuale Anteil der ersten KomponentdearGesamtamplitude bestimmt:

Al
Al + A2
A = relative Amplitudezl = Erste Zeitkonstante der Inaktivierung

Atl (%) = 100

Erholung von der Inaktivierung

Die Erholung von der Inaktivierungecovery wurde mit einem Doppelpuls-Protokoll
bestimmt. Nach einem Kontrollpuls von -80 mV auf 0+4nV wurde das
Membranpotential bei -80 mV fir eine Dauer grb ms bist;;=5120 ms mit,=2(t.1)
gehalten, bevor ein Testpuls auf +40 mV folgte. Beak-Amplitudaeles vom Testpuls
erzeugten Stroms wurde auf die des Kontrollpulsasniert und logarithmisch gegen
die Dauer vont, aufgetragen. An diese Werte wurde eine zweifagiepantielle
Funktion angeglichen. Daraus ergaben sich mail und rec2 zwei Komponenten der
Erholung von der Inaktivierung. Konnte keine pasieefrunktion ermittelt werden,
wurde das Experiment nicht in die Wertung einbenod®ie relative Amplitude von
Trecl (ATecl) (%) driickt den prozentualen Anteil der erstemmionente f.c1) an der

gesamten Erholung von der Inaktivierung aus:

ATypecl
ATrecl+ATrec2

ATyecl (%) = <100

Spannungsabhangigkeit der Steady-State-Inaktivgerun

Die Spannungsabhangigkeit dSteady-Staténaktivierung wurde untersucht, indem
nach einem 2500 ms langen, variablen Vorpuls estpilds auf +40 mV folgte. Eine
Anderung des Vorpulses erfolgte in 5 mV Schrittem v110 mV bis +20 mV. Das
Haltepotential zwischen Testpuls und Vorpuls betrtiO mV. Die mit Testpulsen
ermittelten Stromamplituden wurden auf die groRteiete Stromamplitude | {ay
normiert (/l nay UNd gegen die Spannung des Vorpulses aufgetratjeraus ergab sich

eine Kurve, die zwei Komponenten der Spannungsapbieit von der Inaktivierung
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darstellte. An diese Kurve wurde eine doppelte Bodnnfunktion angepasst. So
konnte die Spannung der halomaximalen Inaktivierimglie erste \{121) und zweite
(V122) Komponente der Inaktivierungowie derSlope-Faktor(kl) und k2) ermittelt

werden.

2.3.2 Statistische Auswertung

Die Daten werden in Mittelwerten (mean) und demsprchenden Standardfehler
(SEM = Standard Error of the Mean) gezeigt. Di¢istiache Auswertung erfolgte zum
Vergleich zweier Experimentengruppen mit einem zeiigen t-Test. Bei mehreren
Vergleichsgruppen wurde statistische Signifikanhad der einzelnen Datenpunkte
mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) nftost Hoc Test (Tukey) ermittelt.
Ein Unterschied wurde bei p<0,05 als signifikantl ygx0,0001 als hoch signifikant

angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Whole-Cell-Ableitungen nativer A-Typ-Strdme von kulerten

hippokampalen Neuronen

Um die funktionellen Aspekte des somatodendritisch®-Typ-Stroms Ksp) in
hippokampalen Neuronen zu untersuchen, wurden ImRech-ClampTechnik in der
Whole-CeHKonfiguration folgende Komponenten deg bestimmt: die Amplitude, die
schnelle £1) und die langsame?) Komponente der makroskopischen Inaktivierung.
Weiterhin wurden die Erholung von der Inaktivierumgit erster und zweiter
Komponente {1 und rec2) und dieSteady-Staténaktivierung der Kaliumstréme mit
der Spannung der halbmaximalen Inaktivierung &Ghape-Faktorfir eine erste und
eine zweite Komponent&/{,,1 undVy,,2, sowiekl undk2) bestimmt. Zudem wurde die
Amplitude der langsam inaktivierenden Kaliumstrofh@ ermittelt. Als Kontrollzellen

dienten ausschliel3lich mit EGFP transfizierte Naarh=22).

3.1.1 Stromamplituden nativer Kaliumstréme

Zunéchst wurden die Stromamplituden tgsund dedk an Kontrollneuronen ermittelt.
Isa undlk, sowie der Gesamtauswartsstrom sind in AbbildubpAdC dargestellt. Die
durchschnittiche Amplitude deslsa betrug 3,01 +* 0,49 nA (n=22). Die
durchschnittliche Amplitude des$« betrug 3,08 + 0,28 nA (n=22). Die relative
AmplitudelsAlk ergab einen Wert von 0,89 + 0,08 (n=22) (Abbild@8gD).
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Abbildung 10: Subtraktion der Kaliumstromkurven.

A: Aktivierung sowohl der langsam inaktivierendeg) und schnell inaktivierendemsf) Kaliumstréme
durch einen Vorpuls von -110 mV und einem anscklielén Spannungssprung auf +40 rBV.Durch
einen depolarisierenden Vorpuls von -30 mV wird dgrinaktiviert und beim nachfolgenden Testpuls
auf +40 mV nur didx Komponente aktiviertC: Isoliertels, Stromkurve, die durch Subtraktion dgs
von dem Gesamtstrom erhalten wur@e. Durchschnittlichels, und Iy PeakAmplituden und relative
Is/lk-Amplitudeder Kontrollneurone (n=22).

3.1.2 Inaktivierungskinetik makroskopischer Strome

Fur die Quantifizierung der makroskopischen Inaktivmng des nativelhsa wurde an
dessen Inaktivierungskineti&ine zweifach-exponentielle Funktion modelliert.nfto
wurden die erste z{) und die zweite ) Zeitkonstante der makroskopischen
Inaktivierung ermittelt Bei den Kontrollneuronen betrug die durchschnitiic
Zeitkonstanterl 16,5 + 1,7 ms (n=22). Das durchschnittlic2ebetrug 439 + 74 ms

(n=22). Die relative Amplitude desl an der Gesamtamplitude 7} betrug
76,42 + 2,07% (n=22) (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Inaktivierungskinetik des I ga.

Graphische Darstellung der schnellerl)( und langsameni2) Komponente der makroskopischen
Inaktivierung in Kontrollneuronen, sowie der prozede Anteil der Amplitude der schnellen
Inaktivierung an der Gesamtamplituder{A (n=22).

3.1.3 Erholung von der Inaktivierung

Die Erholung von der Inaktivierung wurde mit Hilienes Doppelpuls-Protokolls
bestimmt (Abbildung 12 A). Mit einer, den Daten apgssten, zweifach-exponentiellen
Funktion konnten zwei verschiedene KomponenterEdeolung von der Inaktivierung
dargestellt werdenr:l und 1.c2) (Abbildung 12 B). Fir die Kontrollneurone (n=12)
wurde frecl mit 56,5 £ 5,7 ms unde2 mit 1483,8 + 237,8 ms ermittelt. Die relative

Amplitude 11 (ATecl) ergab in der Kontrolle einen Wert von 72,5 94,4
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Abbildung 12: Erholung von der Inaktivierung nativer Kaliumstréme.

In A ist die Ermittlung der Erholung von der Inaktivieg dargestellt. Unten eingezeichnet ist die
Sollspannung, dartber ist die gemessene StromspselzenB: Erholung von der Inaktivierung, die
durch Testpulse ermittelten Stromamplituden sindden Kontrollpuls normiert und logarithmisch gegen
die Zeit aufgetragen (n=12). Eine, den Daten arggpazweifach-exponentielle Funktion ist durcteein
durchgezogene Linie dargestellt.
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3.1.4 Spannungsabhangigkeit der Steady-State-Inaktivgerun

Abbildung 13 A zeigt das Spannungsprotokoll 8ézady-Staténaktivierung und eine
dazugehorige Stromspur. In Abbildung 13 B ist danmerte Stromamplitudé/l ,ax
gegen die Spannung des Vorpulses aufgetragen; nes zsvei Komponenten zu
erkennen, an die eine doppelte Boltzmannfunktiorgepasst wurde. In den
Kontrollneuronen (n=5) war fur die erste Komponedite halbmaximale Spannung der
InaktivierungVy21 -65,6 = 4,6 mV und deBlope-Faktokl 12,2 + 1,2 mV (n= 5WVy/,2
lag bei -20,3 + 1,1 mV (n=5) ur@® betrug 9,5 + 1,3 mV (n=5).

A B
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I 1 nA 0,81 ' ‘.'\
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_EO,S_ 1t ':..',
~—~] - ?"
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110 120 -80 40 0 40

Vorpulspotential (mV)

Abbildung 13: Steady-State-Inaktivierung nativer Kaliumstréme.

A: Ermittlung der Steady-Staténaktivierung. Unten eingezeichnet die Sollspamjudariber die
gemessenen Stromspurddl. Steady-Staténaktivierungskurve von Kontrollneuronen (n=5), amliche
eine doppelte Boltzmannfunktion angepasst wurde.

3.2 Effekte heterolog exprimierter Kaliumkanalunteresitén in

hippokampalen Neuronen

Um die Rolle der k4.2/KChIP2-Interaktion bei der funktionelldgsExpression zu
untersuchen, wurden die Neuronenkulturen mit véesiemen cDNAs transfiziert:
hKv4.2wt-HA-EGFP (WT), hk4.2A14K-HA-EGFP (A14K), hKChIP2.1 (KChIP2)
hKy4.2wt-HA-EGFP und hKChIP2.1 (WT+KChIP2), oder JWK2A14K-HA-EGFP
und hKChIP2.1 (A14K+KChlIP2).

3.2.1 Stromamplituden heterolog exprimierter A-Typ-Strome

Zunachst wurde untersucht, ob zusatzliche KChIPpré&ssion in Neuronen eine

Erh6hung detsxAmplitude bewirkt. KChIP2-Neurone hatten eine temziell gro3ere
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IsxAmplitude von 3,84 £ 0,26 nA (n=20) als Kontrollwene. Die Amplitude dek
betrug in KChIP2-Neuronen 3,96 = 0,18 nA (n=20) W exprimierenden Neuronen
wurde eine signifikant (p<0,05) gréRdeg-Amplitude von 5,81 £ 0,52 nA (n=21) als in
Kontrollneuronen (3,01 £ 0,49 nA; n=22) gemesseahnend dielx-Amplitude mit
3,39+ 0,30 nA (n=21) anndhernd dem der Kontrollneurone entsprach. Wurde
WT+KChIP2 koexprimiert, steigerte sich die durchsttiche IsxAmplitude weiter auf
7,07 £ 0,49 nA (n=28), wobei eine mittlere Stroméitunde deslk von 3,87 + 0,26 nA
(n=28) gemessen wurde (Abbildung 14 A-C, E). Um bmobachten, inwiefern eine
Bindung an KChIP fir den Transport und den funlgiten Membraneinbau vonM.2
notwendig ist, wurden Kaliumstrome in Neuronen beterologer Expression der
KChIP bindungsdefizienten Mutante Al14K untersuchs zeigte sich eine, im
Vergleich zur Kontrolle, signifikante (p<0,05) Zumae der durchschnittlichen
IsxAmplitude auf 5,48 + 0,63 nA (n=15) und eiheAmplitude von 3,79 £ 0,35 nA
(n=15). Bei Koexpression von Al4K+KChIP2 zeigtehsieine leichte zusatzliche
Zunahme dedsxAmplitude auf 5,96 = 0,51 nA (n=20) und ein, im rgkeich zur
Kontrolle signifikant (p<0,05) erhohterlx auf 4,35 + 0,39 nA (n=20)
(Abbildung 14 D, F). Die relative Amplitudslx stellt das Verhaltnis der schnellen
(Isp und langsamen Komponente des Kaliumausstromg@sdér. Sie betrug in der
Kontrolle 0,89 + 0,08 (n=22) und stieg in KChIP2tMenen leicht auf 0,97 + 0,05
(n=20). Eine signifikante Erhéhung dés/lx Verhaltnisses gegeniuber der Kontrolle
fand bei Expression von WT 1,75 = 0,01 (n=21) (p801) und Al4K 1,42 + 0,08
(n=15) (p<0,05) statt. Bei einer Koexpression vol“KChIP2 war das Verhaltnis mit
1,90 £ 0,13 (n=28) etwas hoher als bei einer Koesgion von Al4K und KChIP2
1,51+ 0,12 (n=20) (Abbildung 14 G-I und Tabelle. Ipnsgesamt zeigte eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) ein hoch sigrantes Ergebnis sowohl fur die
Amplitude derlsa Strome (p<0,0001) und die relative Amplituidglx (p<0,0001), als
auch ein signifikantes Ergebnis fur dieStrome (p<0,05).
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Abbildung 14: Stromkurven und Amplituden des Is, und Ik.

Diese Abbildung zeigt beispielhaft Kaliumstromkunv&ir Kontrolle @), KChiP2 8), WT (C), A14K
(D), WT+KChIP2 E) und A14K+KChIP2 F). Die Isp Stromkurve ist jeweils oben abgebildet, tie
Stromkurve darunteiG zeigt die Amplituden der verschiedenen Transfeldi@nstrukte fur dehs, H
die Amplituden de$ und! die relative Amplitudesa/lk . Die gestrichelte Linie in G-I zeigt jeweils den
Mittelwert der Kontrolle an. * bezeichnet signifita (p<0,05) unterschiedlich zur Kontrolle,
** hezeichnet hoch signifikant (p<0,0001) untersahich zur Kontrolle.
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Tabelle 1: Peak-Amplituden fir Is, und Iy.

Iss [NA] Ik [nA] Isdllk
Kontrle 301049 3,08 % 0,28 0,89 + 0,08
P2 3841026 3,96 +0,18 0,97 £ 0,05
. 581052 3,39 + 0,30 1,75 +0,10
A 548:063 3,79 +0,35 1,42 +0,08
WTHENPZ - 7072049 3,87 +0,26 1,90 +0,13
ALACRENPZ - 5,06 £0,51 4,35 +0,39 1,51+0,12

3.2.2 Inaktivierung makroskopischer Strome

In Neuronen fiihrte die Uberexpression von KChIP218) zu einer tendenziell
langsameren makroskopischen Inaktivierung, wolwéi die erste Komponentel] auf
18,6 + 1,7 ms vergroferte. Der prozentuale Antefl Aimplitude vonrl am gesamten
Stromabfall (Arl) lag kaum verandert bei 75,7 £ 3,1%. Die zweitariponente der
Inaktivierung ¢2) vergrolRerte sich auf 878 + 411 ms, jedoch zesyth in diesen
Experimenten eine grofRe Variabilitdt zwischen dezednen Zellen. Abbildung 15 A
zeigt die initiale Phase der Inaktivierung von Wwbeiexprimierenden Neuronen
(n=20): Dasrl vergrol3erte sich signifikant (p<0,0001) auf 32,0,5 ms, wobei auch
A1l zunahm(81,5 + 1,3%),72 vergrofRerte sich auf 603 + 140 ms. Bei alleiniger
Expression von A14K (n=15) lagd. bei 24,6 £ 3,2 mg2 betrug 426 + 74 ms und7A
entsprach 79,8 = 2,2%. Bei Koexpression von WT+Kh(n=27) konnte einl von
29,1 =+ 2,0 ms und ein2 von 395 = 41 ms ermittelt werden, daglAbetrug
83,0 £ 0,9%. Koexpression von A14K+KChIP2 (n=2Qjadr einzl von 23,2 + 1,8 ms,

ein 72 von 364 £ 38 ms und einerA von 81,8 + 1,5%. Eine Darstellung der
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Mittelwerte ist in Tabelle 2 zu finden. Eine einfakelle Varianzanalyse (ANOVA)
zeigte ein signifikantes Ergebnis fir die Mittelteervon 71 (p<0,0001) und AL
(p<0,05), nicht jedoch flr2.

A

50 ms

(20) (15) (27) (20)

801 @U®»

Abbildung 15: I s Inaktivierungskinetik.

A zeigt die initiale Phase der Inaktivierung fir édontrollneuron und ein WT Uberexprimierendes
Neuron: hier ist deutlich eine Verlangsamung dekiivierung bei WT Uberexpresssion (rot) zu sehen.
In B sind die Durchschnittlichen Werte dek, in C des72 dargestelltD zeigt den prozentualen Anteil
der Amplitude vonrl an der Gesamtamplitude {lj. Die gestrichelte Linie gibt jeweils den Wertrde
Kontrolle an. * bezeichnet signifikant (p<0,05) ergchiedlich zur Kontrolle.
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Tabelle 2: Makroskopische Inaktivierung des §a.

71 [ms] 72[ms] ATl [%]
Kontrolle 165+1,7 439 + 74 76,4+ 2.1
n=22
KChiP2 186+ 17 878 + 411 75.7+31
n=18
WT 32,0+ 15 603 + 140 815+13
n=20
ALK 24,6 +3,2 426 + 74 79.8+2.2
n=15
WT+KChIP2 201420 305 + 41 83.0+0.9
n=27
A14K+KC::'ZS 232418 364 + 38 81,8+ 15

3.2.3 Erholung von der Inaktivierung

Die Erholung von der Inaktivierung wurde wie ungeB.1 beschrieben untersucht. In
der Darstellung der normierten und logarithmischgege die Zwischenpulsdauer
aufgetragenen Stromamplituden zeigt sich ein zwk#xponentieller Verlauf der
Erholung von der Inaktivierung (Abbildung 16). Baen Kontrolineuronen und bei
Uberexpression von KChIP2 (Abbildung 16 A, B) sidié beiden Komponenten der
Erholung von der Inaktivierung deutlich zu erkenneviihrend bei alleiniger WT
Uberexpression sowie bei A14K Expression (AbbilddégC und D) kaum eine
zweifache Einteilung erkennbar ist. Eine Rechtssreebung der Kurve ist bei
Uberexpression von A14K und Koexpression von Al4KHIKP2 zu beobachten
(Abbildung 16 D und F)zecl verkleinert sich in KChiP2-Neuronen (n=10) terzlek
auf 44,9 + 8,3 ms, wahrend sich auch die relativepftude destecl (Arecl) auf
62,5 + 2,8% verringerte,2 blieb mit 1371,6 + 143,5 ms relativ konstant.
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Abbildung 16: Erholung von der Inaktivierung.

10
Interpuls-Intervall (ms)

100 1000 10000

Logarithmische Darstellung der Erholung von derktivderung; es wurde jeweils ein zweifach
exponentieller Fit angeglichen, rot dargestelltjésteils der Kurvenverlauf der Kontrolld: Kontrolle
(n=12); B: KChIP2 (n=10),C: WT (n=8);D: A14K (n=9);E: WT+KChIP2 (n=12);F: A14K+KChIP2
(n=11).
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Bei alleiniger Uberexpression von WT (n=8) vergni@esich .l wiederum auf
68,1 +11,4 ms, ebenso in Al4K-Neuronen (n=9) 738,18,0 ms. 52 lag bei
1031,0 £492,7 ms in WT Uberexprimierenden Neuramash bei 1854,8 + 210,9 ms in
Al14K Neuronen. Die Ael betrug 78,0 £ 6,8% in WT- und 83,0 + 0,9% in
Al4K-Neuronen. Koexpression von WT+KChIP2 (n=12)adr einzel, welches mit
56,0 £ 5,6 ms signifikant (p<0,05) kleiner war alas 7.1 bei Koexpression von
Al4K+KChIP2 115,5 +19,6 ms (n=11), allerdings wasd..l bei A14K+KChIP2
Uberexpression auch zu den Kontroll- und KChIP2+§ean signifikant (p<0,05)
unterschiedlich.zec2 betrug in WT+KChIP2-Neuronen 1307,5 £+ 352,7 mgl un
Al14K+KChIP2-Neuronen 822,6 = 170,6 ms, wobet&d mit 77,5 = 2,7 ms
(WT+KChIP2-Neurone) und 76,3 + 4,4 ms (A1l4K+KChIR2urone) relativ ahnlich
waren (Abbildung 17 und Tabelle 2). Eine ANOVA drgain signifikantes Ergebnis
sowohl fur el als auch fur die fur A1 Werte (p<0,05), jedoch nicht flifec2.
Insgesamt konnten eine Beschleunigung der Erholvog der Inaktivierung in
Anwesenheit und bei Bindungsmadglichkeit von KChigblbachtet werden, sowie die

Verstarkung einer zweiten, langsamen Komponent&dweslung von der Inaktivierung.

140 ) o 100
| 2000 4 ® (9
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Abbildung 17: Tl und 1,2 der Erholung von der Inaktivierung.

Graphische Darstellung der Mittelwerte vag.l (A) und 1.2 (B). C bildet die prozentualen relativen
Amplituden destel (Afel) an der Gesamtamplitude der Erholung aus der Niakting ab. Die
gestrichelte Linie zeigt jeweils den Wert der Kofig an. * bezeichnet signifikant (p<0,05)
unterschiedlich zur Kontrolle, # bezeichnet sidifit (p<0,05) unterschiedlich zueinander.
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Tabelle 3: Erholung von der Inaktivierung.

Trecl [MS] Trec2 [MS] ATl [%]
Kot 565:57 1483,8 + 237,8 72,5+ 4,4
Kcrt‘fl’g 44,9 + 8,3 1371,6 + 143,5 62,5+2,8
Wl e8lxlld 1031,0 +492,7 78,0%6,8
A 73,1+8,0 1854,8 + 210,9 83,0+0,9
WTHKenIP? 56,0 + 5,6 1307,5 + 352,7 77527
ALACKCNIEZ 1155106 822,6 + 170,6 76,3+ 4,4

3.2.4 Spannungsabhangigkeit der Steady-State-Inaktivgerun

Die fur die Steady-Staténaktivierung ermittelten Kurven sind in Abbildung8
graphisch dargestellt. Dabei ist zu erkennen, @asbei KChIP2 Uberexpression zu
einer leichten Rechtsverschiebung der Inaktivieskngve kam, wahrend WT
Uberexpression eher zu einer Linksverschiebund<deve fiihrte (Abbildung 18 A-F).
Bei Betrachtung der ersten Komponente 8ézady-Staténaktivierung Vi1 konnte
eine  tendenzielle  Verschiebung zu positiveren Ristem fur die
KChIP/Ky4.2-Interaktion  beobachtet werden. Die erste Koreptaen der
Steady-Staténaktivierung V21 ist fur KChlIP2-Neurone (n=4) mit -56,6 + 4,8 mV
tendenziell zu positiveren Potentialen verschobisndas Vi1 der Kontrollneurone
(-65,6 £ 4,6 mV (n=5)). Da¥/1,1 der WT Uberexprimierenden Neurone (n=3) lag
bei -77,8 + 3,2 mV, Koexpression von WT+KChIP2 (h#8hrte zu einer leichten
Positivverschiebung mit -66,6 £ 1,6 mV. In A14K expierenden Neuronen (n=2)
wurde ein Vil von -685 mV und -62,3 mV bestimmt, &hnlich in
A14K+KChIP2-Neuronen (n=4) mit -68,5 £ 1,9 mV (Alding 19 und Tabelle 4).
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Abbildung 18: Spannungsabhangigkeit der Steady-StatInaktivierung.

Hier werden die gemittelteSteady-Staténaktivierungskurven gezeigh: Kontrolle (n=5);B: KChIP2
(n=4); C: WT (n=3); D: Al4K (n=2); E: WT+KChIP2 (n=8);F: A14K+KChIP2 (n=4). An die Werte
wurde je eine doppelte Boltzmannfunktion angeglichén Rot ist die Inaktivierungskurve der
Kontrollneurone dargestellt.
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Der Slope-Faktorkl betrug 7,5 + 1,4 mV bei alleiniger KChIP2 Ubenegsion und
72+ 1,2 mV in WT ulberexprimierenden Neuronen, Wb&vtransfektion von
WT+KChIP2 lagkl bei 9,2 + 0,6 mV. In A14K-Neuronen wurde dh von 7,4 mV
und 12,0 mV gemessen, bei Kotransfektion von A14KhKP2 ergab sich 9,5 + 2,0
(Abbildung 19 und Tabelle 4). Eine ANOVA zeigte e@msignifikanten Unterschied
zwischen den Experimentgruppen fivyl (p<0,05), nicht jedoch fur den
Slope-Faktor-k. Auch bei der zweiten Komponente deteady-Staténaktivierung
V122 und dem dazugehorigeBiope-Faktor R konnten keine eindeutigen Unterschiede
zwischen den Transfektionskonstrukten beobachtetieme eine ANOVA ergab kein
signifikantes ErgebnisVi2 lag fur KChIP2-Neurone bei -12,1 + 12,5 mV, das
dazugehdrigek2 betrug 17,4 + 4,8 mV. Bei Uberexpression von Wlgte sich ein
V122 von -22,3 +11,2 mV und eik? von 13,1 £ 2,8 mV. Fur A14K-Neurone ergaben
sich einVy2 von -23,7 mV und -9,4 mV sowie ei@ von 13,2 mV und 8,9 mV. Die
Kotransfektion von WT+KChIP2 ergab €in,2 von -11,3 + 4,4 mV und eik2 von
11,2 =+ 2,2 mV, bei Kotransfektion von A14K+KChIP2 usden ein Vi52
von -18,4+4,0mV und eifk2 von 11,4 + 1,8 mV ermittelt (Abbildung 19 und
Tabelle 4).

* Kontrolle (5) ¢

. KChIP2 (4) | e
- WT (3) o e

® A14K (2)
& WT+KChIP2 (8)

. A14K+KChIP2 (4)

100 80 -60 40 20 O 0 4 8 12 16 20 24
V,,1 (mV) V.2 (mV) k1(mV) k2 (mV)

Abbildung 19: Spannung der halbmaximalen Inaktivierung und Slope-Faktor der Steady-State-
Inaktivierung.

Dargestellt sind rechts die erste und zweite Koreptender Spannung der halbmaximalen Inaktivierung
Vil (graue Punkte) un¥y,2 (schwarze Rauten). Links die dazugehérigdope-Faktorerkl(graue
Punkte) undk? (schwarze Rauten).
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Tabelle 4: Mittelwerte von V1 und Vy02, sowie k1 und k2.

Vil [MmV] kL [mV] V1122 [mV] k2 [mV]

fonolle es6xa6  122+12 20311  95%13
ChiP2  s66:t48  75:14  121:125 174:4p
WL 778%32  72:12 223112 13128

AL4K 68,5 7.4 23,7 13,2

n=2 -62,3 12,0 -9,4 8,9
WT”KChr:Eg 666+1,6  92+06  -11,3t44  11,2+2,2
A14K+KChr:Z§ 685+1,9  95+20  -184+40  11,4+18

3.3 Charakterisierung von somatischen und dendritis&tgimen mittels

Nucleated-Patch-Ableitungen

Nucleated-PatciAbleitungen sind eine Methode, um einen definrerte
Membranabschnitt (somatische Membran in der Nalse Migcleus) isoliert von der
Gesamtzelle zu betrachten. Dducleated-Patchwird wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben,
produziert, indem sich der Zellkern in einem Menmwesikel von der Zelle 16sen lasst.
Im Gegensatz zu deQutside-Out-Patchebesteht hier der Vorteil, dass ein groReres
Stick Membran der Messung zur Verfugung steht (Wobg 20). Fur diese
Experimente wurde genutzt, dass beMucleated-Patchvorwiegend somatische
Zellmembran analysiert wird, wahrend in d&vhole-CelAbleitung Strome der
somatischen und dendritischen (sowie axonalen) Mambegistriert werden. Wie zu
erwarten waren die Strome in déucleated-PatctAbleitung deutlich kleiner als in der
Whole-CeHlKonfiguration. Auch derlsa in Kontrolineuronen (n=6) war mit

0,50 £ 0,11 nA in derNuleated-PatchAbleitung deutlich geringer als der zuvor
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gemessendsa der Whole-CeHlAbleitung von durchschnittlich 3,02 + 0,54 nA. Die
Strome in  der Nucleated-PatciAbleitung waren im  Vergleich zum

Hintergrundrauschen relativ klein.

i B L

—10,5nA
250 ms

- _ ™

—10,5nA
250 ms

Abbildung 20: Isa in der Nuleated-Patch-Technik.

Oben dargestellt ist dégs in der Whole-CeHAbleitung, darunter der ddsucleated-Patchin welchem
eine deutlich geringere Amplitude als in déthole-CelAbleitung gemessen wurde. Daneben die
schematische Darstellung der Messkonfiguration.

Zusatzlich konnten Messungenauigkeiten durch Belighag der Zellmembran beim
Herstellen de®atchesnicht vermieden werden. Abbildung 21 A-F zeigt rapéarische
Isa Stromspuren flr die verschiedenen Experimentempgmpdie Amplitude deksa der
gesamten Zellela Cell) (Abbildung 21 G) ist jeweils deutlich hoher alge dsa
Amplitude der Nucleated-PatciAbleitung (sa Patch) (Abbildung 21 H). Bei
Uberexpression von WT (n=7) zeigte sich eine sigaifte Zunahme vorsa Cell auf
6,12 £ 0,57 nA (p<0,05) untka Patchauf 0,77 £ 0,09 nA. In A14K-Neuronen (n=6)
lag der Isa Cell bei 3,69 +0,39 nA und delsa Patch bei 0,64 + 0,18 nA. Bei
Koexpression von WT+KChlIP2 (n=5) betrug diex Cell 5,30 £ 0,51 nA, deksa Patch
0,86 + 0,11 nA. Bei der Kotransfektion von A14K+KIBB (n=4) wurde einsp Cell
von 3,41 + 0,38 nA und eilsa Patchvon 0,58 + 0,19 nA gemessen. Zum Vergleich
wurde der K4.260Q\-Kanal untersucht, der aufgrund einer fehlenden

Aminosauresequenz am C-Terminus nicht durch Kifi'dén Dendriten transportiert
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werden kann. Neurone, die @OCexprimierten (n=10) hatten einelza Cell von
3,33 £ 0,53 nA und einers Patchvon 0,56 + 0,08 nA.
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s e i
1nA 1nA 1nA
500 ms 500 ms 500 ms
D A14K E WT+KChIP2 F A14K+KChIP2
I _L»‘ I
1 nA 1 nA 1nA
500 ms 500 ms 500 ms
G 1, cell = H 1, Patcn | Patch / Whole Cel
*k
& (? 1,0 - ©) 037
6 mo® (7) |
I M o D 1 (10)
51 n& | L o - )
=, 10) ® 1
<é 41 @ (Gﬁ @ (10) &C* 0.6 1 @ i o ) @ N
= 5) _n04 =
2 1 o 0|1
11 0,2 &
° AN 0.0 a s R L L
O TN o P gVl Flsghghe
S TEE 496{\:-0“\ \?\v-'io“:_o@ & @\*‘io‘& Q\v"{_o“\‘l_o‘* &
\\é\"* & {—x \é\x J:
¥ S AF &

Abbildung 21: Isp der Whole-Cell- und Nucleated-Patch-Ableitung.

In A-F sind jeweils dets, derWhole-CellAbleitung (obere Stromspur) und deg derNucleated-Patch
Ableitung (untere Stromspur) dargesteft EGFP;B: KChIP2;C: WT; D: Al4K; E: WT+KChIP2;

F: A14K+KChIP2.G zeigt den durchschnittlichdg, der Whole-CellAbleitungen (s Cell) undH den
durchschnittlichens, der Nuleated-PatchAbleitungen (s Patch. In | ist das Verhaltnis vois, Patch

Isa Cell dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt jeweden Wert der Kontrolle an. * bezeichnet
signifikant (p<0,05) unterschiedlich zur Kontroll&, bezeichnet signifikant (p<0,05) unterschiedlich
zueinander.
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Eine ANOVA ergab ein signifikantes Ergebnis fur déenplituden deslsa Cell
(p<0,0001), nicht jedoch fur die dés Patch Bei Expression von KChIP2 (n=5) kam
es im Vergleich zu den Kontrollneuronen nicht wieartet zu einer Zunahme dis,
sondern zu einer tendenziellen Reduktion @g<Cell auf 1,82 + 0,27 nA und ddsa
Patch auf 0,40 £ 0,04 nA (Abbildung 21 G, H und Tabellg ®&¥m eventuelle
Veranderungen der subzellularen Verteilung dgsu detektieren, wurde déga des
Nucleated-Patch(lsa Patch zu dem Isa der Whole-CellAbleitung (sa Cell) ins
Verhéltnis gesetzt (Abbildung 21 I). Eine Umventeily des Kanals in die Peripherie des

Neurons musste sich in einer Verringerung diesebalmisses abbilden.

Tabelle 5: Nucleated-Patch-Ableitungen.

IsaCell Isa Patch IsaPatch/
[nA] [nA] Is, Cell

“ontrol®  302+054 050:011  016+0,02
KC“J,ZE 1,82+0,27 040+0,04 0,24 +0,04
N 612:057 077£009 013+0,0}
Aln“z*é 369+0,39 0,64+0,18 0,16 0,03
WT+KChr:F=’§ 530+051 086+011 0,17 + 0,02
ALIKEKCNIPZ 3411038 058+0,19  017+0,04
?\2‘;30 333+053 056+0,08  0,200,04

In der Kontrolle (n=6) betrug es 0,16 + 0,02, béiekkxpression von KChIP2 (n=5)

0,24 + 0,04, bei Uberexpression von WT (n=7) 0,181 und bei Uberexpression von
Al4K (n=6) 0,16 + 0,03. In WT+KChIP2-Neuronen (n=¥pab sich 0,17 + 0,02 und
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bei Koexpression von A14K+KChIP2 (n=4) 0,17 + 0,&kpression von 60 ergab
ein Verhaltnis von 0,20 + 0,04 (Abbildung 21 undoé&le 5). Eine ANOVA war nicht
signifikant. Auf einen Unterschied in der somatadt#tischen Verteilung kann daher

aus den Experimenten nicht geschlossen werden.

3.4 Induktion synaptischer Aktivitdt durch AMPA-Behandj

Induktion synaptischer Aktivitdt mittels AMPA fuhzu einer Internalisierung von
Kv4.2 (Kim et al.,, 2007). Es wurde untersucht, ineraf KChIP-Interaktion einen
Einfluss auf die aktivitatsabhéngige Internalisregwon K,4.2-Kanalen hat. Hierzu
wurden Neuronenkulturen vor der elektrophysioldggst Untersuchung 12 Minuten in
100 uM AMPA inkubiert, um eine hbhere prasynaptiétieivitat mit einer erhdhten
synaptischen Glutamatausschuttung zu induziereanbehandelten Kontrollneuronen
(n=12) wurde einlsa von 3,90 + 0,52 nA gemessen, nach AMPA Behandlim¥g.5)
lag die Isx Amplitude bei 2,56 + 0,44 nA. Die Stromamplitudesdrestlichen
Auswartsstromdyx war in unbehandelten Kontrollneuronen 2,79 + 33und nach
AMPA Behandlung 1,95 £ 0,39 nA. Bei Koexpressiom\wWT+KChIP2 wurde durch
die AMPA-Behandlung eine hoch signifikante (p<0,008bnahme defsa Amplitude
von 6,40 £ 0,75 nA (n=14) auf 2,31 £ 0,21 nA (n=b@messen (Abbildung 22 A, C,
Tabelle 6). Derlx war unbehandelt und mit AMPA gleich (0,96 + 0,08 bzw.
0,96 £ 0,31 nA). Auch bei Koexpression von A14K+KEB kam es zu einer Abnahme
(p<0,05) deldsa Amplitude von 4,10 + 0,46 nA (n=14) auf 2,66 +@)2A (n=16) nach
AMPA-Behandlung (Abbildung 22 B, C, Tabelle 6). Aubei diesen Messungen war
der Ik kaum verandert 0,76 * 0,08 nA unbehandelt und &80,09 nA nach
AMPA-Behandlung. Das Verhaltnissylx war in unbehandelten Kontrolineuronen
1,95 £ 0,36 und nach Stimulation mit AMPA 1,59 4#&, Bei WT+KChIP2-Neuronen
konnte ein signifikanter Rickgang (p<0,05) von 742,24 ohne Behandlung auf
3,51+0,41 nach AMPA-Behandlung nachgewiesen werde Bei
Al14K+KChIP2-Neuronen kam es hingegen nur zu einemdénziellen Rickgang von
5,88 £ 0,69 bei unbehandelten Neuronen auf 4,502 tach AMPA-Behandlung.
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Abbildung 22: Effekte von AMPA-Behandlung auf den SA.

In A ist der ISA eines WT+KChIP2-Neurons in unbeharedelMedium und nach Inkubation mit AMPA
dargestelltB zeigt den s, fir unbehandelte und AMPA-behandelte A14K+KChlP&4hdnen. InC sind
die durchschnittlichehss Amplituden fur unbehandelte (weif3) und mit AMP Aubierte (grau) Neurone
dargestellt,D zeigt denlx von Neuron mit (grau) und ohne (weil) AMPA Behamdj. Der Quotient
Isl ist in E dargestellt. Signifikanzen im T-Test zwischen urdredelt und AMPA-behandelt sind mit
* (p<0,05), bzw. ** (p<0,0001) gekennzeichnet.
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Tabelle 6: Kaliumstréme nach AMPA-Behandlung.

Isp [nA] % [nA] |S,a/| K

Kontrolle
unbehandelt 3,90 + 0,52 2,79 £0,53 1,95 +£0,36
n=12
Kontrolle
AMPA-behandelt 2,56 +0,44 1,95 +0,39 1,59 +0,18
n=15
WT+KChIP2
unbehandelt 6,40 £ 0,75 0,96 + 0,08 7,72 +1,24
n=14
WT+KChIP2
AMPA-behandelt 2,31+0,21 0,96 £0,31 3,51 0,41
n=16
Al4K +KChIP2
unbehandelt 4,10 + 0,46 0,76 + 0,08 5,88 + 0,69
n=14
Al4K+KChIP2
AMPA-behandelt 2,66 + 0,20 0,81 +£0,09 451 +1,02
n=16

3.5 KChlIP-Aktivitat in Abhangigkeit der Calcium- und

Magnesiumkonzentration

Ein Einfluss von Calcium- und Magnesiumionen aué diktivitat von KChIP ist
bislang nicht vollstandig geklart. Im Rahmen diedebeit fiel auf, dass sich bei den
Nucleated-PatciExperimenten in  derWhole-CeHAbleitung mit divalentenfreier
Intrazellularlsung digsa Amplitude bei KChIP2 Uberexpression nicht, wie arigt,
vergroRerte. Es kam sogar zu einer signifikantet®,@b) Reduktion delsxAmplitude
von 3,02 £ 0,19 nA in den Kontrollzellen (n=47) &)88 + 0,14 nA in KChIP2 (n=31)
exprimierenden Zellen unter Verwendung von calciwume magnesiumfreier Loésung
(ic2). Um diese Beobachtung zu Uberprufen wurdd gleron KChIP2-Neuronen unter
Verwendung von divalentenfreier Intrazellularlosungnit dem Isa von
KChIP2-Neuronen mit einer €a und Md¢'-lonen enthaltender Intrazellularlésung
(ic3) verglichen (Abbildung 23 A, Tabelle 7). Beib¥esenheit von Calcium und
Magnesium (n=31) wurde eine tendenziell kleinekgn Amplitude gemessen
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(2,38 £0,14 nA) als bei Anwesenheit von CalciumdumMagnesium (n=19)
(2,84 £ 0,24 nA). Die durchschnittliche Amplitudeesdlx war in calcium- und
magnesiumhaltiger Lésung mit 3,05 + 0,34 nA unvdeih zu demlx in
divalentenfreier Intrazellularlésung (3,00 + 0,22A)n Auch die Ergebnisse der
makroskopischen Inaktivierung waren in beiden Lg&mahnlich: in divalentenfreier
Losung (n=29) lagrl bei 31,2 £ 1,9 ms und2 789 + 205 ms. AL betrug in
divalentenfreier Losung 76,48 +1,82%. In calciunmdumagnesiumhaltiger Lésung
(n=19) betrugzl 31,8 + 2,5 msz2 654 £ 91 ms und A 70,7 + 4,0% (n=19)
(Abbildung 23 B, Tabelle 7).

A || divalentenfrei B __| divalentenfrei
[ 1 ca® und Mg*™ | Ca™ und Mg™*
J 1.5 1000 ; T, 100
3] T lmm 1 [ -
= - 1,0 = e - 80
< | l Lss = 100 - _
o) 2 i 3 _! 9 r 60 -o\o“
E 06 = & <
= T £ ol 40 &
< 1 04 s
| 0,2 ﬁ [ 20
0 0 1 0
lsa Ik lsa /I 1 72 A1l

Abbildung 23: Einfluss divalenter lonen auf die KCHP/K 4.2 Interaktion.

In A dargestellt sind die durchschnittlichen Amplitudi=sl s, undlk von KChIP2-Neuronen in Calcium-
und Magnesiumfreier (weifl3) und Calcium- und Maguedialtiger Losung (grau). Rechts in Abbildung
A ist das Verhdltnis delg, zu I abgebildetB zeigt die durchschnittlichen Zeiten fiir die schadltl)
und die langsame Komponent®) der makroskopischen Inaktivierung und die re&atAmplitude degl

an der Gesamtamplitude {&), je in divalentenfreier (weil3) und Calcium- uMbgnesiumhaltiger
Lésung (grau).

49



Tabelle 7: KChIP Uberexpression in divalentenreicheund divalentenfreier Intrazellularlésung.

sz [NA] Ik [NA] lsallk
Divalentir;figi 238+0.14 3,00 + 0,22 0,88 + 0,06
ca’ ””dr']\i%i 2,84 0,24 3,05 + 0,34 1,10+0,11

1[ms] 12[ms] ATl [%]
Divalentir;figi 30,6 + 2.0 789 + 205 76,5+1.8
ca’ “”dr'lv'zgzz; 31,8425 654 + 91 70,7 £4,0
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4 Diskussion

Sowohl Uberexpression von WT als auch von A14K dithzu einer signifikanten
Erh6hung der A-Typ-Stromamplitude. Durch KChIP2 Eegsion, beziehungsweise
Koexpression konnte lediglich ein tendenziell pwesit Effekt auf dielsa Amplitude
beobachtet werden. Die Inaktivierungskinetik wirdureh WT Uberexpression
verlangsamt, ein eindeutiger zusatzlicher Effekt ®@hIP2 ist nicht auszumachen. Die
Ergebnisse der Erholung von der Inaktivierung sirht eindeutig, jedoch scheint sie
durch KChIP2 beschleunigt zu werden. Die Spannuwrdhdlbmaximalen Inaktivierung
und die Steady-Staténaktivierungskurve werden durch KChIP2 Uberexpi@s nur
wenig zu  positiveren  Potentialen  verschoben. Die gebnisse der
Nucleated-PatciMessungen sprechen gegen einen Einfluss von KCl&®2 die
somatodendritische Verteilung diks, Allerdings scheint die Interaktion mit KChIP2
die aktivitatsabhéngige Internalisierung voR4k2 zu begunstigen. Ein Einfluss der
Calciumkonzentration auf die \M.2/KChIP2-Interaktion konnte nicht nachgewiesen

werden.

4.1 Heterologe Expression von epitopmarkierten Kanélen

Die Ky4.2/KChIP2-Interaktion wurde mittels heterologer pEession einer
epitopmarkierten, KChIP-bindungsdefizienten,4k-Variante (A14K) untersucht
(Callsen et al., 2005). Bereits zuvor wurden Stadret KChIP2Knock-OutModellen

durchgefuhrt (Norris et al. 2010; Wang et al., 20Mrteile des bindungsdefizienten
Kanals K/4.2A14K sind der fur alle KChIPs geltende Verlust thteraktionsfahigkeit
und der Erhalt anderer (nicht/&2 bezogener) KChIP Funktionen. Allerdings steikt

Uberexpression von Plasmid-DNA eine ungewdhnliclkearBpruchung der Zelle dar,
was bei der Interpretation der Ergebnisse berlbkgic werden sollte. Weiterhin
kommt es sehr wahrscheinlich zusatzlich zur hedgert Expression von Al4K zu
einer weiteren endogenen Produktion von Wildtyp-&protein in den Neuronen.
Eventuell kdnnte daher bei einem bevorzugten Mendindbau der mit KChIP2
interagierenden Kandale die Beurteilung der Kinetikschwert sein, da das im

Zellinneren verbleibende Kanalprotein nicht in dessung miteinbezogen wird. Aus
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diesen Grinden waren zur Untersuchung ded.RKChIP-Interaktion zuséatzlich
Messungen mit einer A14Knock-In-Mousevon Vorteil, da so ein direkter Vergleich
zwischen Wildtyp und A14K-Neuronen mdoglich ware. tételog exprimierte,
epitopmarkierte lonenkanéle kdnnen mit spezifiscBardungspartnern unkompliziert
nachgewiesen werden. Es besteht aber die Mdglichkieiss durch das Epitop
lonenkanalgatingProteintargetingund der Proteintransport beeinflusst werden (Maue
et al., 2007). Die in dieser Arbeit heterolog erpéarten Kanalproteine waren mit einen
C-terminalen EGFP-Epitop und einem extrazelluldt@aEpitop zwischen S1 und S2
versehen. In vorangegangenen Experimenten an CH@nZewurde gezeigt, dass
Kandle mit HA-Epitop normal exprimiert wurden ungpische A-Typ-Stréme
erzeugten. Durch KChIP2 konnten diese Strome medulverden, wenn nicht eine
Bindungsdefizienz durch die Al4K-Mutantion vorla@aflsen et al., 2005). Auch das
fusionierte EGFP scheint die KChlIP2-Interaktion winel davon abhangige Modulation
nicht zu storen (Hartmann, 2007), wie auch bergitsKChIP1 und K4.3 gezeigt
(Hatano et al., 2002). Wie fur native Kandale bestien (Shibata et al., 2003; Jinno et
al., 2005), konnte auch bei den epitopmarkiertenden die Bildung von dendritischen
Clustern beobachtet werden (Hartmann, 2007). Nedttdrotz weichen die
Bedingungen wéhrend der Messungen von denen imdeen System ab, allein durch
die Veranderung der Temperatur kommt es zu eingénderten Kanalkinetik
(Brouillette et al., 2004).

4.2 Kontrolle der funktionellen K4.2 Oberflachenexpression

Eine der wichtigsten Funktionen von KChIP2 als akpeische k4.2 Untereinheit ist
die Verstarkung des Membraneinbaus vaR und damit die Erh6hung der A-Typ
Stromamplitude (An et al., 2000; Bahring et al.0P8). Vorherige Untersuchungen
weisen in hippokampalen Pyramidenzellen auf einemchd KChIP2-Assoziation
verstarkten k4.2 Transport in die Dendriten und vermehrte Memimsertion hin
(Hartmann, 2007). Daher ware durch KChIP2 Uberesgiom eine verstarkte,
funktionelle Oberflachenexpression desy4kR/KChIP2/DPP-Kanalkomplexes mit
Erhéhung dedsa Amplitude zu erwarten. Eine Erhéhung der A-TypeStamplitude
durch K,4.2 Uberexpression ist bereits belegt (Chen e2@0pb; Coetzee et al., 1999;
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Kim und Hoffman, 2008). Weiterhin wurde die Funk@itdt von A14K in HEK Zellen
bereits Uberprift (Callsen et al.,, 2005). Wie zwaeten fuhrte in hippokampalen
Pyramidenzellen die Uberexpression des WT-Kandley auch die Expression der
Al4K Mutante zu einer signifikanten Erhdhung der Amplitude gegentber der
Kontrolle. Hieraus lasst sich schlieBen, dass sowdér Klon des humanen
Kv4.2-Kanals als auch der Klon der bindungsdefizientglutante Al14K in
hippokampalen Neuronen der Ratte funktionell exmitrwird und zu einer erhéhten
A-Typ-Stromamplitude beitrdgt. Eine KChIP Interakti scheint daher fir den
funktionellen Membraneinbau nicht obligat zu seline tendenziell erhOhteésa
Amplitude bei KChIP2 Assoziation weist dennoch aufen positiven Einfluss von
KChIP2 hin. Da auch in nativen hippokampalen NearoiKChIP2 exprimiert wird
(Rhodes et al., 2004), ist allerdings nicht sichee stark der Effekt von zusatzlichem
KChIP2 Uberhaupt ist. In kortikalen Neuronen wurd&fechselwirkungen zwischen
KChiIP2, KChIP3 und KChIP4 beobachtet: war die Ezpi@n eines der KChIPs
gestort, wurden die anderen beiden hochreguliestr{dlet al., 2010). An Experimenten
mit hippokampalen Neuronen einer KChiRZock-OutMaus konnte dieser Effekt
jedoch nicht bestatigt werden (Wang et al., 20d8%:h passt der dort nur leichte Effekt
von KChIP2 auf dielsa Amplitude zu unseren Beobachtungen. Koexpressiom v
KChIP2 fuhrte sowohl mit WT als auch mit A14K zumei weiteren, nicht signifikanten
zusatzlichen Erhoéhung deisa Amplitude. Die Amplitudenzunahme war bei
A14K+KChIP2 jedoch deutlich geringer als bei WT+KERA. Das Verhaltnis vohsAlx
war bei WT und WT+KChIP2 Koexpression hoch sigrafik (p<0,0001) grol3er als in
der Kontrolle und bei A14K und A14K+KChIP2 signidikt (p<0,05) hoher als in der
Kontrolle. In WT+KChIP2-Neuronen warlsylx tendenziell groBer als in
Al14K+KChIP2-Neuronen. Es ist nicht auszuschliefEss ein eventuell eindeutigerer
Effekt von KChIP durch die verbliebene endogene déffaroduktion abgeschwacht ist.
Daher ware nach diesen Ergebnissen ein positivenlREinfluss auf die k4.2
Oberflachenexpression in Neuronen denkbar. Bisketigtersuchungen zeigen in
hippokampalen CA1 Neuronen vornehmlich eine Intéoakvon KChIP2 mit K4.2
(Rhodes et al., 2004). Daher bestand die Annahass delx durch unterschiedliche
Transfektion von k4.2-Kanalprotein und KChIP2 nicht beeinflusst wittotzdem
ergab eine ANOVA ein signifikantes Ergebnis (p<0,fi5 dielx Amplitude und einen
signifikant (p<0,05) hoherenlx bei Al4K+KChIP Koexpression als bei
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Kontrollneuronen. Dies kdnnte darauf hindeutensdasch den Vorpuls auf -30 mV
nicht alle K/4.2-Kanéale inaktiviert wurden. Dazu passt allerdimicht, dass es diesen
Effekt gerade bei A14K+KChIP2-Neuronen gibt. Einredere Moglichkeit ware ein
Einfluss von KChIP2, insbesondere Uberexpressiofi,weitere spannungsaktivierte
Kaliumkanéle. Denkbar ware in diesem Fall eine &sgn mit anderen ¥&Kanélen
durch das kiinstlich hervorgerufene Uberangebotk@hIP2. In heterologen Systemen
konnten bereits verschiedene Interaktionen zwisclien und [-Untereinheiten
beobachtet werden, die im nativen System nichtreteft wirden, beispielweise
zwischen dem normalerweise im Axon vorhandenegf8 Kind dendritischen
(Maffie und Rudy 2008). Auch wurde bereits die tatgion von KChIP2 mit k1.5
beobachtet (Li et al., 2005).

In den durchgefihrten Experimenten inaktivierte deg mit einem zweifach
exponentiellen Abfall der Stromkurve, wobei die tersKkomponente je nach
Transfektionsgruppe durchschnittlich zwischen 75%d u83% des Stromabfalls
ausmachte. Die Zeitkonstante der ersten Komponewmde &hnlich der zuvor
beschriebenen Zeitkonstanten in hippokampalen Rategonen und HEK-Zellen mit
KChIP (Klee et al., 1995; Bahring et al., 2001a), Myozyten sind langsamere
Zeitkonstanten bekannt (Brouillette et al, 2004;|88ehmidt et al., 2017). In HEK
Zellen wurde nachgewiesen, dass es durch KChlIPuBmadu einer Verlangsamung der
initialen Phase der Inaktivierung kommt (Béhring aét 2001a). Die vorliegenden
Ergebnisse weisen darauf hin, dass moglicherwaish an hippokampalen Neuronen
die schnelle Zeitkonstantel durch die KChIP2 Interaktion verlangsamt wird.i Be
Koexpression von WT+KChIP2 war dad langsamer als bei Koexpression von
Al4K+KChIP2, auch alleinige KChIP2 Expression vedsamte 1 tendenziell
gegenuber der Kontrolle. Interessant ist zudem a&irod deutliche Verlangsamung der
initialen Phase der Inaktivierung bei Uberexprassiwon WT (p<0,0001)
(Abbildung 15A und 15B). Dies konnte an einem nieltsreichenden Angebot von
DPP B-Untereinheiten fur die ¥&4.2-Kanal tUberexprimierenden Neuronen liegen, da
DPP Bindung zu einer starken Beschleunigung derosékpischen Inaktivierung fuhrt
(Nadal et al., 2003). Auch in A14K-Neuronen zeigteh eine Verlangsamung, jedoch

weniger ausgepragt als bei WT-Uberexpression.
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Nicht nur die schnelle Inaktivierung, auch die ziggErholung von der Inaktivierung
erlauben dem ¥4.2-Kanal modulierend auf postsynaptische Erregargezuwirken.
Durch KChIP-Bindung kommt es zu einer beschleumigtérholung von der
Inaktivierung mit Linksverschiebung der Erholungsiai(An et al., 2000; Bahring et
al.,, 2001la; Gebauer et al., 2004; Jerng et al..5200ang et al.,, 2013). Die
Erholungskinetik verlief zweifach exponentiell undbildete damit mehrere
Komponenten des Gesamtauswartsstroms ab (Witzdl, &012). Die erste, schnellere
Komponente scheint den Anteil dea am Gesamtauswartsstrom abzubilden, sie ist mit
56,5 + 5,7 ms etwas langsamer als die in der liitet@eschriebenen Werte in Neuronen
(32,1 ms) und Myozyten (34,6 ms) (Klee et al., 19Bkouillette et al, 2004). Die
zweite Komponenter2) veranderte sich in den Gruppen kaum, was zudatdafir
spricht, dass sie nicht alga beteiligte Kanéle abbildet. Eine Beschleunigungetsten
Komponente #..1) der Erholung von der Inaktivierung konnte in dileuronen
nachgewiesen werden: KChIP2 Uberexpression fiihsar zlediglich zu einer
tendenziellen Beschleunigung desel im Vergleich zur Kontrolle. In
WT+KChIP2-Neuronen hingegen war dagl signifikant (p<0,05) schneller als in
A14K+KChIP2-Neuronen. Bei alleiniger WT und A14K &hexpression gab es jedoch
keinen Unterschied. In den Kontrollneuronen und K@hIP2 Uberexpression konnte
eine deutliche Verteilung in zwei Komponenten bebibet werden, bei WT- und
Al4K-Uberexpression hingegen war kaum die Auftailuim zwei Komponenten
erkennbar. Ursachlich dafur kénnte gegebenenfalswvarstarkte Anteil dessa am
Gesamtstrom bei WT- und A14K-Uberexpression seiiesbildet sich jedoch nur
leicht in der relativen Amplitude (Rl (%)) der ersten Erholungskomponente am
Gesamtstrom ab. Allerdings gab es eine interesgamtteicklung bei Koexpression von
Al14K+KChIP2: in diesen Neuronen kam es zu der stérk Verdnderung defecl,
gleichzeitig war dase.2 schneller als in den anderen Gruppen (Abbilduhgiid 17).
Auch wenn es keine signifikanten Unterschiede fig derteilung der langsamen
Komponentgzec2) gibt, spricht diese Beobachtung zusatzlich fur derdacht, dass es
bei Uberexpression von KChIP2 zu einer Interaktiihanderen spannungsabhangigen
Kaliumkandlen kommt. Gegen eine solche Beeinflugswsprechen allerdings
Untersuchungen von Wang et al., die in einEmock-OutModell keinen KChIP2
Einfluss auf die Kinetik anderer\KStrome fanden (Wang et al., 2013). Auch Uber die

Steady-Staténaktivierung kann der ¥4.2-Kanal modulierend auf die neuronale
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Plastizitat einwirken. Beispielsweise wurde eings¢hiebung der Inaktivierungskurve
zu negativeren Potentialen bei LTP Induktion naehgsen (Frick et al., 2004). Durch
KChIP Interaktion kommt es zu einer VergroRerung detivierungsfensters von
Kv4.2 durch eine deutliche Positivverschiebung 8ézady-Staténaktivierung des
Kv4.2-Kanals (An et al., 2000; Bahring et al., 200G&abauer et al., 2004; Wang et al.,
2013). An die Steady-Staténaktivierungskurve konnte eine  doppelte
Boltzmannfunktion angepasst werden, die die Inaktilng des Gesamtauswartsstroms
darstellte. Auch zuvor wurde einSteady-Staténaktivierungskurve in Form einer
doppelten Boltzmannfunktion beschrieben (Witzehlet 2012). Die erste Komponente
(V1/21) scheint durch diégsp Komponente bestimmt zu sein. Einerseits sind dextgVv
ahnlich den in der Literatur beschrieben fir HEKIllete (-57,4 mV), Neuronen
(-85,5 mV; -56 mV) und Myozyten (-55,8 mV) (Bahriegal., 2001c; Klee et al., 1995;
Hoffman et al., 1997; Brouillette et al., 2004; \Wsthmidt et al., 2017). Weiterhin liegt
die zweite Komponente der Inaktivierung 42) bei Potentialen deutlich Gber -40mV,
bei denen deilsa bereits vollstandig inaktiviert sein sollte. LeiehVeranderungen
konnten nur fiVy21, nicht jedoch fuVy22 oder derSlope-Faktorbeobachtet werden.
In KChIP2-Neuronen konnte eine leichte Rechtsveeteing der Inaktivierungskurve
beobachtet werden, wahrend es bei alleiniger WT réXpeession, aber auch bei
WT+KChIP2 Koexpression zu einer Linksverschiebueg bhaktivierungskurve kam.
Bei den Untersuchungen zur Erholung von der Inaimg und der
Spannungsabhangigkeit deBteady-Staténaktivierung sind, dadurch das der
Gesamtauswartsstrom betrachtet wird, isolierte Migéungen dessa eventuell nur

unzureichend zu erkennen.

4.3 Kontrolle der subzellularen\| .2 Verteilung in Neuronen

Eine wichtige Eigenschaft desa ist seine somatodendritische Verteilung. Es it
Gradient auf, dielsa Dichte nimmt in den Dendriten nach distal zu. Uldézsen
Mechanismus kann verstarkt Einfluss auf riickwarispeete Aktionspotentiale (bAPS)
genommen werden. Wird diya mit 4-AP blockiert, ist die Abschwachung der bARs
Dendriten nur noch gering (Hoffman et al., 19970l @s kommt wahrend der bAPs zu
einem erhdhtem Calciumeinstrom (Chen et al., 2006agnso ist bei genetischem
Knock-Downdeslsa der Calciumeinstrom in den Dendriten wahrend eb®B erhoht
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(Chen et al., 2006b; Kim et al., 2005). Der fur denbeschriebene somatodendritische
Gradient scheint hauptsachlich durch die Interaktrot DPP bedingt zu sein, da er in
DPP6 Knock-OutMausen nicht nachweisbar ist (Sun et al., 2011).chAuie
Eigenschaften dedsa kodnnen innerhalb eines Neurons variieren. In Digzrar
hippokampaler Pyramidenzellen wurde ein hyperpsilrender Shift um 10 mV in der
Aktivierungskurve bei einer Entfernung von mehr 50§ pm distal des Soma gemessen
(Birnbaum et al., 2004; Hoffman et al., 1997). Diesitet ebenfalls auf eine zusatzliche
Modifikation durch akzessorischg&Untereinheiten hin. Interessant wéren analog zu
den Al4K-Neuronen Untersuchungen zwdk/DPP-Interaktion, jedoch konnte bisher
keine DPP-bindungsdefizientey&2-Mutante erzeugt werden. Auch im Zellverband
existiert ein durchB-Untereinheiten hervorgerufener Gradient des Kadiwmoms. In
Myozyten leitet der k4/KChIP-Komplex den transienten Auswartsstrolyp)( und
KChIP2 scheint dort den transmuraléfy Gradienten zu bestimmen (Rosati et al.
2001). Fur das dendritisc@rgetingist vor allem ein Di-Leucin-Motiv am C-Terminus
(Rivera et al., 2003) verantwortlich, eine weitdteterminale Aminosauresequenz
bedingt den dendritischen Transport durch Inteoakiinit Kif17 (Chu et al., 2006).
Auch KChIP interagiert mit k4.2 im Bereich des Di-Leucin-Motivs, nicht jedocht m
der weiter distal gelegenen Transportdomane (Cuallste al., 2005), daher ist ein
Einfluss von KChIP2 auf die somatodendritische ¥iarhg nicht auszuschlie3en. Per
Immunfluoreszenz konnten dendritische Cluster sowon WT als auch von A14K
nachgewiesen werden, wobei lediglich die Oberflaelpression von WT durch
KChIP2 Koexpression erhoht werden konnte (Hartm&®9,7). Zusétzlich wurde eine
Verbindung zwischen der\|.2 und der KChIP Expression beobachtet (Chen.gt al
2006b; Menegola und Trimmer, 2006). Es stellt sishFrage, ob und in wie weit eine
Interaktion von KChIP mit k4.2 den somatodendritischen Gradienten dgs
beeinflusst. In dieser Arbeit wurde versucht, nsttdlucleated-PatciAbleitungen
zwischen somatischen und dendritischen A-Typ-Stromedifferenzieren. Anderungen
durch KChIP2-Interaktion konnten weder in dex Amplitude noch in der Anderung
des Verhaltnis vonisa Patch zu Isa Cell beobachtet werden. Die Ergebnisse sprechen
eher dafir, dass KChIP2 den dendritischen Transpictit wesentlich beeinflusst.
Allerdings blieb das Verhaltnis vaa Patch zu Isa Cell auch in Neuronen, die 6480
exprimierten konstant. Insgesamt mussen die Ergeéni der

Nucleated-PatcliExperimente vorsichtig interpretiert werden. Durdhs sogenannte
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Space-ClamyP’roblem sind dendritische Strome generell schgeerizu messen als
somatische, da der Widerstand durch die Aufzweignnder Dendriten deutlich
ansteigt und somit Strome in den distal gelegenendbten nicht oder nur schwer
erfasst werden kénnen (Numberger und Draguhn, 1€88)er ist eine Umverteilung in
insbesondere distale Dendriten durch eine somatidtiteitung schwer nachzuweisen.
Zusatzlich ist die Beurteilbarkeit der KChIP2-Irgktion in denNucleated-Patch

Experimenten eventuell durch veranderte KChIP ESgkaften in der hypoosmolaren,

divalentenfreien Intrazellularldsung eingeschrankt.

4.4 Aktivitatsabhangige Modulierung dek/K.2 Expression

Durch Induktion synaptischer Aktivitat mittels AMP®timulation sollte die Wirkung
der Ky4.2/KChIP-Interaktion auf die synaptische Plasiiziintersucht werden. Denn
fur neuronale Plastizitat spielt die aktivitatsatgige Modulation von lonenkandlen
eine wichtige Rolle. Durch aktivitdtsabhangigen diaheinstrom im Rahmen von
beispielsweise Langzeitpotenzierung oder eineuStpilepticus kdonnen lonenkanale
beeinflusst werden. Eine solche Regulation kannktfanell auf veranderten
lonenkanaleigenschaften beruhen oder aus einerdgegén lonenkanaldichte in der
Membran resultieren. Durch seine Wirkung auf EP@REbAPs (Hoffman et al., 1997)
kann der Isa bereits in einer sehr frihen Phase Einfluss awd deuronale
Erregungsleitung nehmen. Es wurden bereits meli@mmen der aktivitatsabhangigen
IsxModulation beschrieben. Die Inaktivierungskurves dea verschiebt sich durch
Langzeitpotenzierung zu negativeren PotentialeitKfat al., 2004). Zuséatzlich kommt
es zu einer Positivverschiebung der Aktivierungskudurch PKA und PKC, was
wiederum zu einer verstarkten bAP-Amplitude fuHfoffman und Johnston, 1998;
Hoffman und Johnston, 1999). Stimulation des GlaiiaRezeptors fuhrte Uber
NMDA-Rezeptoraktivierung und Calciumeinstrom zu eginClathrin-vermittelten
Endozytose von durch PKA phosphorylierteqdi sowie zu einem Transport aus den
dendritischen Spines (Kim et al., 2007; Hammondalkt 2008). Der Effekt von
Glutamat-Rezeptorstimulation Uber NMDA-Rezeptondktung und Calciumeinstrom,
nicht jedoch Uber AMPA-Rezeptorstimulation, wurde einer weiteren Studie
reproduziert (Lei et al.,, 2008). Weiterhin kommt bei Induktion eines Status
epilepticus zu einer Herabregulation vony4K2 Uber Phosphorylierung von
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extracellular-signal-regulated-kinasg®ernard et al., 2004; Lugo et al., 2008). Hier
konnte durch Induktion synaptischer Aktivitat migteAMPA sowohl in WT+KChIP2
als auch in A14K+KChIP2 Neuronen ein signifikaniiickgang dedsxsAmplitude
beobachtet werden, der wahrscheinlich auf einerrdatsierung von k4.2-Kanalen
zuruckgefuhrt werden kann. Auffallend war, dass digsAmplitude vor
AMPA-Behandlung bei WT+KChIP2 hoher als bei A14KHKE2 (p<0,05) war, nach
AMPA-Behandlung jedoch kein wesentlicher Untersdhmeehr zwischen den beiden
Gruppen bestand. Der Quotientdlx war nach AMPA Behandlung nur bei
WT-KChIP2-Neuronen signifikant (p<0,05) reduzieBRies konnte bedeuten, dass
KChIP den K/4.2-Kanal empfanglicher fur aktivitatsabhéngige Miadion macht. In
diesem Zusammenhang ist interessant, dass durehingaraktion mi3-Untereinheiten
die Phosphorylierung von \J.2 gefdrdert wird (Schrader et al., 2002; Seiket u
Trimmer, 2009). Aufgrund der vorhandenen CalciumeBingsstellen der KChIPs ware
auch eine Beeinflussung dey&2/KChIP-Interaktion durch erhdhten Calciumeinstro
denkbar. KChIP2.1 besitzt drei funktionelle EF-Hakbbtive, die Calcium binden
kénnen. In NCS Proteinen wie KChIP fiihrt die Bindumon Calcium zu einer
Konformationsanderung (Craig et al., 2002; Burgognhal., 2004). KChIP3 ist auch als
DREAM bekannt, ein durch Calcium regulierter Tramskons-Repressor. Durch
Calciumbindung an den EF-Handen kommt es zu eir@fd¢mationsanderung und
Abdissoziation von der DNA. Hieriber nimmt DREAM niuss auf zahlreiche
zellulare Prozesse, unter anderem auf die Regnlatam Schmerzempfindlichkeit
(Carrion et al., 1999; Cheng et al., 2002). AuahKKChIP2 wurde bereits eine Funktion
als Transkriptions-Repressor in Myozyten vermutdlagsal et al., 2017). Die
Calciumsensitivitdt von KChIP, zusammen mit deriatiéitsabhéngigen Modulation
und der postsynaptischen Lokalisation von4R verleiten zu der Annahme, dass
synaptische Aktivitdt mit einhergehend verande@alciumkonzentration tber KChIP
Einfluss auf denlsa nimmt. Inwiefern die Calciumbindung zu einer Andaeg der
Interaktion mit K/4 fuhrt, und ob die Bindung von Calcium an KChIRwendig flr
die Bildung eines k4.2/KChIP-Komplexes ist, wurde bisher nicht absafbdéind geklart
(Burgoyne und Weiss, 2001; Craig et al., 2002; d®iokt al., 2006; Anderson et al.,
2010; Groen und Béhring 2017). Wang et al. beoletehteine, moglicherweise durch
KChIP induzierte, Zunahme ddixAmplitude in Rattenneuronen wenn sie die

intrazellulare Calciumkonzentration erhdhten (Waeg al.,, 2005). Funktionelle
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Eigenschaften des\l.3/KChIP2-Komplexes kénnen durch direkte Calciumdong an
KChIP und Aktivierung der CaMKIl veradndert werde@rfen und Bahring 2017).
Wahrend der Experimente mit hypoosmolarer calciummd magnesiumfreier
Intrazellularlésung fiel auf, dass sich dekin KChIP2 Uberexprimierenden Zellen im
Vergleich zu den Kontrollzellen nicht wie erwartetrgrof3erte. Es kam sogar zu einer
signifikanten (p<0,05) Reduktion ddia Amplitude. In Experimenten mit einer
isoosmolaren, calcium- und magnesiumhaltigen Losurgeziehungsweise
divalentenfreier Loésung konnten diese Ergebnissktricher reproduziert werden. Es
wurden lediglich tendenziell kleinerelsa Amplituden in divalentenfreier
Intrazellularlosung gemessen. Mdglich sind jedocithaandere Ursachen fur die
abweichenden Ergebnisse. Beispielsweise ist eifluss auf denlsa nicht nur bei
Anderung der Zusammensetzung der Intrazellularigsdenkbar sondern auch bei
unterschiedlicher Zusammensetzung der Extrazdligléng bereits beschrieben (Mayer
und Sugiyama, 1988). Weiterhin wéren gegebenenfadishanische Einfliisse aufgrund

der Hypoosmolaritat der Lésung denkbar.
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5 Zusammenfassung

In Nervenzellen spielt der durch den,4&2/KChIP/DPP-Kanal-Komplex vermittelte
somatodendritische A-Typ-Stromlsf) eine bedeutende Rolle fiir die Kontrolle
dendritischer Erregbarkeit. Die schnelle, untersshge Aktivierung und rasche
Inaktivierung dedsaist zusammen mit dem aktivitdtsabhangigen Ein- Ansbau von
Kv4.2 in die Zellmembran eine Voraussetzung fir wiisbe Prozesse der neuronalen
Plastizitdt. KChIPs sing3-Untereinheiten, welche die \K.2 Oberflachenexpression
verstarken und die Eigenschaften tigsmitbedingen. Die Auswirkung der Interaktion
von Ky4.2 mit KChIPs wurde bereits in Zellkulturlinienf@ischt. In dieser Arbeit
wurde mittels heterologer Expression von epitopmesidn, KChIP-bindungsfahigen
und -bindungsdefizienten\M.2-Kanalen untersucht, in wieweit sich diese Enggede
auf die K/4.2/KChIP-Interaktion in kultivierten hippokampal@&euronen Ubertragen
lassen. Es wurden elektrophysiologische Untersugdunmittels Patch-Clamp mit
Whole-Cell-und Nucleated-PatciAbleitungen an hippokampalen Neuronen der Ratte
durchgefluhrt, welche zuvor mit EGFP, WK2wt-HA-EGFP, hiKk4.2A14K-HA-EGFP,
beziehungsweise hi.260@\-HA-EGFP oder hKChIP2.1 transfiziert worden waren.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass KChIRdkten keine notwendige
Voraussetzung fur die .2 Membraninsertation ist, diese jedoch vermutpdsitiv
beeinflusst. Zuséatzlich deuten die Ergebnisse ddviaudass KChIPs die Erholung von
der Inaktivierung begunstigten und digteady-Staténaktivierung zu positiveren
Potentialen verschieben. Ob durch KChIP-Interak&gore Umverteilung von 4.2 in
die Dendriten stattfindet konnte durch diRucleated-PatciMessungen nicht
nachgewiesen werden. Es zeigen sich aber Hinwelass KChIP die AMPA-
induzierte, aktivitdtsabhangige Internalisierungn vi&,4.2 begiinstigt. Ob es durch
Calciumbindung zu verdnderten Eigenschaften des$. 24KChIP-Komplexes kommt
bleibt offen. Insgesamt scheint KChIP in hippokalapaeuronen geeignet, wenn auch

nicht essentiell, die neuromodulatorischen Effelds K,4.2-Kanals zu unterstitzen.
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Abstract

The somatodendritic A-type currert) evoking K,4.2/KChIP/DPP channel complex
plays an important role in the control of dendrigixcitability in neurons. Fast and
subthreshold Isa activation as well as fast inactivation, in condtian with
activity-dependent membrane insertion and remotv&.\@!.2, are critical involved in
neuronal plasticity. KChIPs are auxiligysubunits, which enhance the, &2 surface
expression and modify properties of fag The effects of the ¥.2/KChIP-interaction
have been investigated in immortalized cell lingsing heterologous expression of
epitope-tagged KChIP binding and KChIP binding-defit Ky4.2 channels, this thesis
investigates to which extent the results can benstered to the
Kv4.2/KChIP-interaction in cultured hippocampal newwo Electrophysiological
experiments were performed witatch-Clampin Whole-Cell and Nucleated-Patch
technique, using hippocampal rat neurons which Haeen transfected before with
EGFP, hK4.2wt-HA-EGFP, hK4.2A14K-HA-EGFP, hk4.260Q\-HA-EGFP,
respectively or hKChIP2.1. The results indicatet thk&hlIP-interaction is not a
prerequisite for K4.2 membrane insertion, but may affect membranertios
positively. Additionally, the results indicate thChIP promotes the recovery from
inactivation and shifts theteady-statanactivation curve to more positive potentials.
Nucleated-Patchexperiments did not provide evidence of42 redistribution into
dendrites through KChIP binding. There is an ingacathat KChIP promotes AMPA
induced, activity-dependent internalization of,4Q2. If calcium binding leads to
modified properties of the J&.2/KChIP complex still remains unsettled. Altogath

even if not essential, KChIP appears to supporhtwomodulatory effects of4.2.
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6 Abklrzungsverzeichnis

60QA

Al4K

AMPA
ANOVA
AP

bAP

C-Terminus
CAl
CaMKIl
DNA

DPP

ec

EGFP

EPSC
EPSP
GABA
HEK

Kurzform fir hKv4.2600-HA-EGFP sowie Bezeichnung fur
Neurone, die mit EGFP und hKv4.2@0BIA-EGFP
kotransfiziert sind.

Kurzform fir hKv4.2A14K-HA-EGFP sowie Bezéicung fur
Neurone, die mit EGFP und hKv4.2A14K-HA-EGFP
kotransfiziert sind.
a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure
Varianzanalyse (analysis of variance)

Aktionspotential

Ruckwartsgerichtetes Aktionspotential (baokagating action
potential)

Carboxyterminales Ende

Region 1 des Hippokampus (cornu ammonis)
C&*/Calmodulin abhangige Kinase I
Desoxyribonukleinsaure (Desoxyribonucleic éci
Dipeptidyl-Aminopeptidase-Protein

Extrazellularlésung

Enhanced-Green-Fluorescent-Protein sowie ei@®&aung flur
Neurone, die lediglich mit EGFP transfiziertdsin
Exzitatorischer postsynaptischer Strom

Exzitatorisches postsynaptisches Potential
y-Aminobuttersaure

Humane embryonale Nierenzellen (human emrykitiney)
Stromstarke

langsam inaktivierender Kaliumstrom

unterschwelliger, schnell inaktivierender Kalstnom
(subthreshold activating)

Intrazellularlésung

Slope-Faktoder friihen Phase d8teady-Staténaktivierung
Slope-Faktorder spaten Phase déteady-Staténaktivierung
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KChIP

LTP
MAPK
mean
n
N-Terminus
NCS
NMDA
Y

PKA
PKC
S(1-6)
SEM

T1
7l

72
Trecl
Trec2
Vil
V122
WT

ZNS

Spannungsabhéngige Kaliumkanéle

Kaliumkanal interagierendes Protein *{¢hannel-interacting-
Protein), hier Kurzform fir hKChIP2.1 und Abkurg fir mit
hKChIP2.1 und EGFP kotransfizierte Neurone.
Langzeitpotenzierung

Mitogen abhangige Proteinkinase

Mittelwert

Stichprobengrol3e

Aminoterminales Ende

Neuronale-Calcium-Sensoren
N-Methyl-D-Aspartat
Uberschreitungswahrscheinlichkeit/Signifikanz
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Membrandurchspannendes Segment gd€dféale (1-6)
Standardfehler (Standard Error of the mean)
Zeit

Tetramerisierungsdomane der-Kanale

Schnelle Komponente der makroskopischen Inigkting
Langsame Komponente der makroskopischen Inakiivg
Schnelle Komponente der Erholung von der Inatiing
Langsame Komponente der Erholung von der Inigkting

frihe Phase d&teady-Staténaktivierung

spate Phase dsteady-Staténaktivierung

Kurzform fur hKv4.2wt-HA-EGFP, sowie damit unBGFP
kotransfizierte Neurone

Zentrales Nervensystem
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